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OZET

Non-obstriktif Azoospermik Hastalarda Genetik Nedenlerin

Arastirilmasi

Amag: Infertilite diinya genelinde milyonlarca gifti etkileyen bir saglik
sorunudur. Bagvurularin yaklagik yarisindan erkek infertilitesi sorumludur. Erkeklerin
yaklasik % 15'inde ve infertilitesi olan kadinlarin % 10'unda, kromozom anormallikleri
ve tek gen mutasyonlari dahil olmak tizere genetik anormallikler mevcut olabilir. Sonug
olarak gelecekte kisirhigin genetik nedenlerinin artmamasi i¢in genetik faktorlerin
belirlenmesi, infertil ¢iftin uygun yonetimi i¢in iyi bir uygulama haline gelmistir. Biz,
yapilan bu calismada infertilite nedeniyle basvuran ve Non-obstriktif azoospermi
tanisiyla testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) operasyonu yapilan hastalarin genetik
analiz sonuglar1 degerlendirildi. Bu ¢alismada, erkek infertilitesinde spermatogenezi

zayiflatan ya da engelleyen genetik defektlerin ortaya ¢ikmasi amaglanmistir.

Gereg ve YOntem: Calismamizda 26-44 yas aras1 non-obstriktif azospermik infertil
hastalarda; periferik kanda kromozom analizi, molekiler karyotipleme, erkek infertilite
paneli, testosteron, prolaktin, folliktler stimiilan hormon ve luteinizan hormon
diizeylerinin karsilastirilmasi ve bu parametrelerle genetik mutasyonlarin iligkisinin

incelenmesini amagladik.

Bulgular: Calismamizda 26 hastanin 1 tanesinde American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) ‘in yayinladig kriterlere gore patojenik oldugu kabul
edilen INSL3 gen mutasyonu, ayrica klinik 6nemi belirsiz varyant olarak 17 hastada
FSHR gen polimorfizmi, 5 hastada CFTR mutasyonu, 1 hastada CATSPER1 ve
TEX101, 1 hastada LHCGR, 1 hastada ZMYND15, 2 hastada DNAHS5, 1 hastada
DNAHI1 degisikligi tespit edilmistir. Yapilan kromozom analizinde 6 hastada 47XXY

kleinefelter sendromu izlendi.

Sonuglar: Cikan sonuglar gostermistir ki infertilite sikayeti ile bagvuran non-obstriiktif
azoospermik hastalarin periferik kandan ¢alisilan kromozom analizi normal olsa dahi
infertiliteye neden olan baska genetik degisiklikler olabilir. Altta yatan bu genetik

bozukluklarin aragtirilmasi infertilitenin nedenini bulmamizda yardimci olabilir.



Anahtar Kelimeler: Azoospermi, Genetik, Non-obstriktif

ABSTRACT

Investigation of Genetic Causes in Non-obstructive Azoospermic

Patients

Objective: Infertility is a health problem that affects millions of couples around the
world. Male infertility is responsible for approximately half of the applications. About
15% of men and 10% of women with infertility may have genetic abnormalities,
including chromosomal abnormalities and single gene mutations. As a result, the
determination of genetic factors has become a good practice for the appropriate
management of the infertile couple so that the genetic causes of infertility do not
increase in the future. In this study, genetic analysis results of patients who applied for
infertility and underwent testicular sperm extraction (TESE) operation with the
diagnosis of Non-obstructive azoospermia were evaluated. In this study, it was aimed to

reveal genetic defects that weaken or prevent spermatogenesis in male infertility.

Materials and Methods: In our study, we aimed to compare peripheral blood
chromosome analysis, molecular karyotyping, male infertility panel, testosterone,
prolactin, follicular stimulating hormone and luteinizing hormone levels in non-
obstructive azoospermic infertile patients aged 26-44 years, and to examine the

relationship between these parameters and genetic mutations.

Results: In our study, 1 of 26 patients had INSL3 gene mutation, which was considered
pathogenic according to the criteria published by the American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG), as well as FSHR gene polymorphism in 17 patients,
CFTR mutations in 5 patients, CATSPER1 and TEX101 in 1 patient. , LHCGR in 1
patient, ZMYND15 in 1 patient, DNAHS5 in 2 patients, and DNAH11 changes in 1
patient were detected. In the chromosome analysis, 47XXY kleinefelter syndrome was

observed in 6 patients.

Conclusion: The results show that non-obstructive azoospermic patients with infertility

complaints may have other genetic changes that cause infertility, even if the chromosome



analysis of the peripheral blood is normal. Investigating these underlying genetic disorders

can help us find the cause of infertility.

Keywords: Azoospermia, Genetic, Non-obstructive
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1. GIRiS

Fertilite insan neslinin siirdiiriilmesi amaciyla tiim tarih boyunca ilgi ¢ekmis ve
eski kaynaklarda yer almis konulardan biridir. Elimizde bulunan en eski kaynaklar
milattan 6nce 16. ve 17. Yuzyillardan kalma eski misir belgeleridir. Bunlardan biri olan
Kahun papiriisii de eski misirda insan iireme kavramina ait bilgileri igerir (1). Eski
Misirhilar, cinsel iligki ve hamilelik arasindaki iliskiyi kabul etmislerdir. Erkegin
katkisini disi rahmin verimli topragina ekilen bir “tohum” olarak gérmiislerdir. Meninin
omurilikten kaynaklandigina inanmiglar ve bu yanilgi, tanrilara boga kurban eden
Misirhi rahipler tarafindan ileri siiriilmiistiir. Sigir retraktér penis kaslarinin sakral
omurlara baglandigin1 gordiikleri i¢in boganin fallusunu omurganin bir uzantisi olarak
algilamislardir (1).

Infertilite, cinsel yonden aktif, dogum kontrolii yapmayan bir ciftin bir yil
icerisinde gebelik saglayamamasidir (2). Dunyadaki tum giftlerin yaklasik % 15'ini
etkileyen bir halk sagligi sorunudur (3). Ciftlerin yaklagik % 15'i 1 y1l iginde hamile
kalamamaktadir. Infertilite ile basvuran giftlerin % 50'si korunmasiz cinsel iliskinin
ikinci yilinda ve % 14'i Gi¢iincii y1lda kendiliginden ¢ocuk sahibi olmaktadir (4).

Son yillarda, erkek fertilitesinde diinya ¢apinda bir diisiis olmas: ile ilgili artan
bir endise vardir ve diinyadaki genel infertilitenin % 40-50'sinden erkek faktoriinun
sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Baz1 ¢aligmalar, Amerika Birlesik Devletleri'nde ve
diger bati tilkelerinde sperm sayisinin her yil % 1,5 oraninda azaldigini gostermistir.
Diinya capinda yaklasik 70 milyon ¢iftin subfertilite veya infertilitenin kurbani oldugu
tahmin edilmektedir (5).

Erkek infertilitesinin etiyolojisi tam olarak anlasilamamistir ve vakalarin
cogunda idiyopatik kalir. Bu baglamda c¢esitli ¢evresel, fizyolojik ve genetik faktorler
aciklanmustir (5). Dogurganliga ulasmak igin bir erkegin normal spermatogenez, basarili
epididimal olgunlasma ve sperm depolanmasi ve uygun zamanlanmis cinsel iliski ile

birlikte normal sperm taginmasi ve aksesuar bez fonksiyonuna ihtiyaci vardir.



Tablo 1.1 Erkek infertilitesi ile iligkili ana faktorleri 6zetlemektedir (6).( Krausz C.
Male infertility: Pathogenesis and clinical diagnosis. Best Practice & Research
Clinical Endocrinology & Metabolism. 2011;25(2):271-85.)

Konjenital Faktorler

-Anorsi

-Kriptorsidizm

-Konjenital Bilateral Vaz Deferens Yoklugu

-Genetik Anormallikler (Klinefelter sendromu; Y kromozomu mikrodelesyonu;
Kallmann sendromu, Hipotalamu-Hipofiz-Gonadal aksi iceren gen mutasyonlari )

Kazanilmis Faktorler

-Testis travmasi

-Testikuler torsiyon

-Post-inflamatuar olaylar (orsit, epididimit)

-Distal ve Proksimal iiriner traktta tikanmikhk

-Rekurren driner enfeksiyonlar (prostatit)

-Ekzojen faktorler (sitotoksik ilaclar, radyasyon, 1s1 vs.)

-Sistemik hastahiklar (siroz, bobrek yetmezligi vs.)

-Varikosel (derecesine gore degisir)

-Testis damarlarim yaralayan cerrahi

-Erektil ve ejektlator disfonksiyon

-Edinilmis hipogonadotropik hipogonadizm veya endokrin nedenler

-Bilinmeyen nedenler (yaklasik 50%0)

Yakin zamana kadar, sperm fiiretimi anormallikleri olan erkeklerin % 40'ina
varan bir kisminda, belirli bir etiyolojik faktor bulunamamistir (7). Erkeklerin yaklagik
% 15'inde ve infertilitesi olan kadinlarin % 10'unda, kromozom anormallikleri ve tek
gen mutasyonlar1 dahil olmak iizere genetik anormallikler mevcut olabilir. Bununla
birlikte, baz1 genetik anormalliklerden etkilenen hastalar (6rnegin, kromozomal
degisiklikler ve Y kromozom mikrodelesyonlari), andploidi orani daha yuksek bir
sperm frekansi iiretir (8).

Asagidaki ana faktorler infertilitede prognozu etkiler:

-Kadin partnerin yast ve dogurganlik durumu
2



-Infertilite stresi

-Infertilitenin primer ya da sekonder olmasi

-Semen analiz sonucu

Kadin yas1 ve buna bagli olarak yumurtalik rezervindeki diisiis, hem spontan
hem de yardimli iiremede sonucu etkileyen en énemli tek degiskendir. 25 yasindaki bir
kadinla karsilastirildiginda, dogurganlik potansiyeli 35. yilda % 50'ye, 38. yilda % 25'e
ve 40. yilda < % 5'e diismiistiir (2).

Erkek faktorii bulunan vakalarin ancak % 50’sinde oligozoospermi,
teratozoospermi veya azoospermi gibi anormal semen parametreleri goralir (9).
Azoospermi ise erkek kaynakli infertilitenin en agir seklidir ve infertil ¢iftlerin yaklasik
% 10-20 sinde gorulmektedir (10). Obstruktif azoospermi (OA), epididim veya seminal
veya ejakiilatuar kanallarin bilateral tikanmasi nedeniyle semende ve postejakiilat
idrarda hem spermatozoa hem de spermatogenetik hiicrelerin olmamasidir. Normal
boyutta testis ve normal FSH olup azoospermi veya siddetli oligozoospermi
hastalarinda seminal yolun tikandigindan siiphelenilmelidir (9). Non-obstruktif
azoospermi (NOA) ise bu yollarda tikaniklik olmamasina ragmen, semen analizinde hig
sperm saptanmamasidir. NOA’ll hastalarin bir kisminda, testisin heterojen yapida
olmasindan dolay1 bazi boliimlerinde fokal spermatogenez devam etmekte ve bu
bolgelerden testikller sperm ekstraksiyonu (TESE) veya mikro TESE (MTESE)
yontemleriyle sperm elde edilerek, yardimci iireme teknikleri (YUT)’de (in vitro
fertilizasyon (IVF), intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)) kullanilmakta ve bu
hastalarin kendi spermleriyle cocuk sahibi olmasina yardimci olunmaktadir. NOA
hastalarinda bu yontemlerle sperm elde etme orani % 50 civarindadir ve testikiiler
histoloji ile sperm bulma arasinda korelasyon mevcuttur (11, 12).

Yardimc1  ireme tekniklerinin  yiikksek maliyeti TESE ve ovaryan
hiperstimulasyon gibi islemlerin komplikasyonu ile karsilagmamak i¢in sperm bulunma
sansinin dnceden tespiti dnemlidir. Infertil ¢iftlerin biiyiik bir kisminda genetik nedenler
tespit edilebilir (7). Sperm andploidileri, yapisal genetik anormalligin dogrudan bir
sonucudur veya bu testis ortaminin degismesinin neden oldugu miyotik hatalardan
kaynaklanir. Bu hatalarin aktarilma riski ayni1 zamanda standart in vitro fertilizasyon
(IVF) ve intrauterin inseminasyon (IUI) kullanimiyla da ilgilidir, c¢linki
normozoospermik kisir erkeklerde bazi genetik bozukluklar olabilir (6rnegin 47 XYY

erkekler). Yardimci iireme tekniklerinin kullanimmin artmasi normal gebelik ile

3



mutasyonlar1 aktaramayacak bireylerin ¢ocuk sahibi olarak bu mutasyonlar1 sonraki
nesillere aktarmasinin oniinii agmistir. Iste bu yiizden infertil ciftlerin genetik
nedenlerinin arastirilmasi bu faktorlerin belirlenmesi sonraki nesillerde olusacak genetik
nedenli infertilitenin artmamasi i¢in ¢ok Onemlidir (8). Bu genetik analizler seks
kromozom anomalileri (Klinefelter sendromu (KS), XYY sendromu, XX erkek
sendromu, Karisik gonadal disgenezi, Y kromozomu mikrodelesyonu, diger Y
kromozomu yapisal anormallikleri, cinsiyet kromozomlar1 arasinda resiprokal
translokasyon), otozomal kromozomlardaki anomaliler (resiprokal translokasyonlar,
robertsonian translokasyonlar, kromozomal segmental inversiyonu, diger otozomal
kromozom anomalileri) ve Ureme hiicrelerindeki genetik anormallikleri igeren testlerden
olusmaktadir. Yeni Nesil Dizileme (YND) yontemi kullanilarak daha detayli genetik
analizler yapilmaya baslanmis ve infertiliteyle iliskili olabilecek yeni genler giindeme
gelmistir.

2009 yilinda kullanilmaya baslanan YND yontemi ile insan genomu {izerinde
protein kodlayan bolgelerdeki mutasyonlar taranarak hastaliklarin genetik alt yapilari
ortaya konulmaya calisilmaktadir. Mevcut teknoloji ile hastaliklara hizli ve giivenilir bir
sekilde tan1 konulabilmektedir. Bu yontem kesfedildigi giinden bu yana hem sebebi
bilinmeyen hastaliklarin genetik alt yapisini ortaya ¢ikarmada, hem de birden fazla gene
ve tipe sahip hastaliklarin molekiiler tanisinin konulmasinda oldukg¢a etkili oldugu
goriilmiistiir.

Biz, yapacagimiz bu calismada infertilite nedeniyle bagvuran ve NOA tanisiyla
mikro-TESE  operasyonu yapilan hastalarin = genetik  analiz  sonuglarinin
degerlendirilmesini amagcladik. Calismadaki ana amacimiz, erkek infertilitesinde
spermatogenez sirecini aksatan veya engelleyen genetik defektlerin ortaya ¢ikmasini

saglamak olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Erkek Ureme Sistemi Anatomisi

Erkek Ureme sistemi yapilar1 kendi igerisinde i¢ ve dis lireme organlari olmak
tizere ikiye ayrilir. Penis ve skrotum dig tireme yapilari, testis, epididim, spermatik kord,
seminal vezikiller, ejekulatuar kanallar, prostat ve bulbouretral (Cowper) bezler ise i¢

tireme yapilari olarak siniflandirilmistir.

Cutls — _— Tunica dartos

Fascla spermatica ~_
interna T~

A testicularis ———___ " Plexus

pamplniformis
Plexus testicularis
— Fascia spermatica

Lamina parietalis — externa
tunica vaginalis \
testis T Epididymis,
Cauda
Epididymis, ~
Caput Tunica vaginalisin
viseral tabakas: ile
birlikte testis
Glans penis

== Scrotum

Sekil 2.1 ( Schiinke M, Schulte E, Schumacher U. PROMETHEUS Anatomi Atlasi
2005.)

Skrotum, testis ile spermatik kordun alt kisminin bulundugu, deri, kas ve
fasyalarin olusturdugu bir yapidir. Skrotumun disardan bakinca ikiye ayrilmis gibi
goriinmesini saglayan cilt kabarintisina raphe skrotum adi verilir. Sol spermatik kordun
saga gore daha uzun olmasindan dolay1 skrotumun sol yarimi saga gore daha asagida

bulunmaktadir. Skrotumun distan igeri dogru tabakalari, deri (kutis skroti), tunika
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dartos, fasya spermatika eksterna, fasya kremasterika ve bu fasyanin sardigr muskulus
kremasterika, fasya spermatika interna ve tunika vajinalisden olusur. Skrotum igerisinde
spermatik korda bagli sekilde bulunan testisler, 10-15 gr. Agirliginda ve 4x2,5x3 cm
ebatlarindadir. igerisinde bulunan leydig hiicreleri testosteron iiretimi yaparken, sertoli
hiicreleri ise spermin beslenmesini saglama, inhibin hormonu salgilama ve fagositoz
yapma gibi gorevleri gergeklestirir. Ayni zamanda sertoli hiicreleri kan-testis bariyerini
olustururken leydig hiicreleri interstisyumda bulunur. Skrotumu olusturan diiz kas
liflerinin bulundugu tabaka olan tunika dartos, kasilarak skrotumun biiziismesini saglar.
Skrotumun biiziismesi ile testislerin sicakligt optimum seviyede tutularak
spermatogenezisin normal gerceklesmesi saglanmaktadir. Testislerin bulundugu sicaklik
normal viicut 1sisindan 2-3 °C daha soguktur. Bu sicaklik farki skrotumda bulunan
tunika dartos vasitasi ile saglanmaktadir. Testisleri disardan iceri dogru saran tunica
vajinalis haricinde tunika albuginea ve tunica vaskularis olmak Uzere iki tabaka daha
bulunmaktadir (13).
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Sekil 2.2 (Schunke M, Schulte E, Schumacher U. PROMETHEUS Anatomi
Atlas12005.)

Testisi saran tunika albuginea kalin ve fibroz bir tabakadir. Bu tabakanin

elastikiyeti ve genisleme ozelligi olmayip arka taraftan testis igine sokularak testis
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icerisinde kuglk bolimler meydana getirir. Bu bolmelere mediastinum testis denilir.
Bunlardan ¢ikan uzantilar1 olan septula testisler ve onlarin olusturdugu koni bigiminde
lobuli testisler icinde seminifer tibuller yer almaktadir. Her iki testiste 800-1000 kadar
seminifer tabdller bulunur. Seminifer tiibiiller i¢erisinde sperm tiretimi gergeklestirilir.
Her bir lobiil i¢erisinde yaklasik 200-300 tane seminifer tiibiil bulunmaktadir. Seminifer
tibdllerin her biri 8 cm civarinda bir boya sahiptir ve lobiil igerisinde kivrilarak
yayilmustir. Her bir Seminifer tiibiil birleserek rete testisleri olusturur. Olusan rete
testisler duktuli efferentes olarak epididim bas kismina girip epididim lobullerini
meydana getirirler. Epididim loblleri 15-20 cm boyutta olup kivrimli tek bir tubulustur.
Bu tubuluslar birlesip epididim kanali adini alirlar. Epididim kanali alti metre boyunda
olup bu kanaldan kuyruga dogru ilerledikge ¢ap1 ve kalinlig1 artarak duktus deferensi
olusturur. Duktus deferens prostata girmeden once ampulla denen bir genisleme
meydana getirir. Bu ampullaya prostatin her iki tarafinda yer alan seminal vezikiiller
acilirlar ve hem ampullanin hem de seminal vezikilin igerikleri ortak bir ejekulator
kanalla prostat gévdesinden gecerek, prostatik Uretraya drene olur. Ejakiilatin %46-80
inin kaynagi1 seminal vezikiil igerigidir. Ejakiilator kanala ayrica prostat bezinden ¢ikan
prostat kanalciklar1 da bosalirlar. Bu igerik viicut digina {iretra ile baglanir.

Diger dis genital organ olan penis bir ¢ift kaverndz cisim ve bir adet spongioz
cisimden meydana gelir. Distan i¢ce dogru deri, siiperfisiyal fasya (dartos), derin (buck)
fasya ve tunika albuginea penisi saran tabakalardir. Pubisin penil hilum bdélgesinde
birleserek penis saftin1 olusturan korpus kavernozumlar proksimalde iskiopubik
ramusun altinda ayrik olarak bulunurlar. Fibréz bir iskelete sahip olan korpus
kavernozumlar g¢eperi endotel ile kapl birbiri ile baglantili sinuslerden meydana gelir.
Penisin ventralinde korpus spongiozum bulunmaktadir. Korpus spongiozum penisin
bulbusundan sonra, distale dogru incelir ve sonunda genisleyip sapka seklini alarak

glans penisi olusturur (13).

2.2. Erkek Ureme Sisteminin Embriyolojisi

Embriyoda ilk cinsiyete 6zgii degisiklikler 7. Haftada olugsmaktadir. Embriyonun
erkek yonde gelisimi igin Y kromozomunun kisa kolunda (SRY bolgesi; Y
kromozomunun cinsiyet belirleyen bdlgesi) bulunan genler basrolii olusturmaktadir.

Eger emriyo XX kromozoma sahip ise 7. haftada heniiz farklilagmamis gonadin korteksi



overe farklilagip medullasinda gerileme gozlenir. Embriyo XY kromozoma sahip ise
gonadin medullas: testise farklilagarak korteksinde gerileme olusur (14).

Farklilasmamis gonadda bulunan seks kord stromal hicreleri sadece SRY
varliginda sertoli hiicrelerine doniisiirek islevini gergeklestirmeye baslar. Eger embriyo
disi yonde farklilasacaksa seks kord stromal hiicreleri SRY yoklugunda ovaryan
folikiilleri meydana getirirler. Farklilasan sertoli hlcreleri Mullerian-inhibiting faktor
(MIF) adi verilen glikoprotein yapida bir hormon salgilarlar. Bu hormon sayesinde
Miilleryen kanallar inhibe edilir. Regrese olan milleryen kanaldan geriye apendiks
testis ve prostatik utrikiil kalir. MIF’in salgilanmadig1 disi embriyoda mdlleryen
kanallar regrese olmaz ve bunlardan uterus, fallop tipleri ve vajen 2/3 proksimal kismi
meydana gelir (15).

Erkek embriyoda testis belirleyici faktor varliginda seminifer tiibiiller
farklilasmaktadir. Olusan bu seminifer tlbulllerin duvarinda sertoli hiicreleri ve
spermatogonia bulunur ve etrafin1 ise leydig hiicreleri g¢evreler. 8. haftada leydig
hucrelerinden testosteron salinir. Bu testosteronun dretimi intrauterin donemin erken
asamalarinda plasental koryonik gonadotropin etkisinde iken sonraki dénemlerde
pituiter gonadotropinlerin baskist ile olusur (16).

Dis genitallerin farklilagsmas1 yedinci haftadan sonra baslamakta ve bu
farklilagma androjen reseptorlerinin uyariminin olup olmamasinin etkisindedir. Erkek
embriyoda bu farklilasmayr baglatan androjen reseptorleri ile etki eden
dihidrotestosteron (DHT) hormonu olup eksternal genitallerde maskilinizasyonu
gergeklestirir (17).

Farklilagma fallusun wuzayarak penis olusmasi ve yedinci haftada penis
govdesinin icerisinde kavernozal cisimlerin gortlmesi ile devam eder. Devam eden
uyarim ile 14. haftada Uretra ve spongioz cisimler olusur. Spongioz cismin olusmasi
sonucu distal kisimdaki dairesel koronal sulkus geliserek glans penis meydana gelir.
Uzayan iiretranin glansa dogru yiiriimesi ile glandiiler iiretra olusarak penil iiretranin
distal ucu ile birlesim gosterir. Glans penis olusumu glans tabanindaki deri kivriminin
glans1 sararak prepisyumu olusturmasi ile 5. aya kadar devam eder. Labioskrotal

sislikler birleserek skrotumu meydana getirir (17, 18).
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Sekil 2.3 Seminifer tiibiil (st) leydig hiicreleri (oklar) Inénii iiniversitesi histoloji ve

embriyoloji anabilim dal histoloji atlas1

2.3 Erkek Ureme Sisteminin Fizyolojisi ve Spermatogenez

Spermatogenezis, sekstel eylemin gergeklestirilmesi ve ¢esitli hormonlarla erkek
ureme sisteminin duzenlenmesi erkek iireme fonksiyonlari i¢in hayati 6neme sahiptir.
Asagidaki sekil erkek Ureme sisteminin bolimlerini gostermektedir. Spermatogenez
seminifer tiibiilde gergeklestikten sonra rete testisler araciligiyla yaklasik 6 metre
uzunlugunda olan epididime gelir. Epididim kanali alt1 metre boyunda olup bu kanaldan
kuyruga dogru ilerledikge ¢ap1 ve kalinlig1 artarak duktus deferensi olusturur. Duktus
deferens prostata girmeden 6nce ampulla denen bir genisleme meydana getirir. Seminal
vezikiillerin igerigi bu ampullaya agilir. Ampullada bulunan epididimden gelen igerik ve
seminal vezikiil sivisi, prostat bezinin icerisinden gecen bir ejakilatuar kanaldan
gecerek internal tiretraya bosalir (19).

Erkek iiretras1 boyunca uzanan ¢ok sayida iiretral bez ve iiretranin baslangicinda

yerlesen bilateral bulboiiretral bez (cowper bezi) tiretral mukusu salgilar (20).

9



Canalis Ureter Vesica Ductus

ingujnalls l deferens
NN !
\ N
NN -
Gl vesiculosa
Ductus Ductus
ejaculatorius excretorius
Prostata
Gl. bulbo-
urethralis
Urethra
Penis
Epididymis
Testis

Sekil 2.4 (13) (Schinke M, Schulte E, Schumacher U. PROMETHEUS Anatomi
Atlas1 2005.)

Spermatogonya olarak adlandirilan immatiir germ hiicreleri Embriyo olusumu
sirasinda, primordiyal germ hiicreler olarak testislere go¢ eder ve seminifer tlbdllerin ig
yiizeylerinin tabakalarinda uzanirlar. Bu immatlr germ hicreleri, puberteden itibaren
mitoz boliinmelere baglar ve spermi olusturmak iizere devamli biiylir ve farkli sekillere
evrilir.

Puberte doneminde 13 yas civarinda, on hipofiz hormonlarinin etkisiyle
spermatogenez seminifer tiibiillerde baslar, yasla birlikte azalarak hayat boyu devam

eder. Spermatogonya, seminifer tiibiilin merkez liimenine dogru sertoli hiicreleri

10



boyunca go¢ ederek spermatogenezin ilk basamagini gergeklestirmek igin harekete
gecer (21).

sertoli huicre bariyerini

Primer spermatositleri olusturmak iizere gecen

spermatogonya, progresif motilite kazanir. Olusan primer spermatositler, sirayla
sekonder spermatositleri olusturmak {izere mayoz bolinme gegirirler. Sekonder
spermatositler birka¢ gin sonra, spermatozoaya (sperm) doniisecek spermatidleri
olusturmak tizere boliiniirler.

Primer sSpermatosit evresinden spermatid evresine degisim surecinde,
spermatositlerin 46 kromozomu bolunir ve 23 kromozomlu spermatidler olusur.
Boliinme sonucunda ayrilan genler ile fetiisiin genetik Ozelliklerinin yaris1 babadan
diger yaris1 anne kaynakli oositten meydana gelir. Spermatogenezin toplam siresi,

ortalama 64 giin kadardir (22).
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Sekil 2.5 Spermatogenez evreleri (Encyclopadia Britannica, Spermatogenesis,
May 27, 2020)
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2.4 Infertiliteye Neden Olan Genetik Bozukluklar

Infertilite, Bat1 iilkelerinde gebe kalmaya calisan giftlerin yaklasik% 15'ini
etkiler. Infertil erkeklerin yaklasik %7’sinde, yapisal veya sayisal kromozom anomalisi
mevcut olup, karyotip anomalisi insidansi, sperm konsantrasyonu ile ters orantilidir.
Karyotip anomalisinin azoospermide prevalanst %10 ila %15 iken, oligozoospermide

%S5, normal sperm sayilar1 olan hastalarda ise, %1’den azdir (23).

Tablo 2.1 (24) (Poongothai J, Gopenath TS, Manonayaki S. Genetics of human
male infertility. Singapore medical journal. 2009;50(4):336-47.)

A. Kromozomal bozukluklar
a. Sayisal kromozom bozukluklari
-Klinefelter sendromu (47 XXY)
-46 XX Erkek sendromu
-47 XYY Sendromu

-Trizomi 21 Down sendromu

b. Yapisal kromozom bozukluklar
- Y kromozomu mikrodelesyonu
- Resiprokal translokasyonlar
- Robertsonian translokasyonlari
- Seks kromozomu translokasyonlari

- Delesyonlar

B. Tek gen defektine bagli gelisen ve sperm fonksiyonlarini direkt etkileyen
genetik sendromlar
a. Kistik fibrozis gen mutasyonlari
b. Kartegener sendromu
C. Androjen duyarsizlik sendromu

d. Kallman sendromu

C. Polimorfizmler
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2.4.1 Kromozomal Bozukluklar

Normal insan somatik hucreleri 22 ¢ift otozom ve 1 ¢ift seks kromozomu olmak
izere total 46 kromozomlu diploid hiicrelerdir. Erkekler X ve Y olmak tizere 2 farkli
seks kromozomuna sahiptir. Kromozom anomalileri, sayisal ve yapisal anomaliler
olmak (zere ikiye ayrilir. Toplam 9766 kisir erkek dahil olmak iizere 11 yaymdan
toplanan verilerin toplandigi bir ankette, kromozom anormalliklerinin goriilme siklig1 %
5,8 olarak bulundu. Bunlar arasinda seks kromozom anormallikleri % 4,2 ve otozomal
anormallikler % 1,5 olarak hesaplandi. Karsilastirildiginda, toplam 94465 yeni dogan
erkek bebegi kapsayan ii¢ seriden havuzlanmig verilerdeki anormallik insidansi sadece
% 0,38 idi; bunlarin 131'1 (% 0,14) cinsiyet kromozomu anormalligi ve 232'si (% 0,25)
otozomal anormalliklerdi (25). Kromozom anormalligi goriilme sikligi azospermik
erkeklerde yaklasik % 15'e yikselmekte olup, biyuk 6lglide 47 XXY andploidisi olan
hastalar katkida bulunmaktadir. Cinsiyet kromozom anormallikleri baskindir, ancak ¢ok
cesitli yapisal otozomal anomaliler de bulunur. Yapisal kromozom anomalileri
delesyon, inversiyon, duplikasyon ve translokasyonlardir. ICSI yoluyla gebe kalan
gebeliklerle ilgili ilk sonuglar, cinsiyet kromozom anomalilerinin dogal olarak meydana
gelen gebeliklere gore daha sik olabilecegini diisiindiirmektedir. Genel olarak, ICSI
tarafindan gebe kalan kadinlarin ¢ocuklarinin anormal karyotip riski artmistir. Veriler
hala tartismali olsa da, yaklasik % 3'lUk bir rakam tahmin edilmektedir, bunlarin yarisi
kromozom olarak anormal bir baba tarafindan iletilmektedir (8). Bu nedenle periferik
kan karyotip analizi, azospermi ve siddetli oligozoospermili deneklerin tanisal tetkiki
sirasinda siddetle tavsiye edilir. Herhangi bir yardimer tireme teknigi prosedurinden
(intrauterin semen injeksiyonu dahil) 6nce, ayrica sperm parametrelerinin normal
sinirlar i¢inde oldugu veya ¢ok az anormal oldugu durumlarda da sitogenetik tarama
zorunludur. Aslinda, bazi karyotip anomalileri (6rnegin 47 XYY, bazi translokasyonlar
ve diger yapisal anormallikler), goriiniir bir normozoospermi ile iliskili erkek kisirligina
neden olabilir (8). Karyotip anormallik riski, spermatojenik bozuklugun siddeti ile artar.
Mililitre basina <10 milyon spermatozoa olan hastalar, genel popiilasyonla
karsilastirildiginda, otozomal yapisal anormallikler bakimindan 10 kat daha yuksek
insidansa (% 4) sahiptir. Primer testis yetmezIligi olan erkekler en yiiksek risk altindadir
(26). Mililitrede <10 milyon spermatozoaya sahip veya azospermik veya oligospermik

erkeklerde karyotip analizi yapilmasi gereklidir (27).
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2.4.1.1 Klinefelter sendromu (47 XXY)

Klinefelter sendromu, erkeklerde en sik goriilen sex kromozomu anormalligidir.
Canli erkek dogumlarinda 1/500 ve 1/1000 oranlarinda goriildiigii tespit edilmistir. Bu
anormallige sahip erkeklerde fazladan X kromozomunun olmasi spermatogenez ve androjen
yetersizligine neden olmaktadir. Bu hastalarin fenotipi, ¢ok farkli sekillerde karsimiza
cikmaktadir. Normal olarak virilize olmus bir erkekten, kadinsal sa¢ dagilimi, yetersiz
viicut kil ve geg epifiz kapanmasi nedeniyle uzun kollar ve bacaklar dahil olmak (izere
androjen eksikligi bulgularina kadar degisebilen g¢esitlilik gortilebilir (28, 29). Bu
sendrom ilk kez Klinefelter tarafindan 1942 yilinda jinekomasti, hipergonadotropik
hipogonadizm ve infertilite triad1 olarak tarif edilmis olsa da giiniimiizde bunlarin disinda
cok genis belirtiler ile karsilasilmaktadir (29). Bununla birlikte, Klinefelter sendromlu
tim erkeklerin kiguk sert testisleri vardir ve Leydig hiicre islevi genellikle bozuktur.
Testosteron seviyeleri normal veya diisiik olabilir, dstradiol seviyeleri normal veya
yuksek olabilir ve FSH seviyeleri yuksektir. Puberteden sonra bu hastalara genellikle
androjen replasmani ihtiyaci olur. Spermatogenez siklikla bozulur genellikle
azoospermi mevcuttur. Agirlikli olarak testis igerisindeki patolojik bozukluk germinal
aplazi ile birlikte tiibiiler sklerozis olmasina ragmen testis icerisinde sperm iiretebilen
bolgeler bulunabilir. Bununla birlikte, TESE ve 6zellikle mikrocerrahi TESE, ortalama
% 30-50 testikiler sperm bulma orani saglar ve Klinefelter hastalarinin ICSI yoluyla
kendi genetik ¢ocuklarini olusturmalar1 saglanabilir (30). Onceleri ileri diizeyde kognitif
ve davranigsal bozukluklarin KS ile birlikteligi belirtilmigse de yeni ¢alismalar sadece orta
diizeyde kognitif ve konugma bozukluklar1 ayn1 zamanda ince motor gelisiminde gerilik
oldugunu gostermistir (31). Hipogonadizm nedeniyle metabolik sendroma egilimleri
yuksektir bu nedenle hiperlipidemi, diyabet, ve kardiovaskiiler hastaliklara egilim
mevcuttur. Ayrica bu hastalarin diabet ve kardiovaskiiler komplikasyonlardan 6lim riski
ylksektir (32). Son incelemelere gore, babalar1 Klinefelter olan g¢ocuklar sagliklidir ve
su ana kadar sadece bir 47 XXY fetiisii bildirilmistir (28).

2.4.1.2 Diger seks kromozomu anéploidleri

Karyotip 47 XYY, cinsiyet kromozomlarinin en sik ikinci tam andploidisidir.
XYY erkeklerin spermatozoa Uzerinde floresan in situ hibridizasyon (FISH) ile
gerceklestirilen calismalarin ¢cogu, cinsiyet kromozom anormalliklerinin orta derecede

arttigini gostermistir. Bununla birlikte, 47 XYY erkeginin soyunda andploidi riskinin
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arttigina dair hi¢bir kanit bulunamamistir. 46 XX kromozomal anormalligi esas olarak
azospermik erkeklerde 9%0,9 siklikta gorilir (33). Fenotip olarak Klinefelter
sendromuna benzer, ancak normal boy ve bozulmamis zeka mevcuttur. Iki gruba ayrilir.
SRY geni vakalarin ¢ogunda mevcuttur (SRY + XX erkekler); SRY + XX erkekler her
zaman kisirdir ve azospermi, testikiiler atrofiden kaynaklanir. Diger kategori, SRY —
XX erkeklerdir. Bunlarda cinsiyet belirleme kademesinde rol alan SRY’nin olmasi

gereken yerde bir mutasyon vardir (34).

2.4.1.3 Sex kromozomu translokasyonlari

X-otozomal translokasyonlarin fenotip veya dogurganlik etkileri, cinsiyet
tastyicisina, kirllma noktalarmin kisimlarma ve X inaktivasyon modeline bagli olarak
degisir. Genellikle disi tasiyicilar, gonadal disgenez meydana gelebilse bile fertil kalir.
Erkeklerde genellikle azospermi mevcuttur (35).

Y-otozomal translokasyonlarin sikligi 2000 de 1 olarak bildirilmistir (36). Y
kromozomundaki kirilma noktalari, q kolunda ql1 bandinda meydana gelmektedir.
Vogd ve ark. yaptiklar1 calismada, fertil erkeklerde Y kromozomunun kirilma noktasi
Yql2'de (heterokromatik bolge) ve kisir erkeklerde kirilma noktasinin, azospermik

faktorde (AZF) distal Yq11 6kromatik bolgede oldugu varsayilir (34).

2.4.1.4 Robertsonian translokasyonlari

Robertsonian translokasyonlar: insanlarda en sik goriilen yapisal kromozomal
anormalliklerdir ve erkeklerde ¢esitli derecelerde sperm degisiklikleri ile dogurganlig:
etkileyebilir. Robertsonian translokasyonlari, iki akrosantrik kromozomun birbirine
kaynasmasiyla olusur. Ortaya ¢ikan tek anormal kromozom, genellikle disentriktir ve
orijinal kromozomun ikisinin uzun kollarmin ¢ogunu ve ardindan kisa kollarinin
kaybin1 igerir. Dengeli translokasyon tasiyicilart sadece 45 kromozoma sahiptir.
Robertsonian translokasyon insidanst 1000 yenidoganda ~1'dir (37). En yaygin
kombinasyonlar, 13. ve 14. kromozomlar arasinda ve 14. ve 21. kromozomlar
arasindadir. Robertsonian translokasyon tasiyicilart genellikle normal fenotiplere
sahiptir. Ancak translokasyon, muhtemelen bozulmus gametogenez ve/veya ebeveyn
yeniden dizenlemesinin dengesiz bir kombinasyonu ile gamet Uretimi nedeniyle
dogurganlig1 ve/veya gebelik sonucunu etkileyebilir. Robertsonian translokasyon erkek

tastyicilarindaki dogurganlik sorunlari, miyotik siirecin bozulmasiyla dogrudan iliskili
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cesitli derecelerde spermatojenik kusurlardan kaynaklanmaktadir. Infertil erkek
populasyonlarinda % 0,8 robertsonian translokasyonun tasiyicilariydi ve bu genel
populasyondan dokuz kat daha yiksektir (38).

2.4.1.5 Resiprokal translokasyonlar

Karsilikli translokasyonlar 0,9/1000 yenidogan sikliginda bulunur. Bir
translokasyon, iki kromozom arasinda karsilikli bir kromozomal segment degisiminden
olusur. Genel olarak, tasiyicinin fenotipinde belirgin bir degisiklik yoktur (35).
Tekrarlayan gebelik kayiplar1 yasayan ciftlerde kromozomal translokasyon insidansi,
yenidogan serilerinde mevcut olan insidansa gore daha yiiksektir (38). Ote yandan,
translokasyonlarin varliginin spermatojenik siireci degistirdigini gosteren kanitlar da
vardir. Infertil, oligozoospermik ve azoospermik erkeklerde yapilan farkli calismalar
serisinin bulgularim1  6zetleyen resiprokal translokasyon tasiyicilarinin insidansi,
yenidogan serilerindekinden yedi kat daha yuksektir (35). Genel bir kural olarak,
karsilikli translokasyon tastyicilari, normal veya dengeli spermden daha fazla dengesiz
sperm Tlretir. Dengesiz formlarin orani yeniden yapilanmanin 6zelliklerine baglidir ve
biiytik Ol¢iide degisir (% 23'ten % 81'e). Bu nedenle, yeterli genetik danismanligi
saglamak i¢in yeterli bilgi elde etmek amaciyla her bir 6zel translokasyon i¢in ayrintili

bir mayotik analiz ger¢eklestirmek 6nemlidir (35).

2.4.1.6 Y kromozom mikrodelesyonlar:

Y kromozomunun normal molekiiler yapida olmasi sperm {tiretimi agisindan kritik
onem tagimaktadir. Y kromozomu bir akrosentrik kromozomdur ve kisa kol (Yp) ve uzun
koldan (Yq) olusur (39). 1976' daki bir dizi ¢alisma, Y kromozomundaki (Yq)
mikrodelesyonlarin, obstriktif olmayan azoospermi ve siddetli oligozoospermide % 10-
15'lik bir prevalansla gozlenen, siddetli kisirligin en sik molekiiler genetik nedenini
temsil ettigini dogrulamistir (40). Y kromozomunda iki 6nemli bdlge bulunur,
okromatik bolge Yp, sentromer ve Yq' nun proksimal parcasini igerir. Heterokromatik
bolge distal Yq* dan olusur. Distal Yq’ nun transkripsiyonel fonksiyonu yoktur ancak
Okromatik bolge normal spermatogenezin olugmasi igin kritik dnem tasiyan genetik
lokuslara sahiptir. Seks belirleyici faktor (SRY) Yp Uzerinde lokalizedir, embriyonik
evrede gonadlarin testis yOniinde gelismesinde rol oynayan doniisiimii baglatir. Y
kromozomu  Uzerindeki  kritik  bdlgelerdeki  delesyonlar veya mutasyonlar
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spermatogenezin kesintiye ugramasma neden olabilir. Infertil erkeklerde yapilan ilk
calismalar Yq lzerinde azoospermi faktdér (AZF) olarak adlandirilan bir bolgenin
normal spermatogenez flizerinde ¢ok Onemli etkisi oldugunu goéstermistir (41).
"Azospermi faktorleri" olarak adlandirilan ii¢ bolge (proksimalden distale AZFa, b ve c)
spermatogenez lokuslar1 olarak tanimlanmustir (42). insan Y kromozomunun (Yq) uzun
kolu, spermatogenezde yer alan birka¢ geni ve spermatojenik basarisizlikla siki bir
sekilde iliskilendirilen AZF delesyonlar1 adi verilen c¢esitli tekrarlayan Yq
delesyonlarini barindirir. AZF delesyonlar1t AZFa, AZFb ve AZFc bdlgelerine bolindr,
azospermi ve siddetli oligozoosperminin en sik molekiiler genetik nedenini temsil eder

(42).

AZFa AZFc

Centromere @ ‘}
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Sekil 2.6 Azospermi faktor (AZF) bolge ile Y kromozomu. (Campbell-Walsh
Urology, 10. Baski, Boliim 7, Kisim 21, syf: 641, 2011)

AZF delesyonlarinin klinik goriiniimti:

-Klasik AZF delesyonlar1 asla normozoospermik erkeklerde bulunmaz ve bu
nedenle spermatojenik basarisizlikla net bir neden-sonug iliskisine sahiptir.

-En yiiksek siklik azospermili erkeklerde (% 8-12) bulunur ve bunu
oligozoospermi olanlarda (% 3-7) izler.

-Sperm konsantrasyonu 5 milyon / ml’den fazla olanlarda delesyonlar oldukg¢a
nadirdir(yaklasik % 0.7) .

-En sik delesyona ugrayan bolge AZFc'dir (% 65-70), ardindan AZFb ve AZFb +
c veya AZFa + b + ¢ bélgelerinin delesyonu (% 25-30), AZFa bolgesinin delesyonu ise
oldukca nadirdir (% 5).
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-AZFa ve AZFb bdlgelerinin tamamen c¢ikarilmasi, sirasiyla agir testikuler
fenotip, Sertoli cell-only sendromu ve spermatojenik arrest ile iligkilidir.

-AZFc bolgesinin tamamen ¢ikarilmasi, azospermiden oligozoospermiye kadar
degisebilen degisken bir fenotipe neden olur.

Yeni yayimlanan 6zgiillik ve genotip / fenotip korelasyonu ile Y delesyon
analizinin testikiiler sperm elde etmek i¢in hem tanisal hem de prognostik bir degere
sahip oldugu bulunmustur (43). Yq mikrodelesyon taramasi, mililitre basina <5 milyon
spermatozoa olan tim infertil hastalarda endikedir. Testis veya ejakilatta spermatozoa
varligt ile uyumlu Y delesyonlar1 zorunlu olarak erkek g¢ocuga iletilir; bu nedenle
genetik danismanlik zorunludur. Erkek yavrularda spermatojenik yetmezligin boyutu
biiylik Olgiide degisebilir; ancak, AZF delesyonlar1 ile bozulmus spermatogenez
arasindaki kesin neden-sonug iligkisi goz Oniline alindiginda, normal spermatogenez
beklenemez (43). AZFa bolgesinde bulunan DDX3Y (ayni zamanda DBY olarak da
adlandirilan) ve USP9Y genlerinin normal spermatogenez i¢in dnemli oldugu tespit
edilmistir. AZFa mikrodelesyonlarinda testis histolojisinde germ hiicre aplazisi oldugu
goriildiigiinden ve su ana kadar var olan literatiir bilgisine gore sperm bulma sansinin
cok diisiik olmasindan dolay1 testisten sperm elde etme operasyonlart dnerilmemektedir
(44). AZFc bolgesi, primer olarak spermatogoniada bulunan bir RNA baglayici proteini
kodlayan ‘Deleted in Azoospermia’ (DAZ) geninin bulundugu yerdir (45). Izole AZFc
mikrodelesyonlar1 azospermik erkeklerin % 50’°sinin {izerinde testisten sperm elde

edilmesi nedeniyle daha iyi prognoza sahiptir (46).

2.4.2 Tek Gen Mutasyonlari

2.4.2.1 Kistik fibrozis mutasyonlar: ve erkek infertilitesi

Kistik fibrozis, otozomal resesif bir hastaliktir ve beyazlarin en yaygin genetik
hastaligidir. Bu hastaliga sahip olan erkeklerde konjenital bilateral vaz deferens
agenezisi (CBAVD) mevcut olup azoospermi yapmasi nedeniyle infertiliteye sebebiyet
verir. Sadece CBAVD ile bulgu veren hastalar hafif bir CF formu olarak kabul edilir ve
bu hastalarin % 80'inden fazlasinda KF transmembran iletkenlik diizenleyici (CFTR)
(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) geninin mutasyonlart mevcuttur.
7. kromozomun kisa kolunda bulunan bu gen bir iyon kanali olarak islev gorlr ve ayni

zamanda ejakulator kanal, seminal vezikil, vas deferens ve epididimin distal Ucte
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ikisinin (Wolffian kanal yapilar1)) olusumunu etkileyen bir membran proteinini
kodlayarak erkek iireme sisteminin olusumunu diizenler (43). CBAVD'si olan tim
erkekler, muhtemelen heniiz tanimlanmamis baska bir gen defekti ile iliskili olan renal

agenez / malformasyon ile gelenler disinda, CFTR mutasyonu i¢in taranmalidir (47).

2.4.2.2 Kartegener sendromu

Sperm motilitesinin yani sira tim respiratuar yollarin ve siniis yollarinin
ylizeyini etkileyen bu genetik hastalik immotil Silya Sendromu olarak da bilinir.
Genellikle ilk sikayetleri infertilite problemi degildir. Doktora basvuru nedenleri daha
sik olarak ¢ocukluk doneminde mukusun {ist solunum yollarina ve siniislere dogru olan
hareketinin bozulmasi1 sonucu gelisen siniizit ve bronsiektazidir. Primer Siliyer
Diskinezi’nin bir tipi olan Kartagener sendromunun kronik bronsit ve bronsiektazi,
hareketsiz sperm veya diisiik motilitesi ile birlikte olan infertilite ve sitiis inversus
olmak (zere ti¢ komponenti vardir. Bu hastalara tan1 koymak igin silier aksonemal
yapilarin elektron mikroskobik olarak incelenmesi gerekmektedir (48). Bugiine kadar
tanimlanan mutasyonlarin ¢ogu DNAHS5 (dynein axonemal heavy chain 5) ve
DNAIl(dynein axonemal intermediate chain 1) genlerinde gergeklesmis olup ¢ok az bir
kism1 diger genleri igerir. Primer siliyer diskinezili hastalarin yaklagik % 50'sinde
lateralite defektleri (situs inversus totalis ve daha az yaygin olarak heterotaksi ve
konjenital kalp hastaligt dahil) vardir ve bu, embriyolojik nodal siliyanin islev
bozuklugunu yansitir. Erkek kisirligi yaygindir ve sperm kuyrugu aksonemlerindeki
kusurlar1 yansitir. Primer siliyer diskinezi olan hastalarin ¢ogunda yenidogan solunum

sikintis1 Oykiisii vardir (49).

2.4.2.3 Androjen reseptorii geni mutasyonlari

Androjenler ve fonksiyonel bir androjen reseptori (AR), erkek fenotipinin ve
spermatogenezin gelisimi ve siirdiiriilmesi i¢in gereklidir. AR, X kromozomunda
bulunan bir gen tarafindan kodlanir ve sekiz ekzondan olusur. AR genindeki
mutasyonlar, topluca androjen duyarsizligi sendromu (AIS) olarak bilinen gesitli
kusurlara neden olur. Hafif bir AIS (MAIS) olan hastalar, birincil veya hatta tek
semptomlar1 olarak erkek kisirligina sahiptir. AR defektlerinin ciddiyetindeki

degisikliklere bagh infertilite tablosu da degiskenlik gosterir. AR eksikligi durumunda
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fetal donemde sertoli ve leydig hiicre maturasyonu gerceklesmez. FErkek dis
genitalyasinin gelisimi i¢in gerekli olan testosteron ve dihidrotestosteron (DHT)
miktarlart da AR gen defektlerinde azalir. 1517 oligospermik hasta ile yapilan bir
calismada 26 hastada (% 1,7) AR mutasyonu saptanmistir (50). Onemlisi, AR gen
mutasyonlart olan 26 erkekten ikisi kriptorsidizm, bir kriptorsidizm ve hipospadya, bir
jinekomasti gosterirken, 22'si spermatojenik bozukluk digsinda androjen duyarsizlig
belirtileri gostermedi. AR gen mutasyonlar1 erkek kisirhiginin genetik nedeni olarak rol
oynayabilir ve se¢ilmemis kisir erkeklerde yaklasik % 2'lik bir prevalans ile bulunur.
Daha yiiksek mutasyon riski tagiyan hastalar1 6nceden segmek i¢in higbir agik hormonal

veya klinik veri kullanilamaz (50).

2.4.2.4 INSL3-LGRS8 gen mutasyonlari

Relaxin benzeri faktdr (RLF) olarak da bilinen instlin benzeri faktor 3 (INSL3),
Leydig hiicreleri tarafindan tretilen gevsetici benzeri hormon ailesinin bir iiyesidir.
Insanlarda INSL3 iizerine yapilan arastirmalar, kemirgenlerde bu peptidin
gubernakulum iizerine etki ederek testis iniginin transabdominal fazinda roliiniin
tanimlanmasinin ardindan son yillarda genisledi (51). Bu aragtirmaya bir baska diirtii,
ilgili reseptor LGR8'in (16sin agisindan zengin tekrar iceren G proteini birlesik reseptor
8) aciklamasiyla verilmistir (52). INSL3 geni, C-peptid kodlama alanimi kesintiye
ugratan bir intron ile iki ekzon igerir ve Janus kinaz 3 (JAK3) genine yakin, kromozom
19'da lokalizedir (35). INSL3 ve LGR8'de aminoasit ikamesine yol acan birkac
mutasyon bulundugundan, insan kriptorsidizminde bir rol 6ne stiriilmistiir. Literatiir
incelendiginde, kriptorsidizm veya eski kriptorsidizmi olan erkeklerde% 4-5 mutasyon
prevalanst bulunmustur (53). Testis inisi ve kriptorsidizmdeki roliiniin yan1 sira, INSL3

yetiskinlerde olas1 endokrin ve parakrin etkilere sahiptir (53).

2.4.3 Gen Polimorfizmi ve Erkek Infertilitesi

Spermatogenez ile ilgili genlerdeki polimorfizmlerin analizi, erkek kisirliginin
genetiginde en heyecan verici arastirma alanlarindan birini temsil etmektedir. Bu
genlerdeki polimorfizmler veya genetik varyantlar, spermatojenik yetmezligin
ciddiyetine katkida bulunabilecek potansiyel risk faktorleri olarak kabul edilir. Erkek
kisirligy ile baglantili olarak ¢esitli polimorfik varyantlar tarif edilmistir. Ancak, bu

iliskilendirme caligmalar1 genellikle benzer sonuglar bildirmez. Bu temelde farkl
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6nemli hususlardan kaynaklanmaktadir; ¢alisma popiilasyonunun boyutu ve bilesimi,
analiz edilen polimorfizm tiirii ve kullanilan teknikler, erkek infertilite fenotipinin ¢ok
faktorlii durumu ve heterojenligi, etki eden nedenlerin fenotipik etkisindeki bireyler
aras1 degiskenlik, testis seviyesi ve genetik varyasyonlara katkida bulunan etnik ve
cografi farkliliklar. Gen polimorfizmlerinin fenotipik etkileri, diger genetik faktorler
veya genetik arka plan ve cevresel faktorler tarafindan modiile edilerek fenotip
gelisiminde gen-gevre etkilesiminin  0nemli bir Ornegini saglar. Bu nedenle,
polimorfizmlerin yalnizca belirli bir genetik arka planla ve/veya cevresel faktorlerle
iligkili olarak spermatogenetik bozulmaya veya testis islev bozukluguna yol agmasi

muhtemeldir (35).

2.4.3.1 Androjen reseptori ekzon 1 polimorfizmi

AR, ekson I'de iki polimorfik bolge sergiler ve farkli sayilarda CAG ve GGC
tekrarlar1 ile karakterize edilir. AR fonksiyonunu modiile ediyor gibi goriinen AR
proteininin  N-terminalinde degisken uzunluklarda poliglutamin ve poliglisin
gerilmelerine neden olur. Son zamanlarda yapilan bir dizi ¢alisma, CAG tekrarnin
uzunlugu ile erkek kisirligi arasindaki olasi baglantiyr incelemistir. Bu, CAG yol
uzunlugundaki polimorfizmlerin normal erkeklerdeki sperm konsantrasyonu ile iliskili

oldugu bulgusuyla tutarhidir (54).

2.4.3.2 5-metilenetetrahidrofolat rediktaz (MTHFR) enzimini kodlayan gen

polimorfizmi

5-metilenetetrahidrofolat rediktaz (MTHFR) enzimi, homosisteinin metiyonine
dontstiirilmesinde rol oynar. Kodlama bolgesindeki (C677T) bir nokta mutasyonu,
enzimin aktivitesini heterozigotlarda (CT) yaklasik % 30 ve homozigotlarda (TT) % 80
azaltir. T alelinin siklig1 popiilasyonlar arasinda biiyiik 6l¢iide farklilik gosterir, Avrupa
ve Amerika'da % 30 ile % 40, Afrikalilarda ve Sri Lanka'da % 5-10 arasinda degisir
(55). MTHFR (C677T) mutasyonunun erkek fertilitesi tizerindeki olas1 olumsuz etkileri,
yetersiz metilasyonla induklenen spermatogenez genlerinin ekspresyonundaki bir
degisiklikten kaynaklaniyor olabilir. Alternatif olarak, spermatozoa, DNA hasarina
neden olan toksik reaktif oksijen metabolitlerinin daha yiksek Uretiminden zarar

gorebilir. Bugiine kadar alt1 ¢calisma, MTHFR C677T polimorfizmi ile erkek kisirligi
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arasindaki olasi iligskiyi bildirmistir, ancak esas olarak homojen olmayan popiilasyon

secimi ve etnik farkliliklar nedeniyle kesin veriler ¢ikarilamamaktadir (35).

2.4.3.3 Follikal stimilan hormon reseptdr geni polimorfizmi

Follikdl stimulan hormon ve FSH reseptorii (FSHR) arasindaki etkilesim, normal
oogenez ve spermatogenez ic¢in gereklidir. Son zamanlarda, tek nikleotid
polimorfizmleri (SNP'ler) FSHR genine atanmistir. Bunlar, FSH'nin etkisini degistiren
farkl1 FSHR haplotiplerine yol agar. FSHR geninin ekson 10'unda, olgun proteinin 307
ve 680 amino asit pozisyonlarina karsilik gelen iki SNP bulunur. Bu iki polimorfizm,
Kafkas popiilasyonunda neredeyse esit derecede yaygin olan iki ana allelik varyantla
sonuglanir: Thr307-Asn680 ve Ala307-Ser680. Pozisyon 680'deki FSHR polimorfizmi,
kadinlarda serum FSH seviyelerini ve in vivo FSHR'nin FSH'ye duyarliligim etkiler.
Aslinda adet dongiisti sirasinda FSH duyarliliklart ve FSHR haplotipine bagli olarak
farkli dongili uzunluklar1 gézlenir. Ayrica, in vitro fertilizasyon teknikleri i¢in kontrollii
over hiperstimiilasyonu sirasinda kadinlarda farkli bir FSH ihtiyaci1 gorulmektedir.
Bagka bir SNP, etkisi tek basina veya ekson 10 SNP'ler ile kombinasyon halinde daha
az net olan FSHR gen promoterinin 29. pozisyonunda bulunur (G — A degisimi ile
sonuglanir). Erkeklerde FSHR SNP'lerin etkisi belirsizdir. Ozellikle, bir 6n c¢alisma
normal ve kisir erkekler arasinda FSHR polimorfizmlerinin dagiliminda hicbir farklilik
gOstermezken, daha yakin tarihli bir ¢alisma normozoospermik erkeklere gore
azoospermide farkli bir allelik frekans bildirmistir. Bu nedenle FSHR haplotiplerinin,
tek basmna veya kombinasyon halinde spermatogenezi etkileyebilecek gen
polimorfizmlerinden birini temsil etmesi mimkindir. Spermatogenezde yer alan
hiicrelerin normal islevi, FSH reseptoriiniin (FSHR) ekspresyonuna bagimlidir. FSHR
gen polimorfizmlerinin; FSH artisi, progesteron diislisii ve semende sperm
konsantrasyonlarinda azalma ile iliskilendirilebilecegi belirtilmistir. Bu iligkinin 6nemi,
muhtemelen farkli etnik kokene sahip diger popiilasyonlarda yapilacak daha ileri

calismalarla dogrulanmalidir (56).
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2.5 infertil erkek hastanin degerlendirilmesi

2.5.1 Anamnez

Infertil ¢iftin tanisal tetkikinin 12 aylik diizenli korunmasiz cinsel iliskiden sonra
baslatilmas1 gerektigi genel olarak kabul edilmektedir. Ancak ilk yil hamile kalmayan
ciftlerin yaklasik yarisinin ikinci y1l hamile kalacagi dikkate alinmalidir. Bilinen erkek
veya kadin risk faktdrleri mevcutsa daha erken degerlendirme yapilabilir. Infertil
erkegin tanisal tetkiki, dikkatli tibbi ve lireme Oykiisii, fizik muayene ve semen analizini
ve ardindan ikinci seviye muayeneleri igermelidir. Erkegin degerlendirilmesi, fertilite
ile ilgili olabilecek biitiin yonleri arastiran detayli bir medikal ve reprodiiktif hikayeyi
icermelidir. Erkek infertilitesi icin prognostik faktorler; infertilite suresi, primer veya
sekonder infertilite olmasi, semen analizi sonuglaridir.

Inmemis testis 1 yasina gelmis erkek cocuklarin % 0,8‘inde gériilen ve fertilite
durumunu etkileyen bir patolojidir. Tek tarafli inmemis testis fertiliteyi hafif derecede
azaltirken, iki tarafli inmemis testisin fertilitede anlamli bir bicimde azalma yaptig1
gbzlenmektedir. Tek tarafli inmemis testis Oykiisii bulunan erkeklerin % 50 sinde, cift
tarafli olanlarin ise %90’1nda fertilitede azalma bulunmaktadir (57).

Testis tiimori etraftaki dokunun yapisini bozarak, lokal olarak salgiladigi human
corionic gonadotrophin (HCG) ve parakrin hormonlar etkisi ile, skrotum igerisinde 1s1
artisina ve lokal kan akiminin artmasma sebep olarak spermatogenezi bozmaktadir.
Kanser tedavisi esnasinda kullanilan kemoterapi ajanlar1 ve radyoterapi germ hucreleri
uzerine sitotoksik etkilidirler (58).

Tibbi ve ilireme gecmisi, dogurganligi etkileyebilecek risk faktorlerinin veya
davranig kaliplarinin tanimlanmasina odaklanir. Sistemik hastaliklar, daha Once
gecirilmis kemo / radyoterapi, alkol kullanimi, gonadal toksik madde maruziyeti,
anabolik steroid ve toksik ilag alimi ekarte edilmelidir. Hastaya kisirligin suresi,
tekrarlayan diisiik ve malformasyonlar hakkinda sorular sorulmalidir. Kisirlik siiresi ve
onceki ya da simdiki esle onceki dogurganlik, bozulmus libido, ejakiilat hacminde
azalma, erektil veya ejakilatuar disfonksiyon, koital siklik ve zamanlama, orsit, testis
travmasi, kasik cerrahisi, kriptorsidizm ve varikosel, cinsel yolla bulasan hastaliklar,
prostatit, prostatovesikulit ve tekrarlayan Urogenital enfeksiyonlar infertilite nedeni
olabilir (6). Kirk bes yasindan biiyiik erkeklerde yirmi bes yas ve alt1 ile kiyaslandiginda
gebelik olusturma siiresinin bes kat uzadigi ve oranlarmin azaldigi bildirilmistir (59).
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Hipotroidi ve hipertroidinin steroit metabolizmasint ve sperm kalitesini etkileyerek
subfertiliteye yol agabildigi belirtilmektedir (60). Tiroit kanseri tedavisinde kullanilan
radyoaktif iyot semen parametrelerini bozarak erkek infertilitesine yol acabilir.

Puberte ve sonrasinda gegirilen kabakulak vakalarinin  %20-30'unda
komplikasyon olarak orsit gelisir ve hipofertiliteye yol acar (61). Uretrit, prostatit ya da
cinsel yolla bulasan genital enfeksiyonlar iireme sisteminde kalic1 hasara neden olabilir
ve bu da fertilitede azalma veya infertilite nedeni olabilir (62). Travma ve testis
torsiyonu testikiiler atrofiye yol agmakla birlikte antisperm antikorlarinin olugsmasina da
sebep olabildigi i¢gin, sperm parametrelerinin bozulmasina yol agabilir. Nitrofurantoin,
eritromisin, gentamisin, ko-trimaksazol gibi antibiyotikler spermatogenez ve sperm
fonksiyonunu etkileyerek fertiliteye zarar verebilmektedir (63). Cinsel &ykide
gjakiilasyonun olup olmadigi, spermisid etkisinden dolay1 iliskide kayganlastirici
kullanim, iligkinin sikligi ve zamanlamasi sorgulanmalidir. Spermin uygun servikal
mukus ortaminda 2 ila 5 giin yasayabildigi ¢calismalarda gosterilmistir. Konsepsiyonun
saglanmasi i¢in, sperm ovulasyon ve luteinizan hormon (LH) pikine uygun bir zamanda
kadin genitalyasina ulagsmalidir ki bu doneme fertilizasyon penceresi denmektedir (64).
Ejakiilasyonla ilgili fiziksel parametrelerin sorgulanmasi hekimi tani i¢in yonlendirecek
Oonemli bir basamaktir. Ejakiilat miktarinda azalma ejakiilator kanalda obstriiksiyonun
veya seminal bez patolojilerinin belirtisi olabilir. Parsiyel/komplet retrograd
ejakiilasyon veya androjen yetersizligi de semen hacminin azaldigi durumlardir. Benign
prostat hiperplazisi tedavisinde kullanilan alfa blokerler retrograd ejakiilasyona sebep
olabildigi i¢in kullanim1 sorgulanmalidir. Ejakiilat hacminde artis ise prostatit, tiretrit

gibi enfeksiyonlar esnasindaki aktif inflamasyon kaynakli olabilir.

2.5.2 Fizik Muayene

Fertilite, genel saglik durumunun gostergesi olabilecegi i¢in fizik muayene
sadece genital muayene ile sinirli olmamalidir. Viicudun genel yapist ve virilizasyon
diizeyi androjenizasyon ile ilgili ipuglar1 vermektedir Fiziksel muayene, sa¢ dagilimi,
viicut oranlari, ses ve jinekomasti gibi ikincil cinsiyet 6zelliklerinin degerlendirilmesini
icermelidir. Pubik ve aksiller killanmanin olmamasi, sakal olmamasi ve jinekomasti
varligi, androjen eksikligine ve hipogonadizme isaret eden bulgulardir.

Genital bolgeye ozellikle odaklanilmalidir: Uretral meatusun yeri dahil penis
muayenesi, prader orsidometre ile testis hacminin Olgiilmesi, testislerin palpasyonu,
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kistler ve kivam igin epididimler, total veya segmental yokluk icin vas deferens,
varikosel icin skrotumun palpasyonu, dijital rektal muayene yapilmalidir. Normal
kosullarda palpe edilemeyen seminal vezikiiller ejekiilatuar kanal obstriiksiyonlarinda
belirginlesebilir.  Hipoandrojenizasyon, hipospadias gibi belirli fiziksel ozellikler,
androjen reseptor genindeki mutasyonlardan kaynaklaniyor olabilir. Tipik anokoid
Ozelliklere sahip son derece kuguk sert testis, Klinefelter sendromunun gostergesidir.
Ote yandan, ¢ocukluk cag1 cinsel organlari, seyrek veya neredeyse hi¢ olmayan viicut
killar1, jinekomasti ve diisiik testis hacmi, konjenital gonadotropin eksikliginin tipik bir

ornegidir (6).

2.5.3 Laboratuar Tetkikleri

Anamnez ve muayene sonrasi hastanin fertilite durumunu somut olarak ortaya
koymak, 6n tanilar1 dogrulamak ve hastanin gilincel durumunu degerlendirebilmek igin
semen analizi yapilmali, hormonal dengeyi ve genel durumu degerlendirme maksadiyla

laboratuvar tetkikleri ve radyolojik goriintiileme yontemleri kullanilmalidir

2.5.3.1 Semen Analizi

Erkek iireme hiicreleri ilk kez 17. ylizyil (yy)’da Anton van Leewenhoek
tarafindan  yapilan mikroskopta goriilmiis ve ‘spermatick worms’® olarak
adlandirilmislardir (65). Infertil erkegin degerlendirilmesinde dykii ve fizik muayeneden
sonra ilk istenecek laboratuvar testi semen analizidir. Semen analizi sadece fertil,
subfertil ve infertil erkeklerin ayrimina degil, ayn1 zamanda infertilitenin belirli
nedenlerinin ortaya c¢ikarilmasima ve uygun tedavinin secimine de katkida bulunur.
Semen analizi, spermatozoa sayisinda azalma (oligozoospermi), azalmig motilite
(astenozoospermi) ve morfolojik incelemede bircok anormal form (teratozoospermi)
gosterebilir. Bu anormallikler genellikle bir araya gelir ve OAT sendromu (oligo-
astheno-teratozoospermi) olarak tanimlanir. Seminal hacim ve pH, seminal vezikiillerin
ve vas deferensin agenezisi gibi durumlar hakkinda ipucu verebilir. Sperm kromatin
yap1 analizi ile sperm DNA biitiinliigii degerlendirmesi, spontan gebelik i¢in degerli bir
gosterge gibi gorinmektedir (2). Semen analizi, erkek infertilitesinin ciddiyetini teshis
etmek ve tanimlamak i¢in ¢ok dnemlidir. Ancak unutulmamalidir ki, erkek faktor tanimi
anormal semen parametrelerine dayandirilsa da, diger erkek faktorleri (nadir

fonksiyonel kusurlar) semen analizi normal olsa bile rol oynayabilir. Tersine, semen
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parametrelerindeki ciddi rahatsizliklar, c¢iftin dogurganligi ile uyumlu olmayabilir
clnkid; oldukga dogurgan bir kadin partner, erkek subfertilitesini telafi edebilir. Semen
analizi, DSO kilavuzuna gére standart bir sekilde yapilmalidir (66). Semen analizinin
dogrulugu ve etkinligi i¢in 6rnek toplamadan once iki ile yedi giin arasinda cinsel perhiz
yapilmasi gerekmektedir (67). Bu analiz sperm yogunlugu, toplam sayisi, motilite,
morfoloji ve semen hacmi, pH, viskozite gibi semen parametrelerini saglayacaktir.
Sperm parametreleri i¢in referans araliklar1 yakin zamanda giincellenmis ve DSO
kilavuzunun son versiyonu tarafindan saglanmistir (66). Anormal sperm
parametrelerinin bulunmast durumunda semen analizi tekrarlanmalidir. Patolojik
bulgular durumunda kullanilan isimlendirme Tablo 3'te verilmistir. Patolojik semen
analizi ile tan1 koymak i¢in minimum 2 analize ve uyumsuz ise t¢unct bir analize gerek
vardir. Semen analizi yapilmadan dnce gegirilen atesli bir hastalik veya toksik bir ilag
alim Oykiisii mevcutsa spermatogenez bozulacagi icin iic ay kadar beklenmesi
gerekmektedir. Toplanan semen 6rnegi ejekiilasyon sirasinda koagiile olur ancak 15-20
dakika icerisinde daha siv1 bir hal alir. Eger semen 6rnegi likeifiye olmazsa hiperviskoz
bir hal alarak kalin iplikler seklinde izlenir. Sivilagmayan semen Orne8i sperm
hareketliliginin ve konsantrasyonunun belirlenmesinde sorun ¢ikarabilir. Toplanan
semen Orneginin 37° de yaklasik olarak 30 dakika boyunca karistirilmasi likefikasyon
isleminin gergeklesmesi igin gerekli olup, islem gergeklestikten sonra ilk bir saat
icerisinde degerlendirilmelidir. Eger sperm 6rnegi iki saat icerisinde degerlendirilmezse
spermlerin hareketliliginde ciddi bir diisiis olusarak testis giivenilirligini bozar. Yuksek
viskositenin olmasi sperm hareketliliginde bir azalmanin meydana geldigini ve bunun
sonucunda infertilitenin oldugunu gosterir. Semen vizkositesi genellikle yiiksektir ve
aragtirma yapabilmek i¢in tripsin ile iglemden ge¢mesi gerekmektedir. Normal semenin
pH’1 7,2 ile 8,0 arasinda alkalidir (66). Sperm morfolojisine baktigimiz zaman
akrozomun sperm baginin yaklasik olarak %40 ile %70 1 arasinda olmasi, bas kisminin
uzunlugunun 4-5.5 mikron ve genisliginin de 2.5-3.5 mikron arasinda olmasi gerektigi
goriilmusgtiir. Fertilite igin spermlerde bas, boyun ve kuyruk defektleri olmamalidir.
Anormal olarak gortlen bas defektleri arasinda mikrosefalik (normal boyutun yaklagik
yaris1 kadar), megalosefalik (normal boyutun yaklasik bir bucuk kat1 kadar), sivri basli,
yuvarlak basli (akrozomsuz), ¢ift basli ve ¢ok basli spermlere rastlanmistir. Tespit
edilen kuyruk defektleri icerisinden de kisa, ¢oklu, kivrik veya kirilmis kuyruklu

spermler mevcuttur. Eger yapilan analizde sarmal seklinde kuyruklu spermler goriilityor
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ise osmotik stresin oldugu diistiniilebilir (68). Yapilan analizde sperm motilitesi eger
%S5 veya %10’dan az ise spermlere viabilite testi yapilmalidir ¢linkii diisiik motilite 6lii
spermler veya nekrospermi ile iliskilidir. Viabilite testinde spermler Eosin Y boyasi ile
boyanir, hiicre duvari saglam ve yasayan spermler boyanmazken, 6lii spermler hiicre
duvar1 yapisi bozuldugu i¢in boyali olarak goriiliir (68). Semen igerisinde bulunan
friktozu seminal vezikiller androjen bagimli mekanizmayla olustururlar. Normal semen
friktoz konsantrasyonu 120-450 mg/dl arasinda degismektedir. Eger semen igerisindeki
friktoz konsantrasyonu 120 mg/dl altina inmisse seminal vezikillerin inflamasyonu,
androjen eksikligi, ejakiilatiiar kanallarin parsiyel tikanikli§1 veya yetersiz ejakiilasyon
durumlarindan herhangi bir tanesinden siiphelenmek gerekmektedir. Eger semende hig
friiktoz yoksa seminal vezikiil igeriginin olmadigi anlamina gelir. Asidik, friktoz
bulunmayan, koagiile olmayan ve diisilk voliimii olan (< 1.0 ml) semen c¢ikaran
hastalarda seminal vezikiillerde tikaniklik ya da vezikiiliin konjenital yoklugu mevcuttur
(69). Yapilan semen analizinin giivenilirligini etkileyebilecek preanalitik faktorler:
Spermin uygun olmayan sekilde toplanmasi veya taginmasi (6rnek, tasima sirasinda
viicut sicakliginda tutulmalidir; cinsel perhiz siiresi 2-5 giin arasinda olmali, ejakiilat
kayb1 olmamalidir), antibiyotik tedavisi veya semen toplamadan Once ates olmasi gibi

nedenlerdir.
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Tablo 3.1 Diinya saghk orgiitiine gore patolojik semen parametreleri (2010) (66)
(Lu JC, Huang YF, LU NQ. [WHO laboratory manual for the examination and
processing of human semen: its applicability to andrology laboratories in china].

Zhonghua nan ke xue = National journal of andrology. 2010;16(10):867-71.)

Oligozoospermi Sperm konsantrasyonu<15 x 10%/ml; total sperm miktari
<39 x 10%/ml

Astenozoospermi <32% hareketli sperm orani

Teratozoospermi <4% morfolojik olarak normal sperm orant

Oligo-asteno- Uc parametrenin birarada olmasi

teratozoospermi

Azoospermi Ejekiilatta sperm olmamasi

Aspermia Ejekiilat olmamasi

Lokospermi >1 x 10° ml ejekiilattaki 16kosit sayis1

Tablo 3.2 Semen analizi referans degerleri (WHO laboratuvar el Kkitabr insan

semeninin incelenmesi ve islemlerden gecirilmesi, 2010)

Semen Volima (ml) 1.5(1.4-1.7)
Toplam Sperm Sayisi (10%/ejakiilat) 39 (33-46)
Sperm Konsantrasyonu (108/ml) 15 (12-16)
Toplam Motilite (%) 40 (38-42)
fleri Hizh Motilite (%) 32 (31-34)
Vitalite (%) 58 (55-63)
Normal Sperm Morfolojisi (%0) 4 (3.0-4.0)
Ph >7.2
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2.5.4 Hormonal Degerlendirme

Hormonal degerlendirme infertil erkek hastalarda etyolojinin  ortaya
cikarilmasinda spernatogenezi bozan hormonal bir nedenin bulunmasinda onemli bir
yere sahiptir. Yapilan calismalarda erkek infertilitesinin %3’linden azinda primer bir
hormonal etiyoloji  bulundugu tespit edilmistir (70). Yapilacak hormonal
degerlendirmede, folikiil uyarici hormon (FSH), luteinize edici hormon (LH) ve
testosteron diizeylerinin belirlenmesi gerekmektedir. Hipogonadizmden siiphelenilen
durumlarda hormonlar detayli olarak incelenmelidir. Hipogonadotropik hipogonadizm
ve testikuler yetmezlik diistiniilen durumlarda 6zellikle testosteron dolagimdaki birincil
androjen oldugu igin bakilmalidir. Erkek hastalarda Ostradiol diizeyinin artmasi ve
testosteron/dstradiol oraninin diismesi spermatogenezi olumsuz etkileyerek infertiliteye
neden olmaktadir. Normal saglikli erkeklerde sertoli hiicrelerinden saliman Inhibin B nin
negatif geri beslemesi ile FSH salgis1 diizenlenmektedir. Yapilan semen analizinde
spermatogenezin bozuldugu tespit edilen hastalarda daima olmasa da siklikla FSH
seviyesinin  yiiksek  oldugu  goriilmistir. FSH dizeyinin normal olmasi
spermatogenezde bozukluk olmayacagini garantilemez (71). Kallmann sendromu gibi
hipogonadotropik hipogonadizmi olan hastalarda FSH ve LH duzeylerinin ikisinde de
bir diisiikliik saptanabilir ve es zamanli olarak hipofizer yetmezlik olabilecegi igin
hastada tiroid stimilan hormon (TSH), adrenal kortikotropik hormon (ACTH) ve
blyime hormonu (GH) disiikligi de gozlenebilir. Sperm analizinde azoospermi
saptanan hastalarda obstriiktif ve nonobstriiktif nedenleri ayirt etmek gereklidir. Normal
FSH degeri ve normal testis volimleri gorilen hastalarda obstriktif azospermiden
stiphelenmek gerekir. Bununla birlikte, normal FSH'li erkeklerin %29'unda kusurlu

spermatogenez (spermatojenik arrest) oldugu goriilmektedir (2).
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Sekil 3.1 Hipotolamo-hipofizer-gonadal aks. ilk olarak hipotalamustan salinan
GNRH o6n hipofizden FSH ve LH salinimini uyarir. FSH ise testisteki germ
hicrelerine etki ederek spermatogenez olusmasim saglarken LH ise Leydig
hiicrelerini uyarip testosteron iiretimini saglamaktadir. Gonadlardan salgilanan
inhibin B ve testosteron ise negatif feed-back etki ile gonadotropinlerin
salgilanmasim baskilamaktadir. (Campbell-Walsh Urology, 10. Baski, Boliim 7,
Kisim 21, syf: 627, 2011)

2.5.5 Goruntuleme Yontemleri

Infertile ile bagvuran bireylerde, anamnez ve muayenenin ydnlendirmesiyle tani
ve dogrulama amaciyla radyolojik yontemlere bagvurulabilir.

Testis biiytikliigiiniin degerlendirilmesi i¢in skrotal ultrason zorunludur; rete
testisin dilatasyonu, kistik lezyonlarla genislemis epididim, vaz deferensin yoklugu gibi
tikanma  belirtilerinin ~ bulunmasi; ve varikoseli olan erkeklerde reflinin
degerlendirilmesi gibi islevleri vardir. Skrotal ultrason, infertil erkeklerde testikiiler
mikrolitiyazisi (TM) de tespit edebilir, bu da testikiiler karsinom in situ (CIS) oldugunu
gosterebilir. TM ve testikiiler atrofi, kriptorsidizm Oykdisii, diisiik sperm sayisi, bilateral
TM ve kontralateral kanser Oykiisii gibi testis kanseri i¢in iligkili risk faktorleri olan
erkeklerde, CIS'nin erken tespiti i¢in ¢ift tarafli testis biyopsisi yapilmalidir (2). Prostat
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ve seminal vezikillerin transrektal ultrasonu (TRUS), semen hacmi diisiikk ve seminal
vezikil buylmesi olan hastalarda, ejakilatuar kanal tikanikligi yapan orta hat prostatik

kistleri ve ejakiilatuar kanal kalsifikasyonu gibi hastaliklarda tan1 amaciyla kullanilabilir

).

2.5.5.1 Kriptoorsidizm ve Testis TUmorleri

Kriptorsidizm, dogumda % 2-5'lik bir insidansla erkek cinsel organinin en sik
goriilen dogustan anomalisidir. 3 aylikken insidans kendiliginden % 1-2'ye diiser.
Kriptorsidizmin etiyolojisi ¢ok faktorliidiir ve hem bozulmus endokrin regulasyonu hem
de birka¢ gen kusuru s6z konusu olabilir. Testislerin normal inigi i¢in normal bir
hipotalamik-hipofiz-gonadal eksene ihtiya¢ vardir. Inmemis testisli cogu erkek cocuk
dogumdan sonra higbir endokrin anormalligi gostermemesine ragmen, erken gebelikte
endokrin bozulma potansiyel olarak gonadal gelisimi ve normal testis inisini
etkileyebilir. Kriptorsidizmin, gebeligin erken donemlerinde ¢evresel ve / veya genetik
etkilere bagli gonadlarin gelisimsel bir bozuklugu olan testis disgenezinin sonucu
olabilecegi varsayilmigtir. Bu testikiiler disgenezis sendromu, inmemis testislere,
dogurganligin azalmasina, hipospadiasa ve malignite riskinde artisa neden olabilir (72).
Kriptorsidizm &ykiisii olan erkeklerde semen parametreleri siklikla bozulur. Infertil
hastalarin % 2-9'unda bir kriptorsidizm 6ykiisii mevcuttur. 3 yas altinda yapilan cerrahi
tedavinin semen Kkalitesine olumlu etkisi oldugu one siirilmistir (73). Edinilmis
hipogonadotropik hipogonadizm (HH) tanis1 sadece kisirlik agisindan degil, ayni
zamanda genel saglik tizerindeki olas1 etkileri agisindan da 6nemlidir (bazi1 durumlarda
hayati tehdit eden bir durumu temsil edebilir). Aslinda, edinilmis HH, tiimdrler (hem 1yi
huylu hem de koti huylu) ile iliskili olabilir ve birden fazla hipofiz hormonunun
salgilanmasini etkileyerek bunlarin eksikligine veya fazlaligina yol agabilir. Edinilmis
HH'nin yaygin nedenleri tiimorler (salgilanan veya salgilanmayan hipofiz adenomlari,
kraniofaringiyom, menenjiyom vb.), Enfeksiyonlar, infiltratif hastaliklar, bos sella,
radyasyon tedavisi ve otoimmiin hipofizittir. Dogustan olan ve edinilmis formlarin
fenotipik sunumu biiyiik 6l¢iide farklidir. Dogustan gelen durumlar genellikle gecikmis
ergenlik ve ilgili belirtilerle iliskilidir (6niikoid viicut yapisi, seyrek veya neredeyse
olmayan viicut killari, jinekomasti ve ¢ok diisiik testis hacmi). Bununla birlikte, bazi
durumlarda azalmis spermatogenez ve hafif hipoandrojenizm tek semptom olabilir ve
bu nedenle tan1 yetiskinlige kadar ertelenebilir. Yetiskinlikte edinilen formlar genellikle
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ejakiilat hacminde azalma, sakal biliylimesi, libido bozuklugu ve asteni gibi birkag

semptomla (sadece gonadotropinler etkilenirse) ortaya ¢ikar (6).

3. GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda 26-44 yas arast non-obstriktif azospermik infertil hastalarda;
periferik kanda kromozom analizi, molekiler karyotipleme, erkek infertilite paneli, T,
PRL, FSH ve LH, diizeylerinin karsilagtirilmasi ve bu parametrelerle genetik
mutasyonlarin iliskisinin incelenmesini amacladik. Etik kurul onay1 indnii Universitesi
Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan alinmistir  (referans
numaras1:2020/105). Caligmaya katilim goniilliliik esasina gore yapildi. Katilimcilara
calisma protokolii anlatildiktan sonra katilimcilardan bilgilendirilmis onam formunu
okuyup imzalamalar talep edildi. Diinya Tip Birligi tarafindan insanlardan elde edilen
ve kime ait oldugu belirlenebilen materyal ya da veriler {izerinde yapilan arastirmalar
icin etik ilkeler olarak belirlenen Helsinki Bildirgesi'nde bildirilen etik kurallara uyuldu.

Bu ¢aligmada Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut Ozal Tip Merkezi Uroloji
Anabilim Dali’nda 2015-2021 yillari arasinda TESE uygulanan ve sonugta canli sperm
elde edilemeyen 26 NOA hastast bulunarak olusturuldu. Tiim katilimcilarin detayli
anamnezleri almarak fizik muayeneleri yapildi. Oykiisiinde hipofiz ve tiroid patolojisi,
sistemik bozukluklart (diyabet, hipertansiyon gibi) olan hastalar, kemoterapi almis
olanlar, eksojen testosteron alim dykiisii olanlar ¢alismaya dahil edilmedi.

Semen analizi en az 48 saat cinsel perhiz sonrasi mastiirbasyon yoluyla
numuneler alinarak yapildi. Semen voliimii diisiik olan (<1,5 mL) adaylar retrograd
ejakiilasyon ve diger obstriiktif patolojiler i¢in degerlendirilmek iizere calismaya dahil
edilmedi. Numuneler etiivde 37 °C'de 30 dakika bekletildikten sonra, mikroskop altinda
200 kat biiylitmeyle makler sayim kamarast kullanilarak sperm konsantrasyonu
belirlendi. Sonuglar tablo 3.2.’de belirtilen DSO 2010 semen analizi referans degerleri
baz alinarak degerlendirildi. Azoospermi ve oligozoospermi degerlendirmesi yapilirken
en az 2-4 hafta ara ile yapilmis birden fazla tetkik olmasi gerekliligi dikkate alindi. Bu
gruplara dahil edilecek katilimcilardan en az 2 tetkik sonucu goriilerek c¢alismaya
katilimlar1 saglandi.

Katilimeilardan gecelik aglik sonrasi sabah erken saatte vendz kan Ornekleri
alindi. Bu 6rneklerden T, PRL, FSH ve LH kan alinmasini takiben ¢alistirild1. T harici

hormonlar; Siemens Advia Centaur XPT cihaz1 (Siemens Healthineers, Erlangen,
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Almanya) ile, T; Siemens Immulite 2000 cihazi (Siemens Healthineers, Erlangen,
Almanya) ile, kemoluminesans yontemi kullanilarak caligildi.

Hastalarin DNA eldesi, periferik kan orneklerinden ticari kit (High Pure PCR
Template Preparation Kit, Roche, Almanya) kullanilarak asagida belirtilen protokole
uygun sekilde gerceklestirildi.

1. Her bir hastanin 200 pl kan 6rnegi 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere konularak
tizerine 200 ul Binding Buffer ve 40 ul proteinaz K eklendi.

2. Ornekler 10 dk. boyunca 70 °C'de inkiibe edildi.

3. Tiiplere 100’er pl izopropanol eklendi ve karisim filtreli tiiplere aktarildiktan
sonra 8000 rpm (1 dakikadaki doniis sayis1) hizda 1 dk. santrifuj edildi.

4. Santrifiijden sonra, tlipiin altindaki kisim nazikg¢e bosaltildi ve her bir tiipe 500
ul Inhibitor Removal Buffer eklenip 8000 rpm hizda 1 dk. santrifuj edildi.

5. Bu islemi takiben tiipiin altindaki kisim bosaltild1 ve her bir tiipe 500 ul Wash
Buffer eklendikten sonra 8000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.

6. 5 numarali islem bir kez daha tekrar edildi.

7. Tiiplin altindaki kisim bosaltildi ve 13000 rpm’de 10 sn. santrifiij edildi

8. Filtreli kisim yeni tiiplere aktarildiktan sonra ilizerine 200 ul Elution Buffer
eklendi ve 8000 rpm’de 1 dk. santrifiij sonucu DNA elde edildi.

Izole edilen DNA o6rneklerinin miktar ve saflik tayini, NanoDrop ND-2000c
spektrofotometrede Ol¢iilerek yapildi.

Daha 0nce nonobstriiktif azospermik hastalarda bu kadar detayli genetik analiz
yapilan bir arastirma literatiirde mevcut olmadigi icin benzer grup ve parametrelerle
yapilmig genetik mutasyon iizerine olan bir ¢alisma baz alinarak (74) yapilan power
analizinde tip 1 hata miktan o= 0.05 ve testin glci 1-B= 0.80 alindiginda
nonobstriktif azospermik hastalarda genetik nedenlerin arastirilmasinda Tex11’in
ortalama degerinin 0.2 olabilmesi i¢in en az 26 hastanin ¢aligmaya alinmasi gerektigi

hesaplandi.

3.1 Karyotip Analizi

1840'larda bitki hiicrelerinin ¢ekirdeklerindeki iplik benzeri yapilari ilk kez
tamimlayan Isvicreli botanik¢i Nageli'ydi ve onun “gegici sitoblastlar” dedigi sey artik

kromozomlar olarak biliniyor. Daha sonra, 1888'de Waldeyer, boyama teknikleri
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gelistirildikten sonra "kromozom" terimini ortaya ¢ikardi (kromoz = renk i¢in Yunanca;
soma = viicut i¢in Yunanca). Sitogenetik, kromozomlarin yapisi ve ozellikleri, biiyiime
ve gelisme sirasinda somatik hiicre boliinmesi sirasindaki davraniglari (mitoz) ve lireme
sirasinda  germ  hiicre  bolinmesi  (mayoz) ve fenotip Uzerindeki etkilerinin
incelenmesidir. Sitogenetik ayrica kromozomal degisikliklere neden olan faktorlerin
arastirtlmasini da igerir (75). Baslangigta memeli tiirlerinin diploid sayisini belirlemek
zordu ¢iinkii kromozomlar metafazda kalabalikti. 1950'lerde, metafazdaki hicreleri
yakalamak i¢in kolsisin eklenmesi ve daha iyi kromozom yayilimlari elde etmek igin
hipotonik ¢ozelti kullanimi gibi ¢esitli teknik iyilestirmeler yapildi. Daha sonra normal
insan kromozom sayisini ve kromozom anormalliklerini dogru bir sekilde tanimlamak
mimkun oldu. Bu sayede down sendromundaki trisomi 21, turner sendromundaki 45 X,
kleinefelter sendromundaki 47 XXY, trisomi 13, trisomi 18 ve kronik miyeloid
I6semideki philadelphia kromozomu gibi sayisal kromozomal sapmalarinin tespiti
saglandi. Zamanla kromozomlarin Giemsa soliisyonu ile boyanmasiyla iiretilen G-
bantlama en sik kullanilan yontem haline geldi. Pardue ve Gall, C-bantlarini ilk kez
1970 yilinda, fare kromozomlarinin sentromerik bdélgesinin yinelenen DNA dizileri
acisindan zengin oldugunu ve Giemsa ile koyu renkte boyandigini farkettiklerinde rapor
ettiler. C-bantlari, kromozomlarin heterokromatik bolgelerinde lokalize olur. Birgok
kromozomun, bireyler arasinda farklilik gosteren, ancak patolojik 6nemi olmayan
bolgeleri vardir. Bu polimorfik bolgeler, C-bandi yontemleriyle en uygun sekilde
gorsellestirilebilir. Goodpasture ve arkadaslari belirli kromozom polimorfizmlerini
incelemek i¢in klinik uygulamada yararli olan NOR-bantlama i¢in basit bir glimiis nitrat
boyama teknigi gelistirdi. Bununla birlikte, rutin analiz i¢in, tripsin ve Giemsa kullanan
G-bantlama teknigi diinya ¢apinda en ¢ok kabul goren teknik olmustur . Bant Oriintiisii,
iyi bilinen sayisal sapmalara ek olarak translokasyonlar, ters cevirmeler, silmeler ve
kopyalar gibi ¢esitli yapisal sapmalarin tespitini miimkiin kildi. Bu, bilinen tasiyicilarin
saglikli aile tyelerinin ve tekrarlayan spontan diisiiklerden muzdarip ciftlerin

sitogenetik arastirilmasina yol agti (76).

3.2 Molekuler Karyotipleme

Kargilagtirmali  genomik  hibridizasyon olarak  tanimlanan  molekiiler
karyotipleme kromozomal dengesizliklerin saptanmasi i¢in kullanilir. Tim genom
boyunca kromozomal konumun bir fonksiyonu olarak bir DNA dizisi kopya sayist
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haritas1 tretir. Farkli olarak etiketlenmis test DNA’s1 ve normal referans DNA ayni
anda normal kromozom yayilmalarina hibridize edilir. Hibridizasyon iki farkli
florokrom ile tespit edilir. Delesyonlar, duplikasyonlar veya amplifikasyonlar gibi DNA
sekanslarinin kazang veya kayip bolgeleri, hedef kromozomlar boyunca iki florokromun
yogunluklariin oranindaki degisiklikler olarak goriiliir (77). Pek ¢ok hastalikta bu
DNA sekanslarmin farkliliklari ortaya g¢ikar. Kanserlerde, silmeler ve kopya sayisi
artiglarl, sirastyla tiimor baskilayict genlerin ve onkojenlerin ekspresyonundaki
degisikliklere katkida bulunur. Down, Prader Willi, Angelman ve Cri du Chat
sendromlar1 gibi gelisimsel anormallikler, bir kromozom veya kromozomal bdlgenin bir
kopyasimin kazanilmasi veya kaybedilmesinden kaynaklanir. Bu nedenle kopya sayisi
anormalliklerinin tespiti ve haritalanmasi, anormallikleri hastalik fenotipi ile

iliskilendirmek ve kritik genleri lokalize etmek i¢in bir yaklasim saglar (78).

3.3 Yeni Nesil Dizileme (New Generation Scequesing)

Insan popiilasyonlarmin genetik arastirmasi, YND platformlarmin gelistirilmesi
ve kullanilabilirligi sayesinde son yillarda 6nemli ilerlemeler kaydetti. Ekson-ekson
biiylitme ve Sanger dizileme yoluyla tek gen mutasyon taramasinin zahmetli surecinin
aksine, YND, buyuk gen panellerinin tek bir deneyde ve makul bir maliyetle
sorgulanmasini saglar (79). Bu teknoloji kullanilarak ¢ok sayida dizileme reaksiyonu
paralel olarak gergeklestirilebilmektedir. Sanger dizilemenin aksine dizileme sonucunun
jel elektroforezinde degerlendirilmesine gerek olmamaktadir ve daha kisa fragman
okuma esasina dayanmaktadir. Bu analizin yapilabilmesi adina ¢ok sayida algoritma
gelistirilmis ve kullanilmaktadir. Bu teknolojilerin avantaji iiretilen bilgi miktar1 ve
hizidir. Tiim genomun analizi miimkiindiir. Bunun sonucunda biiyilik miktarda veri elde
edilir ancak analiz ve degerlendirme olduk¢a zordur. YND genel olarak iki kategoriye
ayrilabilir: hedeflenen paneller veya tim genom. Hedeflenen yontemler (bazen 'panel
dizileme' olarak da anilir), genellikle bilinen hastalik iliskisi temelinde secilen veya
genleri bilinen hastalik yollar icerisine dahil edecek sekilde genisletilen bir grup genin
(‘gen paneli' olarak adlandirilir) arastirilmasini igerir. Ticari olarak iretilen Gzel
yakalama panelleri, ilgilenilen herhangi bir sayida genomik parcaya uyacak sekilde
uyarlanabilir (80). Tim ekzom dizilemenin &tesinde, tim genom dizilimi, tim insan
genomundaki varyantlar1 kesfetmek i¢in kullanilir. Kodlamayan ve genler arasi
bolgeleri kaplamanin avantajmin yani sira, tiim genom dizileme, dizilemeden Once
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hedef zenginlestirme gerektirmez ve bu nedenle minimum o6rnek hazirlama ile
mimkiindiir ve tiim kromozomlar arasinda esit olarak dagilmis goriinen sirali
fragmanlarla sonuglanir. Bu rastgele dagilim, genomun g¢ofunda benzer kapsamla
sonuglanir, bu da varyantlarin ortalama genom derinliginde 20 kat kadar diisiik bir
sekilde giivenilir bir sekilde cagrilabilecegi anlamina gelir (81).

Yaygin olarak kullanilan genetik testler, sayisal veya yapisal kromozomal
anormallikleri tespit etmek icin karyotiplemeyi ve Y-kromozom mikrodelesyonu,
Anosmi (Kallmann sendromu) gen kusurlar1 veya kistik fibroz transmembran iletkenlik
diizenleyici (CFTR) varyantlar1 gibi bilinen genetik anormallikleri tespit etmek igin
PCR'yi igerir. Tum ekzon dizileme sayesinde son yillarda klinik tanisi bilinen ancak
genetik alt yapist tespit edilemeyen c¢ok sayida hastalifin mutasyonlar1 ortaya
cikarilabilmistir. Ayn1 zamanda ayni hastaliga ait farkh alttiplerin de siniflandirilmalari
ve etiyolojilerinin ortaya ¢ikarilmast miimkiin olabilmistir. Genlerinin tiimii
tanimlanmis olan multigenik hastaliklarda YND metodu ile tanimlanmis olan bu
genlerin degerlendirilmesi son yillarda siklikla tercih edilen yaklasimlardan biridir.

Analiz sirasinda hastaliklar ve varyantlar filtrelenerek istenilen hastaliklar
taranabilir. Aile taramasi tapilan vakalarda ebeveynlerde heterozigot, indeks vakada ise
homozigot olarak goriilen varyantlarin filtrelendirilmesi yapilabilerek germline
mutasyonlar sonucu olusan hastaliklarin tanis1 kolaylastirilabilmektedir (82). Bu
asamadan sonra goriilen varyantlarin patolojik olup olmadiginin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu da American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG)’in 2015 yilinda belirledigi rehber dogrultusunda yapilmaktadir. Bu rehberde,
varyantin patojenik olup olmadigi degerlendirilirken tasidigi o6zelliklere gore “cok
giicli”, “giiclii”, “orta” ve “destekleyici” patojenite kriterlerinden kag tanesi ile uyumlu
oldugu tespit edilir. Benzer sekilde benign olup olmadigi degerlendirilirken tasidigi

99 ¢c

ozelliklere gore “tek basina” “giiclii” ve “destekleyici” benign kriterlerden kag tanesi ile
uyumlu oldugu tespit edilir (83).

Tablo 3.3 ( Richards S, Aziz N, Bale S, Bick D, Das S, Gastier-Foster J, et al.
Standards and guidelines for the interpretation of sequence variants: a joint
consensus recommendation of the American College of Medical Genetics and
Genomics and the Association for Molecular Pathology. Genetics in Medicine.

2015:17(5):405-23.)
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Class Degisiklik Tiirii Patojenite Aciklama
Olasihg:

1 Patojenik >0699 Hastalik yapici etkisi (patojenisite)
yeterli verilerle gosterilmis
degisiklikler

2 Olasi1 Patojenik %95-99 Hastalik yapici etkisinin
(patojenisite) varligi lehinde ¢ok
giiclii veriler bulunan degisiklikler

3 Patojenik Etkisi Bilinmeyen | %5-95 Hastalik yapici etkisine

Varyant (patojenisite) iliskin sinirh veya
tartismal1 veriler bulunan
degisiklikler

4 Olas1 Benign %1-5 Hastalik yapici etkisinin
(patojenisite) olmadigi lehinde ¢cok
giiclii veriler bulunan degisiklikler

3) Benign <%l Hastalik yapici etkisinin

(patojenisite) olmadig yeterli

verilerle gosterilmis degisiklikler

Erkek infertilitesi spermatogenez siireci icerisinde sperm gelisimini engelleyen

molekiler mekanizmalar veya fertilizasyonu takib eden sirecte oosit aktivasyonunun

onlne gecen nedenlerden etkilenir. Bu nedenle infertilitenin nedenlerinden olan gen

dizeyindeki bozukluklarin tespit edilmesi hastalara koyulacak tani ve uygulanacak

tedavi agisindan kritik 6neme sahiptir. Cok sayida genin ayni anda toplu olarak analiz

edilmesine imkan saglayan yeni nesil dizileme (YND) sayesinde asagidaki tabloda yer

alan 44 adet gen test edilmis ve infertil hastanin genetik nedenlerinin bulunmasi

amaclanmustir.

Tablo 3.4 Yeni nesil dizileme yontemi ile ¢alisilan 44 adet gen ve gorevleri

GEN ADI

FONKSiYON

AR

CAG dizilerindeki tekrar artiglar1 AR geninde diisslik transkripsiyonel
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aktiviteye neden olmakta olup bu durum erkek infertilitesi ile
iligskilendirilmistir (54).

AURKC Spermatogenez bozuklugu Tip 5: Aurora kinaz C geni Uzerindeki tek
niikleotid delesyonu infertilite ile iligkili oldugu goriilmiis ve bunlarda
bliylik bash sperm, degisik sayida kuyruk ile artmis kromozomal igerik
mevcuttur (84).

CATSPER1 | Sperm kuyrugundaki plazma membranini iizerindeki kalsiyum kanal
kapilarinin ilevinde gorevli proteini kodlar (85).

CATSPER2 | Sperm kuyrugundaki plazma membranmi {izerindeki kalsiyum kanal
kapilarinin ilevinde gorevli proteini kodlar (86).

CFTR Konjenital bilateral vaz deferens eksikligi ile iligskilendirilmistir (47).

DDX25 Leydig hucrelerinde steroidogenezi indikleyen gonadotropik hormonu
duzenler (87).

DMC1 Mayoz boliinmede homolog kromozom eslenmesinde gorevlidir (88).

DNAH11 Primer silyer disgenezi ve kartegener sendromu ile iligkilidir (89).

DNAH5 Primer silyer disgenezi ve kartegener sendromu ile iliskilidir (90).

DNAI1 Primer silyer disgenezi ve kartegener sendromu ile iligkilidir (91).

DPY19L2 | Spermatogenez bozuklugu Tip 9: Globozoospermi ile ilgkilidir (92).

ESR1 Bu genin kaybi sperm sayisinda hareketliliginde ve fertilite kapasitesinde
kayba neden olmustur (93).

ESR2 Bu genin kayb1 sperm sayisinda hareketliliginde ve fertilite kapasitesinde
kayba neden olmustur (93).

ESX1 Sperm kok hucrelerinden sirasiyla spermatosit, spermatidler ve
spermatozoa gelisimini indiikler (94).

FSHB Hipogonadotropik hipogonadizme neden olmaktadir (95).

FSHR Sertoli hdcrelerinin proliferasyonunu ve testislerin  spermatogenik
kapasitesini diizenler (56).

GNRHR Hipogonadotropik ipogonadizm ile iliskilendirilmistir (96).

INSL3 Bu gendeki mutasyonlar bilateral kriptoorsidizm goriilen azospermik
olgularda saptanmistir (53).

KLHL10 Germ hiicre kaybt ve spermatidlerin kusurlu morfolojisi ile

karakterizedir (97).
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LHCGR Insan LH hormon reseptdr mutasyonlarini inaktive eder (98).

NANOS1 Azospermi ve oligospermiye neden olur (99).

NR5A1 Steroidogenez ve cinsiyet gelisiminde gorev alan  genlerin
regililasyonunda gorev alir (100).

PLCZ1 Erken embriyogenezde hiicre dongiisii bagimli kalsiyum osilasyonunu
kontrol eder. Total fertilizasyon bozuklugu ile karakterizedir (101).

PRM1 Sperm  DNA’smnin  paketlenmesinde  gbérev  alan  protaminin
ekspresyonunda gorev alir (102).

PRM2 Sperm  DNA’sinin  paketlenmesinde  goérev  alan  protaminin
ekspresyonunda gorev alir (102).

PRM3 Sperm  DNA’sinin  paketlenmesinde  gbérev  alan  protaminin
ekspresyonunda gorev alir (102).

RBMXL2 | Bu gen urinundeki bozukluk fonksiyonel sperm dretimini inhibe eder
(103).

RXFP2 Bu gendeki mutasyonlar bilateral kriptorsidizm goriilen azospermik
olgularda saptanmistir (104).

SEPT12 Defektif sperm annulusu ve spermatogenez bozuklugu ile
iliskilendirilmistir (105).

SHBG Seks  hormonlarinin  hedef dokulara iletilmesi ve androjen
konsantrasyonunun kontroliinii saglar (106).

SLC26A8 | Bu gendeki mutasyonlar siddetli astenozoospermi ve primer infertilite ile
iliskilendirilmistir (107).

SPATA16 | Globozoospermiler ve spermatogenik arrestler ya da sertoli cell only
sendromlu hastalarin  testis Orneklerinde SPATA16 ekspresyonu
g0zlenmemektedir (108).

SPO11 Diisiik SPO11 ekspresyonu mayotik ¢ift zincir kirilmalarindaki tamir
mekanizmasindaki gecikmeleri arttirmaktadir (109).

STAG3 Onemli bir kohezin alt (initesi olup bu gendeki mutasyonlar mayotik
arrestlere ve gametogenezde bozukluklara neden olabilmektedir (110).

SYCE1 Mayoz bdliinmede rol alan bazi proteinleri kodlar (111).

SYCP3 Mayotik arrest ile karakterize azospermik hastalarda mutasyonu

izlenmistir (112).
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TAF4B TAF4B mutasyonu olan erkeklerde germ hicrelerinden yoksun
seminifer tabdller géralur (113).

TAFT7L Pre-mayotik asamada spermatogenezi etkilemektedir (114).

TEX101 Oositin etrafindaki kiimiiliis hiicrelerini uyararak progesteron salgisini

arttirtp akrozom reaksiyonunu baglatir (115).

TEX11 Anafazl ve pakiten asamalarinda spermatositlerin eliminasyonuna neden
olur (116).

USP26 Sertoli cell only sendromu ile iligkilendirilmistir (117).

USPOY Delesyonu azoospermiye ve agir oligospermiye neden olmaktadir (118).

UTP14A Mutasyonu spermatogonyumlarin farklilasmasini engeller (119).

ZMYND15 | Spermatogenezde haploid genlerin ekspresyonunu kontrol eder (120).

3.3.1 Yeni Nesil Dizileme Reaksiyonunun Hazirlanmasi

3.3.1.1 DNA miktar: tayini

DNA orneklerinin 6lglimd ticari kit (Qubit dsDNA HS Assay Kit, ABD)
kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyonda kullanilacak ¢ozdiiriicii  sollisyon iyice
vortekslendi. Her bir 6rnek i¢in 1 pl ¢ozdiiriicii soliisyon ve 199 pl sulandirma
soliisyonu olacak sekilde sonraki basamaklarda da kullanilmak tizere 3 adet calisma
soliisyonu hazirlandi. Qubit Assay tiiplere 198 pl calisma soliisyonu ve 2 pul DNA
Ornegi eklenerek vortekslendi ve 6lglim yapildi. Qubit 6l¢iimii sonucunda DNA’lar 10

ng/pl olacak sekilde nuclease free su ile diliie edildi.

3.3.1.2 Veri isleme ve analiz

Incelenen 44 genin ekzon ve ekzon-intron bileskelerini kapsayan primerler
kullanilarak YND yontemi ile dizileme yapilmistir. Sonuglar Qiagen Ingenuity Variant
Analysis ve Geneticist Assistant (Version 1.8.1.0 / Soft Genetics LLC-USA) analiz
programlar1 kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen veriler baz dizilenmesi, diisiik
kalite okunanlarin ve artefaktlarin filtrelenmesi ve varyantlarin anotasyonu agisindan iki
farkli biyoinformatik analiz yontemi ile degerlendirildi. HGMD, Clinvar ve CentoMD
veri bankalarinda rapor edilen tiim hastalifa neden olan varyantlarin yani sira,

GnomAD veritabaninda %1’ in altinda minor allel frekansi (MAF) olan tiim varyantlar
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g6z oniinde bulundurulur. Ilgili degiskenler icin yapilan arastirma, kodlayici ekzonlara

ve +/- 20 intronik bazlar1 ¢evrelemeye odaklanmuistir.
4, BULGULAR

Calisma grubu inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Uroloji Anabilim
Dalinda 2015-2021 yillar1 arasinda tese operasyonu gegiren ve sperme rastlanmayan 26
bireyden olusmaktadir. Hastalarimizin yaslar1 26-44 (ortalama 34,5) arasinda
degismektedir. Hastalarimizin tamami azospermiktir. Vakalar 1 den 26 ya kadar
numaralandirilmis ve bulgular hasta numarasi ile belirtilmigtir. 26 hastanin 19’unda
FSH yiiksekligi, 14’iinde LH yiiksekligi tespit edilmistir. Sadece bir hastada prolaktin
yiiksekligi tespit edilmistir. Ayrica 10 hastada testosteron diisiikliigli mevcuttur.
Hastalarin tamaminda periferik kanda kromozom analizi, molekiler karyotipleme ve
infertilite paneli bakilmis olup goriilen anormallikler tablo 4.1 ‘de listelenmistir. 20
hastada 46 XY 6 hastada 46 XXY kleinefelter sendromu tespit edilmistir. 1 numaral
hastanin molekiiler karyotiplemesinde Ypl1.32-p11.2(236524-8875193) bdlgesinde
yaklagik 8,6 MB’lik bir artis, Yq11.21-11.222(14545-21311821) bolgesinde yaklasik
21,2 MB’lik bir artis, Yql11.222-q11.223(21353932-59311250) bolgesinde yaklasik
35,8 MB’lik bir delesyon, Xp22.33(286524-2685674) bolgesinde yaklasik 2,3 MB’lik
bir artis, Xq28(1849744667-155208244) bolgesinde yaklasik 0,8 MB’lik bir kayip
saptanmigtir. 5 numarali hastanin 22q11.21q11.22(21444618-222580334) bolgesinde
yaklagik 1,1 MB’lik bir kayip saptanmistir. 16 numarali hastada AZFc Delesyonu 24
numarali hastada ise AZFa, AZFb ve AZFc¢ delesyonu saptanmistir. 2, 3, 10, 23 ve 26
numarali hastalarda CFTR ve FSHR geninde varyant degisikligi saptanmustir. 4, 15, 16,
17, 18, 20, 21 ve 22 numarali hastalarda FSHR geninde varyant degisikligi saptanmustir.
6 numarali hastada DNAHI11 geninde, 7 ve 9 numarali hastada ise DNAHS5 ve FSHR
geninde varyant degisikligi saptanmugtir. 11 numarali hastada ZMYNDI15 ve FSHR
degisikligi, 12 numarali hastada LHCGR degisikligi tespit edilmistir. 14 numarali
hastada Class I INSL3 mutasyonu ve FSHR varyant degisikligi gorilmiistiir. 19
numarali hastada TEX101 ve CATSPERI degisikligi saptanmistir. 14 numaral
hastadaki INSL3 mutasyonu disindaki biitiin degsiklikler Class III olarak siniflanmastir.
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Tablo 4.1

H. YA | HORMO | KR. MOLEKULER KARYOTIPLEME YND INFERTILITE PANELI
NO |[S N Anl.
Gen Yeri Varyant Zigozite | Sif Hastalik Kalitim
1 29 | FSH:28,2 | 46 XY | Ypl1l.32-p11.2(236524-8875193) - - - - - - -
3 bolgesinde yaklasik 8,6 MB’lik bir
LH:10,18 artis, Y(011.21-q11.222(14545-
T:116 21311821) bolgesinde yaklasik
21,2 MB’lik bir artis, Yq11.222-
011.223(21353932-59311250)
bolgesinde yaklasik 35,8 MB’lik bir
delesyon, Xp22.33(286524-
2685674) bolgesinde yaklasik 2,3
MB’lik bir artis,
X(28(1849744667-155208244)
bélgesinde yaklasik 0,8 MB’lik bir
kayip saptanmustir.
2 34 | FSH:29,6 | 46 XY NORMAL CFTR | Ekzonl | c.1516A> | Heterozi | Class 3 Konjenital | Otozomal
4 1 G(p.11e50 | got bilateral resesif
LH:13,77 6Val) vaz
T:126 rs180009 deferens
1 eksikligi
FSHR | Ekzonl | p.S680N | Homozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
FSHR | Ekzonl | p.S307N | Homozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
3 30 | FSH:10,2 | 46 XY NORMAL CFTR | Ekzonl | ¢.2002C> | Heterozi | Class 3 Konjenital | Otozomal
9 LH:5,81 4 T got bilateral resesif
T:206 (p.Arg668 vaz
Cys) deferens
42 rs180010 eksikligi
0




FSHR | Ekzonl | p.S680N | Homozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
FSHR | Ekzonl | p.S307N | Homozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
30 | FSH:9,83 | 46 XY NORMAL FSHR | Ekzonl | p.S680N Heterozi | Class 3 Disiik Otozomal
LH:3,8 0 got FSH resesif
T:303 cevabi
FSHR | Ekzonl | p.S307N | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
32 | FSH:23,9 | 46 XY | 22011.21911.22(21444618- - - - - - - -
9 222580334) bolgesinde yaklagik
LH:12,19 1,1 MB’lik bir kayip saptanmustir.
T:188
37 | FSH:28,1 | 46 XY NORMAL DNA Ekzonl | c.2772G> | Heterozi | Class 3 Primer Otozomal
8 LH:7,45 H1l 5 A got siliyer resesif
T:51,9 (p.Met92 diskinezi/
41le)rs766 Kartegene
050153 r
sendromu
39 | FSH:7,7 | 46 XY NORMAL DNA | Ekzon4 | c.7160C> | Heterozi | Class 3 Primer Otozomal
LH:0,05 H5 3 A got siliyer resesif
T:417 (p.Pro238 diskinezi/
THis)rs75 Kartegene
2767295 r
sendromu
FSHR | Ekzonl | p.S680N | Homozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
FSHR | Ekzonl | p.A307T | Homozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
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cevabi

8 38 | FSH:23,8 | 46 XY | NORMAL - - - - - - -
4
LH:13,66
T:608
9 44 | FSH:27,3 | 46 XY NORMAL DNA | Ekzon6 | c.11583C | Heterozi | Class 3 Primer Otozomal
8 LH:8,89 H5 8 >A(p.Ser | got siliyer resesif
T:205 3861ArQ) diskinezi/
rs576096 Kartegene
7758 r
sendromu
FSHR | Ekzonl | p.S680N | Homozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
FSHR | Ekzonl | p.A307T | Homozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
10 38 | FSH:6,39 | 46 XY | NORMAL CFTR | Ekzon2 | c.3683A> | Heterozi | Class 3 Konjenital | Otozomal
LH:2,44 2 G(p.Glul | got bilateral resesif
T:250 228Gly)rs vaz
11903550 deferens
27 eksikligi
FSHR | Ekzonl | p.S680N | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
FSHR | Ekzonl | p.A307T | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
11 33 | FSH:61,1 | 47 XXY | 47 XXY ZMY | Ekzon4 | ¢.1027C> | Heterozi | Class 3 Spermato | Otozomal
5 ND15 T(p.Arg3 | got genez resesif
LH:24,33 43Trp)rsl bozuklugu
T:400 17858568 tip 15

44




FSHR | Ekzonl | p.S680N | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
FSHR | Ekzonl | p.A307T | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
12 36 | FSH:63,7 | 46 XY NORMAL LHCG | Ekzonl | c.1985A> | Homozi | Class 3 LHCGR Otozomal
4 R 1 G(p.Asn6 | got iligkili dominant/
LH:19,74 62Ser)rs2 hastaliklar | Otozomal
T:19,74 00467316 resesif
13 38 | FSH:24,5 | 46 XY NORMAL - - - - - - -
7 LH:5,12
T:323
14 34 | FSH:45,8 | 46 XY NORMAL INSL3 | Ekzon2 | c.305G> Heterozi | Class 1 Kriptoorsi | Otozomal
1 A got dizm dominant
LH:14,55 p.Arg102
T:<20 His
rs121912
2556
CMO03601
4
FSHR | Ekzonl | p.S680N | Homozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
FSHR | Ekzonl | p.S307N | Homozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
15 30 | FSH:13,0 | 46 XY NORMAL FSHR | Ekzonl | p.S680N | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
1 LH:5,37 0 got FSH resesif
T:288 cevabi
FSHR | Ekzonl | p.S307N | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
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16 39 | FSH:18,2 | 46 XY AZFc Delesyonu FSHR | Ekzonl | p.S680N | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
9 LH:6,73 0 got FSH resesif
T:368 cevabi
FSHR | Ekzonl | p.S307N | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
17 30 | FSH:57,6 | 47 XXY | 47 XXY FSHR | Ekzonl | p.S680N Homozi | Class 3 Disiik Otozomal
7 LH:38 0 got FSH resesif
T:66,8 cevabi
FSHR | Ekzonl | p.S307N | Homozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
18 44 | FSH:33,3 | 47 XXY | 47 XXY FSHR | Ekzonl | p.S680N | Heterozi | Class 3 Diistik Otozomal
LH:31,73 0 got FSH resesif
T:112 cevabi
FSHR | Ekzonl | p.S307N | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
19 33 | FSH:64,8 | 47 XXY | 47 XXY CATS | Ekzon6 | c.1834C> | Heterozi | Class 3 Total Otozomal
6 PER1 T got fertilizasy | resesif
LH:34,95 (p.Argl2 on
T:83,6 Cys) bozuklugu
rs200131
049
TEX1 | Ekzon5 | ¢.38C>T | Heterozi | Class 3 TEX101 Otozomal
01 rs759736 | got iligkili dominant/
291 hastaliklar | Otozomal
(p.Thr131l resesif
e
20 40 | FSH:16,7 | 46 XY NORMAL FSHR | Ekzonl | p.S680N | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
4 LH:6,04 0 got FSH resesif
T:148 cevabi
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FSHR | Ekzonl | p.S307N | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
21 36 | FSH:26,9 | 46 XY | NORMAL FSHR | Ekzonl | p.S680N | Heterozi | Class 3 Diistik Otozomal
4 0 got FSH resesif
LH:13,23 cevabi
T:208 FSHR | Ekzonl | p.S307N | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
22 34 | FSH:49,0 | 47 XXY | 47 XXY FSHR | Ekzonl | p.S680N Homozi | Class 3 Diisiik Otozomal
2 0 got FSH resesif
LH:34,19 cevabi
T:131 FSHR | Ekzonl | p.S307N | Homozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
23 28 | FSH:33,9 | 47 XXY | 47 XXY CFTR | Ekzonl | c.2562_2 | Heterozi | Class 3 Konjenital | Otozomal
8 5 563del TG | got bilateral resesif
LH:15,16 insGA vaz
T:31,4 (p.Val855 deferens
ile) eksikligi
rs158481
3846
FSHR | Ekzonl | p.S680N | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
FSHR | Ekzonl | p.S307N | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
24 26 | FSH:14,3 | 46,X,i( | AZFa, AZFb ve AZFc delesyonu - - - - - - -
8 LH:3,88 | Y)(p10) | saptanmustir.
T:314
25 29 | FSH:33,8 | 46 XY | NORMAL - - - - - - -
2
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LH:17,76

T:445
26 36 | FSH:50,9 | 46 XY NORMAL CFTR | Ekzonl | c.2981T> | Heterozi | Class 3 Konjenital | Otozomal
6 8 G got bilateral dominant/
LH:27,29 (p.Phe994 vaz Otozomal
T:306 Cys) deferens resesif
rs397508 eksikligi
469
FSHR | Ekzonl | p.S680N | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
FSHR | Ekzonl | p.A307T | Heterozi | Class 3 Diisiik Otozomal
0 got FSH resesif
cevabi
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5. TARTISMA

Infertilite, cinsel ydnden aktif, dogum kontrolii yapmayan bir ¢iftin bir yil
icerisinde gebelik saglayamamasidir (2). Dunyadaki tiim ciftlerin yaklasik % 15'ini
etkileyen bir halk saglig1 sorunudur (3). Fertilite icin erkekte normal bir spermatogenez,
basarili bir epididimal olgunlasma ve depolanma, uygun zamanda cinsel iliski
gerekmektedir. Infertil ciftlerin yarisina yakiminda erkek faktorii suclanmaktadir. Bu
erkek kaynakli infertilitenin %15-30 unu genetik nedenler olusturmaktadir (121). En sik
gorulen genetik sebepler cinsiyet kromozom anormallikleri ve Y kromozomu
mikrodelesyonlaridir (122). Ayrica spermatogenez basamaklarinda yer alan genlerde
olusacak mutasyonlarinda infertiliteye yol agacagi diisiiniilmektedir. Olusacak bu
mutasyonlar sperm Uretimini, morfolojisini, hareket kabiliyetini ve ejekilat kalitesini
bozarak infertiliteye neden olmaktadir.

Simdiye kadar infertilitenin genetik etyolojisini arastirmak i¢in kromozom
anomalileri, Y kromozom mikrodelesyonlari, CFTR, DAX1, AZF, CATSPER1, TEX11
gibi mutasyonlar calisilmistir. Ancak nonobstriiktif azoospermik hastalarin genetik
etyolojisinin aydinlatilmasi ig¢in bu kadar fazla sayida genin arastirildigi bir ¢alisma
olmadigint gordiik. Bu calismada infertilitede rol aldig: diisiiniilen 44 adet gen yeni
nesil dizileme sistemiyle calisildi.

Infertil erkeklerde yapilan ilk galismalar Yq iizerinde azoospermi faktor (AZF)
olarak adlandirilan bir bolgenin normal spermatogenez lizerinde ¢ok 6nemli etkisi
oldugunu gostermistir (41). "Azospermi faktorleri" olarak adlandirilan ¢ bolge
(proksimalden distale AZFa, b ve c) spermatogenez lokuslar1 olarak tanimlanmistir
(42). AZF delesyonlari AZFa, AZFb ve AZFc bolgelerine boliiniir, azospermi ve
siddetli oligozoosperminin en sik molekiiler genetik nedenini temsil eder (42). 2011-
2019 yillar1 arasinda Trakya Universitesi Hastanesi Tibbi Genetik Boliimii Genetik
Hastaliklar Tan1 Merkezi klinigine basvuran non-obstriktif azospermi veya
oligozoospermili 446 erkek hastaya kromozom analizi ve Y kromozom mikrodelesyon
analizi yapilmis ve 446 vakanin 19'unda (% 4,26) Y kromozom mikrodelesyonu tespit
edilmis (123). Bizim yaptigimiz ¢alismada ise 26 non-obstriiktif azoospermik hastanin 2

tanesinde (% 7,69) AZF delesyonuna rastlanmistir. Ayrica yapilan baska bir ¢calismada
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normal karyotipli 556 idiyopatik NOA hastasinin 67'sinde (% 12.05) Y kromozomunun
AZF bolgesinde mikrodelesyon vardi. Gorildiigii gibi sadece NOA hasta grubuyla
yapilan ¢alismalarda genetik patoloji bulunma oranlari normal popiilasyona gore cok
daha fazla olmaktadir.

Klinefelter sendromu, erkeklerde en sik goriilen sex kromozomu anormalligidir.
Bir X kromozomunun fazladan olusu spermatogenez ve androjen yetersizligine neden
olarak infertiliteye yol acar. Fenotip, normal olarak virilize olmus bir erkekten, kadinsal
sa¢ dagilimi, yetersiz viicut kili ve gec¢ epifiz kapanmasi nedeniyle uzun kollar ve
bacaklar dahil olmak (zere androjen eksikligi bulgularina kadar degisebilir (28, 29).
Genel popiilasyonda % 0,1-0,2 oraninda ve infertil erkek popitilasyonunda % 3,1'e kadar
bildirilen yayginlik mevcuttur (124). Miinster Universitesi androloji klinigine 25 yilda
bagvuran 15600 hastanin 278 tanesi kleinefelter olarak belirlenmis (28). Bizim
yaptigimiz ¢alismada ise 26 non-obstriuktif azoospermik hastadan 6 tanesi (%23,07) 47
XXY kleinefelter sendromu olarak belirlenmistir. Yaptigimiz calismada 6rnek
verdigimiz calismalardan daha yiliksek oranda genetik patoloji bulmamiz sadece non-
obstriiktif azoospermik hasta grubu ile calisma yapmamizdan dolayr oldugunu
diistiniiyoruz. Ciinkii karyotip anomalisinin azoospermide prevalansit % 10 ila % 15
iken, oligozoospermide %5, normal sperm sayilari olan hastalarda ise, %1 ’den azdir
(23).

Calismamizda arastirdigimiz 44 genden biri olan ve 17(%65,38) hastada
polimorfizmine rastlanan FSHR geni spermatogenezin baslatilmasinda FSH’in hiicreye
baglanmasim1 saglayan reseptorii kodlamaktadir. Testisteki sertoli hiicrelerinde
spermatogenezi saglar. Bu reseptér yoklugunda FSH hiicreye baglanamaz,
spermatogenez baslatilamaz. FSHR geni, 9 intron ve 10 eksondan ve bir promoter
bolgesinden olusur ve kromozom 2p21'de bulunur. Mutasyon taramasi, FSHR geninde
birkag tek niikleotid polimorfizmi (SNP'ler) tanimlamistir (125). Bunlar arasinda, FSHR
geninin ekson 10'undaki 307 ve 680 konumlarindaki baglantili SNP'ler daha fazla ilgi
gormiistiir.  Bununla birlikte, FSHR genindeki Thr307Ala ve Asn680Ser
polimorfizmleri ile erkek kisirligi arasindaki olasi iligkileri arastiran bircok calismaya
ragmen, bulgular belirsizligini korumaktadir. Buna ragmen FSHR polimorfizmlerinin
erkek kisirliginda 6nemli bir rol oynadigina ait diisiinceler mevcuttur. FSHR genindeki
Thr307Ala ve Asn680Ser polimorfizmleri ile erkek infertilitesi arasindaki iliskiyi daha

fazla arastirmak igin, Kuzey Cin'den 212 infertil ve 164 fertil erkegin vaka-kontrol
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calismasi ile gergeklestirilen bir meta-analiz yayinlandi (126). Bu ¢alismada bulunan
FSHR gen polimorfizmilerinin infertil hastalarda kontrol grubuna gére daha yuksek
frekansa sahip oldugunu gostermistir (% 6.6-% 1.8) (126). Calismamizda 17 hastada
“’patolojik etkisi belirsiz’” FSHR polimorfizmine rastlandi. Bu 17 hastanin 11’inde
(%64,7) FSH seviyeleri normalden yiiksek olarak saptandi. Ayrica 6 Kleinefelter
hastamizin 5 tanesinde FSHR polimorfizmi tespit edildi ve 6 tanesinde FSH seviyeleri
normalden yiksek izlendi. Goriildiigii gibi infertil hastalarda yapilan analizde FSHR
polimorfizm oraninin yliksek ¢iktig1 belirlenmistir.

Kistik fibrozis transmembran iletkenlik dizenleyici (CFTR) genindeki
mutasyonlar kistik fibrozise (CF) neden olur (127). Bu hastalik, ilerleyici akciger
hastaligi, pankreas disfonksiyonu, yiiksek ter elektrolitleri ve erkek kisirhigt ile
karakterizedir. Vaz deferensin (CBAVD) konjenital bilateral yoklugundan dolay1 hemen
hemen tum CF erkek hastalarin kisir oldugu gergegi géz oniine alindiginda, CFTR'nin
de tek bagina CBAVD nedeniyle kisirliga dahil olup olmadig1 sorusu ortaya ¢ikmistir.
Kiiciik bir Fransiz ¢alismasinda, epididim ve vas deferens konjenital aplazisi olan 17
azospermik erkekten yedisinin (% 41) F508del mutasyonu icin heterozigot oldugu tespit
edilirken, genel popilasyondaki bireylerin sadece % 2,8'inin heterozigot oldugu tespit
edilmistir (128). CFTR geni, genomik seviyede yaklasik 190 kb genisligindedir ve 27
ekson icerir, insan kromozomu 7'nin uzun (g) kolundaki g31.2 bdlgesinde bulunur.
Birgok transkript bulunmus olmasina ragmen iclerinde en 6nemlisi ekzon 9 kaybr ile
olusandir (129). Yapilan bagka bir ¢alisgmada se¢ilmemis oligozoospermik 750 hastanin
9 tanesinde CFTR gen mutasyonuna rastlanmistir (130). Yakin zamanda Alman
poplilasyonunda da benzer sonuglar tanimlanmistir. Bir heterozigot CFTR mutasyonu,
sec¢ilmemis 597 kisir hastanin 34'tinde (% 5,7) gozlenmistir (131). Bizim ¢alismamizda
ise 26 non-obstriktif azoospermik hastanin 5 (%19,23) tanesinde CFTR gen
mutasyonuna rastlandi. Mutasyonlarin her biri farkli lokalizasyonda bulunmaktaydi.
Yapilan caligmalara bakildiginda azoospermik hastalarada CFTR gen mutasyonu
sikliginin normal popiilasyona gore ¢ok daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bizim
yaptigimiz ¢aligma da bu hipotezi destekler niteliktedir.

CATSPER1 geni spermatogenezin son asamasinda olgun spermlerin hareket
kabiliyeti kazanmas1 sirasinda gorev alan bir kalsiyum kanalini kodlamaktadir. Bu
gendeki mutasyonlarin sperm flagellumunun hareket kabiliyetini bozacagi, ejekiilata

saglikli hiicrelerin ulagmasia engel olacagr ve bu nedenle infertiliteye yol agacagi
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ongorilmektedir. Azospermi veya flagellum anomalisine sahip morfolojisi saglikli
olmayan spermler Uretilmesi durumunda astenozoospermiden bahsedilmektedir. Sperm
motilitesinin bozuk olmasinin infertiliteye neden olabilecegi bildirilmistir (132). Bizde
yaptigimiz ~ ¢alismada  sadece  bir  hastamizda (19  numarali  hasta)
CATSPER Imutasyonuna rastladik. 19 numarali hastamiz 47 XXY kromozom analizine
sahip olup ayni1 zamanda TEX101 mutasyonunada sahiptir.

TEX101, germ hiicrelerinin bir molekiiler markorii olarak tanimlanan bir
glikosilfosfatidil inositol (GPI) bagh glikoproteindir. TEX101'deki arizanin erkek lireme
kabiliyetini etkileyebilecegine dair gostergeler olmasina ragmen, tam fizyolojik islevi
ve altinda yatan molekiiler mekanizmalar hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Son
zamanlarda, bir ¢aligma, TEX101 gen yoklugunda spermin uterotuberal baglantidan
gecemedigini veya Zona Pellucida'ya baglanamadigini ve bu da erkek kisirligina yol
actigin1 gosterdi. Ayrica yapilan bir calismada TEX101 mutasyonu mevcut farelerden
olusan grupta uterotuberal gd¢ kusurunun bulundugu ve spermin disi genital yolunun
yiizeyine yapigma kabiliyetinin olmadiginida bulmuslardir (115). Bizim ¢alismamizda
ise 19 numarali kleinefelter tanili hastada TEX101 mutasyonuna rastlanmis olup
hastada ayn1 zamanda CATSPER1 mutasyonu da mevcuttur.

INSL3 geni, C-peptid kodlama alanini kesintiye ugratan bir intron ile iki ekzon
icerir ve Janus kinaz 3 (JAK3) genine yakin, kromozom 19'da lokalizedir (35). Prenatal
Leydig hiicreleri tarafindan iiretilen INSL3, kemirgenlerde gosterildigi gibi, biliylimenin
uyarilmasit ve gubernakulumun farklilagsmasi yoluyla testis inisinin transabdominal
kismi igin gereklidir (51). INSL3 ve LGR8'de amino asit ikamesine yol acan birkag
mutasyon bulundugundan, insan kriptorsidizminde bir rol 6ne siiriilmiistiir. Literatiir
incelendiginde, kriptorsidizm veya eski kriptorsidizmi olan erkeklerde % 4-5 mutasyon
prevalanst bulundu (53). Testis inisi ve kriptorsidizmdeki roliiniin yani sira, INSL3
yetiskinlerde olas1 6nemli ancak tanimlanmamis endokrin ve parakrin etkilere sahiptir.
Bu hormonun eksikligi, fonksiyonel hipogonadizmin onemli bir belirtisini temsil
edebilir (53). Son yapilan bir ¢alismada germ hiicrelerinde LGR8 ekspresyonunun,
INSL3’tin LGR8&’e baglanarak apopitozun baskilanmasi, INSL3’iin germ hiicrelerin
hayatta kalmasinda etkin bir rol oynadigini diisiindtirmistiir (133). 135 normal erkek ve
85 testikiiler bozuklugu olan erkek hastada serum INSL3 seviyelerinin karsilagtirildigi
bir ¢alismada normal erkeklerde serum INSL3 seviyelerinin normal aralikta oldugunu

ve testikiiler bozuklugu olan hastalarda diisiik oldugunu gostermistir (134). Bizim
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yaptigimiz bu c¢alismada 14 numarali hastada INSL3 mutasyonu ve FSHR gen
polimorfizmi saptanmistir. Hastanin bilateral testisleri skrotal yerlesimli olup boyutlari
normalden kiigiik izlenmistir.

Insiilin benzeri hormon-3 (INSL3) ve reseptorii LGRS, luteinize edici hormon
(LH) / LH-koryonik gonadotropin reseptorii (LHCGR) sisteminin ve Sa-rediiktaz dahil
androjen olusumu i¢in gerekli olan steroidojenik enzimlerin ve androjen reseptoriiniin
biitiinliigh testisin inguinal kanaldan skrotuma iniste etkili oldugu gosterilmistir (135).
Bu proteinleri kodlayan genlerdeki kusurlar, testisler klinik muayene ile saptanamazsa
ve inguinal kanalin yukarisinda bulunuyorsa kriptorsidizm adi verilen inmemis
testislerle sonuclanir. LH ve reseptdriiniin testis iniginde rol oynadig: iyi bilinmektedir.
Hipogonadotropik hipogonadizmi olan veya LHCGR geninin inaktive edici
mutasyonlart olan hastalarda androjen eksikligi nedeniyle inmemis testisler vardir
(136). 278 normal anatomik bélgesinde olmayan testise sahip hasta, 277 infertil erkek
ve 271 normal spermatogeneze sahip erkek kullanilarak yapilan bir ¢aligmada testis
bozuklugu olan hastalarda normal testosteron diizeylerini korumak i¢in yiiksek bir LH
diizeyinin oldugu, ancak bu LH yiiksekliginin herhangi bir LHCGR genotipi ile iliskili
olmadigimi gostermistir (137). Genellikle kor sonlanan bir vajina ve uterus ve fallop
tiplerinin yoklugu ile yetersiz maskiilinizasyon ile sonug¢lanir. Bazen, inmis testisler ve
bir mikropenis olusabilir. Bazal ve hCG ile uyarilan testosteronun serum seviyeleri
diigiiktiir, bazal LH seviyeleri belirgin sekilde yiikselmistir (~20 mIU/ml) ve FSH
seviyeleri normaldir. Germ hiicreleri genellikle yoktur ve Leydig hiicreleri azalir (138).
Bizim yaptigimiz ¢alismada 12 numarali hastada homozigot olarak LHCGR mutasyonu
izlenmistir.

ZMYND15'n histon deasetilaza bagimli bir transkripsiyonel baskilayici olarak
hareket ettigini ve spermiogenez sirasinda haploid hiicre genlerinin normal gegici
ekspresyonunu kontrol ettigi gosterilmistir. ZMYND15'in inaktivasyonu Prm1, Tnpl,
Spem1 ve Catpser3 olmak tiizere ¢ok sayida onemli haploid genin transkripsiyonunun
erken aktivasyonu ile sonuglanarak gec spermatidlerin tilkenmesine ve erkek kisirligina
neden olmaktadir. ZMYNDI1S5, sperm iiretimi ve erkek dogurganligi i¢in gerekli oldugu
belirlenen ilk transkripsiyonel baskilayicidir (120). Yapilan bir caligmada siddetli
oligozoospermik 219 hastadan yapilan sanger diziliminde 3 hastada ZMYND15
mutasyonuna rastlanmistir (139). Bizim yaptigimiz ¢alismada 11 numarali kleinefelter

sendromlu hastada ZMYND15 mutasyonu ve FSHR gen polimorfizmi izlenmistir.
53



Sperm motilitesinin yani sira tiim respiratuar yollarin ve siniis yollarinin
ylizeyini etkileyen bu genetik hastalik Immotil Silya Sendromu olarak da bilinir.
Genellikle ilk sikayetleri infertilite problemi degildir. Doktora basvuru nedenleri daha
sik olarak ¢cocukluk doneminde mukusun iist solunum yollarina ve siniislere dogru olan
hareketinin bozulmasi1 sonucu gelisen siniizit ve bronsiektazidir. Primer Siliyer
Diskinezi’nin bir tipi olan Kartagener sendromunun kronik bronsit ve bronsiektazi,
hareketsiz sperm veya diisiik motilitesi ile birlikte olan infertilite ve sitlis inversus
olmak tzere ¢ komponenti vardir. Bu hastalara tan1 koymak i¢in silier aksonemal
yapilarin elektron mikroskobik olarak incelenmesi gerekmektedir (48). Bugtine kadar
tanimlanan mutasyonlarin ¢ogu DNAHS5 (dynein axonemal heavy chain 5) ve
DNAI1(dynein axonemal intermediate chain 1) genlerinde ger¢eklesmis olup ¢ok az bir
kismu diger genleri igerir. Primer siliyer diskinezili hastalarin yaklasik % 50'sinde
lateralite defektleri (situs inversus totalis ve daha az yaygin olarak heterotaksi ve
konjenital kalp hastaligi) vardir ve bu, embriyolojik nodal siliyanin islev bozuklugunu
yansitir. Sperm kuyrugundaki aksonemlerde olusan kusurlar erkek infertilitesine neden
olur. Primer siliyer diskinezi olan hastalarin ¢ogunda yenidogan solunum sikintisi
Oykiisti vardir (49). DNAHS, DNAI1 VE DNAHI11 mutasyonlarinin arastirildigr 90
astenozoospermik ve 200 normospermik hasta ile yapilan arastirmada astenozoospermik
grupta 7 hastada mutasyona rastlandig: bildirildi (140). Bizim yaptigimiz ¢alismada 6
numarali hastada DNAHI11, 7 ve 9 numarali hastalarda DNAHS5 class 3 varyantina
rastladik. Ayrica 7 ve 9 numaral1 hastalarda FSHR gen polimorfizmi mevcuttu.

Erkek infertilitesinin genetik etiyolojisini tanimlamak amaciyla yapilan bu
calismada, ACMG 2015 kriterlerine ve in silico veri tabanlarina gore, sadece 14
numarali hastada patojenik (INSL3), geri kalan olgularda ise ¢ok sayida ‘klinik 6nemi
belirsiz varyant’ tespit edilmistir. Bizim kullandigimiz yeni nesil dizileme yontemi ile
daha fazla mutasyon tespit edilebilecegini diisiinmekteyiz. Hastalarin ¢ogunda ‘klinik
Onemi belirsiz varyant’ bulunmasinin sebebi bu konuda yeteri kadar c¢alisma
yapilmamis olmasi ve bu varyantlar ile infertilite arasindaki iliskinin ortaya
cikarilmamis olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu degisiklikler glinimiizde dogrudan
infertiliteyle iliskilendirilmemis, bir kismi polimorfizm, bir kismi ise heniiz 6Gnemi
belirsiz varyant olarak smiflandirilmistir. Bu kriterler veri tabanlarimin stirekli
giincellenmesi ve yeni verilerin eklenmesiyle degisiklik gosterebilir. Bu nedenle

yaptigimiz c¢aligmada buldugumuz bir ¢ok mutasyon ve polimorfizm “klinik 6nemi
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belirsiz varyant” olarak degerlendirilmis olsada ilerki siiregte ‘patojenik’ varyant olarak
kabul edilebilmesi igin kontrollii ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Bu degisikliklerin
infertiliteye neden olup olmadiginin anlasilmasi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyac
oldugunu, sebebi belirlenemeyen infertilite vakalarinda FSHR, DNAH5 ve DNAH11
genleriyle ilgili mutasyonlarin ve polimorfizmlerin belirlenmesinde tani testi olarak

yeni nesil dizileme yonteminin kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
6. SONUCLAR

Bu calisma Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Uroloji ve Tibbi
Genetik Anabilim Dali tarafindan infertil hastalarda yapilmistir. Calismamiz
infertilitenin genetik nedenlerinin anlasilmasi i¢in hastalardan periferik kanda
kromozom analizi, molekiler karyotipleme ve Yeni Nesil Dizileme yontemiyle 44 adet
gen taranarak yapilmistir. infertil hastalarda ilk defa bu kadar genis bir genetik analiz
yapilmasi yoniiyle 6zgiin bir ¢alisma olmustur.

Calismamizda 26 hastanin 1 tanesinde ACMG kriterlerine gore patojenik oldugu
kabul edilen INSL3 mutasyonu, ayrica klinik 6nemi belirsiz varyant olarak 17 hastada
FSHR gen polimorfizmi, 5 hastada CFTR mutasyonu, 1 hastada CATSPER1 ve
TEX101, 1 hastada LHCGR, 1 hastada ZMYND15, 2 hastada DNAHS5, 1 hastada
DNAHI11 degisikligi tespit edilmistir. Yapilan kromozom analizinde 6 hastada 47XXY
Kleinefelter sendromu izlendi. Bu hastalarin 5 tanesinde FSHR gen polimorfizmi
mevcuttu. FSHR polimorfizmi tespit edilmeyen kleinefelter sendromlu hastamizin ise
CATSPER1 VE TEX101 mutasyonu mevcut olup FSH seviyeleri normalden yiksekti.
Yapilan molekiiler karyotipleme testlerinde ise 2 hastamizda AZF delesyonu mevcuttu.

Calismamizda bulunan ve ACMG Kkriterlerine ve in silico veri tabanlarina gore
“klinik 6nemi belirsiz” oldugu belirtilen ¢ok sayida degisikligin patojenik ve/veya olasi
patojenik olup olmadig1 ve infertiliteyle iliskilendirilip iliskilendirilemeyecegine karar
verilebilmesi igin bu genlerle daha fazla vaka ve fonksiyonel g¢alismalara ihtiyag
oldugunu diistinmekteyiz. Cikan sonuglar gostermistir ki infertilite sikayeti ile bagvuran
non-obstriiktif azoospermik hastalarin periferik kandan ¢alisilan kromozom analizi
normal olsa dahi infertiliteye neden olan baska genetik degisiklikler olabilir. Altta yatan
bu genetik bozukluklarin arastirilmasi infertilitenin nedenini bulmamizda yardimci

olabilir. Bundan dolay1 poliklinigimize infertilite sikayeti ile bagvuran ve altta yatan
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nedenin agiklanamadigi hastalarda sadece kromozom analizi yapmanin yeterli olmadigi,

daha derin bir genetik aragtirmaya ihtiya¢ oldugu goriilmiistiir.
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