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Ozet

Giris: Varikosel hastalarinda spermatogenezi etkileyen patolojik faktorler hentiiz tam olarak aydinlatilamamustir.
Bu hastalarda varikosele eslik eden testikiiler patolojilerin yani sira, Y kromozomunun uzun kolunda bulunan
mikrodelesyonlarin da spermatogenezi etkiledigi bilinmektedir. Y kromozom mikrodelesyonlarinin,
oligozoospermi ve azospermiden sorumlu oldugu gosterilmistir. Bu calismada, varikoseli olan hastalarda,
Y kromozom mikrodelesyonlarinin infertilite gelisimine katkisinin arastirilmas: amaglanmistir. Hastalar ve
yontem: Calismaya 18’si infertil, 14’11 fertil toplam 32 varikosel hastas: dahil edilmistir. Ttim hastalarin
spermiogramlar1 yapilmis ve Y kromozomunun Azospermi Faktor-a (AZF-a), Azospermi Faktor-b (AZF-
b), Azospermi Faktor-c (AZF-c) bolgeleri mikrodelesyon varligi acisindan degerlendirilmistir.Bulgular: 3'u
azospermik olmak tizere 18 hastadan olusan infertil grubun sperm sayis1 0-104 milyon/ml arasinda degismekte
iken (ortalama 37.1 milyon/ml) 14 hastadan olusan fertil grubun sperm sayis1 7.5-192 (ortalama 75.8)
milyon/ml arasinda bulunmustur. Infertil gruptaki hastalarin 4’tinde Azospemi Faktor-a ve Azospemi
Faktor-b bolgesinde mikrodelesyonlar tespit edilmis iken fertil grupta Y kromozom mikrodelesyonuna
rastlanmamustir. Y kromozom mikrodelesyonu olan hastalarin, birinin azoospermik olmak tizere ortalama
sperm sayilarinin 24.8 milyon/ml oldugu saptanmistir. Sonug: Y kromozomu mikrodelesyonlar: varikoselli
hastalarda da gortilebilen ve fertiliteyi etkileyen nedenlerden biridir. Varikoseli olan hastalarda fertilite
degerlendirmesi yapilirken, Y kromozom mikrodelesyon olasiliginin g6z éniinde bulundurulmasi uygun
olacaktir. Ozellikle post-operatif sperm sayisinda artis olmayan varikoselli hastalarda, infertiliteden Y
kromozom mikrodelesyonlari sorumlu olabilir. Bu sekilde hem infertilite nedeni ortaya konabilecek, hem
de varikoselektomi sonrasi fertilitenin saglanmasi i¢in kullanilacak en uygun yardimei tireme tekniginin
seciminde yol gosterici olacaktir.
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Abstract
The association of Y chromosome Microdeletions and Infertility in Patients with Varicocele

Introduction: The pathological factors cause spermatogenesis arrest in varicocele patients still remain
unknown. In these patients, both testiculopathies and Y chromosome long arm deletions affect spermatogenesis.
Y chromosome microdeletions are known to be responsible for oligozoospermia and azoospermia. In this
study, the relation between Y chromosome microdeletion and infertily in varicocele patients aimed to be
investigated. Patients and methods:, Thirty-two varicocele patients (14 fertile and 18 infertile) were included
in this study. All patients semen analysis were employed and screening for microdeletions in Azospermia
Factor-a (AZF-a), Azospermia Factor-b (AZF-b), Azospermia Factor-c (AZF-c) were performed. Results: The
sperm count of infertil group (3 of 18 had azoospermia) was between 0-104 million/ml (mean 37.1 million/ml),
fertile group’s sperm count was between 7.5-192 million/ml (mean 75.8 million/ml). While 4 patients of
infertil group had Azospermia Factor-a and Azospermia Factor-b microdeletions, no microdeletion was
determined in fertile group. The mean sperm count of 4 patients with microdeletion (one azoospermic) were
24.8 million/ml. Conclusion: Y chromosome microdeletion can be found in varicocele patients and one of
the reasons of infertility. When evaluate the fertility in varicocele patients, Y chromosome microdeletion
suggested to be taken into consideration. Y choromosome microdeletions could be the reason of infertility
in patient with varicocele whose sperm count did not increase after operation. Therefore, not only the cause
of infertility would be established, but also the appropriate assisted reproductive technologies would be
chosen after varicocelectomy.
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Girig

Varikosel, testisleri drene eden ve pampiniform
pleksusu olusturan spermatik venlerin, genislemesi,
uzamasi ve kivrimli hal almasiyla vendz dolagimda
reflii olusmasidir. Varikosel infertilite, testikiiler
biliyiimede ve gelismede yetersizlik, rahatsizlik ve
agr1 semptomlar1 olusturan bir patolojidir. Kendi
haline birakildiginda semen parametrelerinde ilerleyici
diisiise sebep olan (1) varikosele ait patognomonik
histolojik degisiklikler tanimlanamamistir. Sik
rastlanan bulgular Leydig hiicrelerinde hiperplazi,
tiiblil bagina diisen Sertoli Hiicrelerinin sayisinda
azalma, spermatogenezisde duraklama, germinal
epitelde dokiilme ve zamanla seminifer bazal
membranda kalinlagmadir (2,3). Varikoselin neden
testikiiler disfonksiyon olusturduguna iliskin bir¢ok
hipotez ileri siiriilmiis ve intraskrotal 1s1 artisi (4),
gonadotoksinlerin (5), renal ve adrenal metabolitlerin
toksik etkisi (6), hipoksi (7), azalmis oksijen, artmis
vendz basincin olumsuz etkisi (8), kontrolsiiz ve asiri
antioksidan artist (9), immiinolojik nedenler (10),
apoptozis (11), enzimatik fonksiyonlarda bozulma
(12) gibi birgok faktdr tizerinde durulmustur.
Varikoselli hastalarda spermatogenezi etkileyen
patolojik faktorler heniiz tam olarak aydinlatilamamas
olmakla birlikte diger patolojilerin de bu hastalarda
spermatogenezi etkiledigi diisiiniilmektedir.
Spermatogenezi etkileyebilecek faktorlerden biri de
Y kromozom mikrodelesyonlaridir. Genetik olarak,
Y kromozomunun uzun kolunda bulunan
mikrodelesyonlarin, oligozoospermi ve
azoospermiden sorumlu oldugu gosterilmistir. Erkek
infertilite olgularinin %0.3-7’sinden Y kromozom
mikrodelesyonlarmin sorumlu oldugu bilinmektedir
(13,14). Kotii semen parametrelerine ve testis
hipotrofisine sahip varikoselli erkeklerde bu oran
daha da yiiksektir (%17.5) (14). Genetik nedenlere
bagl olan infertilite ve varikoselin birlikte oldugu
hastalarda operasyona ragmen fertilitenin
diizelmedigini gdsteren ¢aligmalar mevcuttur (15).
Bu nedenle kotii semen parametrelerine sahip
varikoselli hastalarda tedaviden yarar goriilmeyecegi
i¢in, ilgili genetik testleri preoperatif donemde
yapmakta yarar vardir. Bu c¢alismanin amaci,
varikoseli olan hastalarda Y kromozom
mikrodelesyonlarmin infertilite gelisimi ile iliskisinin
aragtiritlmasidir.

Gereg ve Yontem

Bu ¢alismaya 18’si infertil, 14’1 fertil toplam 32
varikosel hastasi dahil edildi. Hastalarda varikosel

tanis1 fizik muayene ile konup takiben renkli doppler
USG ile dogrulandi. Bu hastalarin fertilite durumlari
ile ilgili detayli anamnezleri alindi ve fizik muayeneleri
yapildi. Bir yil diizenli ve korunmasiz cinsel iligkiye
ragmen gebelik saglanamayan hastalar infertil olarak
kabul edildi. Tiim hastalarin spermogramlar yapildi;
serum FSH, LH, prolaktin ve testesteron diizeyleri
Olctldi. Tiim hastalarda obstriiktif azospermi ve
endokrinolojik infertilite nedenleri ekarte edildi.
Hastalarin yas ortalamasi 29.6 (fertil hastalar i¢in
27.6, infertil hastalar i¢in 34) idi. Ortalama infertilite
stiresi 3.9+£2.9 yil idi. Hastalarin tiimiinden
bilgilendirilmis onamlar1 alindiktan sonra, steril
sartlarda 2cc periferik vendz kan 6rnegi alindi. Kan
orneklerinden MN NucleoSpin DNA kiti (MN
NucleoSpin, cat. no: 740951.250) iretici firma
protokoliine uyularak DNA elde edildi. Bu kit ile 200
ul kan 6rnegi kolonlu tiiplerde proteinaz K ve lizis
buffer olan B3 ile muamele edildi. Yikama tamponlart
olan BW ve B5 ile yikandi, son basamakta BE tampon
¢ozeltisi ile sulandirildi. Islem sonucunda 100 pl
(40-60 ng/pul) DNA elde edildi. Elde edilen DNA
ile, AZF-a (sY81,sY82,5Y84) AZF-b (sY127,sY 142,
sY 145, sY164, tbml) AZF-c (cdy, bpy2, sY152,
sY 153, sY254, sY255 ve sY277) 3 gen bolgesine
ait 15 alan galisildi (Sekil-1).

Her bir alan i¢in ayr1 primerler kullanilarak toplam
50 ul hacimde 50 mM KCI, 10 mM Tris/HCI, 1.5
mM MgCl2, 2 uM dNTP, her primerden 50 pmol, 1
U Tag DNA polymerase ve ekstrakte edilen DNA’dan
5 uligeren karigim hazirlandi. 94°C’de 5 dakika siiren
ilk denatiirasyon basamagindan sonra 40 siklus 94°C
35 saniye, 58°C 35 saniye ve 72°C 40 saniye ile
amplifiye edildi. 72°C’de 5 dakika son ekstansiyon
basmagi uygulanarak ¢ogaltildi. PCR iiriinleri jel
elektroforezi uygulandiktan sonra UV 15181 altinda
goriintiilendi.

Bulgular

18 hastadan olusan infertil grubun sperm sayis1 3’i
azospermik olmak tizere 0 ile 104 milyon/ml arasinda
degisiyor (ortalama 37.1 milyon/ml) iken 14 hastadan
olusan fertil grubun sperm sayisi 7.5 ile 192 milyon/ml
arasinda (ortalama 75.8 milyon/ml) idi. Fertil grupta
ortalama FSH, LH, prolaktin ve total testesteron
diizeyleri sirast ile 4.4 mIU/ml, 3 mIU/ml, 7.9 ng/ml
ve 594 ng/dl iken infertil grupta bu degerler 8.9
mlU/ml, 5.2 mIU/ml, 11 ng/ml ve 553 ng/dl olarak
bulundu ve her iki grubun sonuglari normal sinirlar
icerisinde idi. Infertil gruptaki hastalarin 4’{inde
(infertil grubun %?22.2’si, tiim hastalarin %12.5°1)
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Sekil-1: Y kromozomu ve AZF bolgeleri

AZF-a ve AZF-b bolgesinde mikrodelesyonlar tespit
edilmis iken (bir hastada sy81, 2 hastada rbm1
delesyonu, bir hastada ise sy81,sy127,sy142 ve rbml
delesyonlar1) fertil grupta Y kromozom
mikrodelesyonu tespit edilmemistir. Y kromozom
mikrodelesyonu olan ve biri azospermik olan
hastalarin ortalama sperm sayilar1 24.8 milyon/ml
olarak tespit edilmistir (Tablo-1).

Tablol infertil hastalarin, yas, sperm say1 ortalamalar1 ve Y kromozom
mikrodelesyon dagilimi

SIRA YAS SPERM Y DELESYON
SAYI
Milyon/ml
1 30 23 VAR (sy81)
2 32 45 YOK
6 35 83 YOK
9 30 40,3 YOK
11 35 0 YOK
12 34 58 VAR (rbm1)
13 39 63 YOK
14 30 0 YOK
18 35 0,66 YOK
19 35 20 YOK
21 31 9,5 YOK
23 32 34 VAR (rbm1)
25 32 83 YOK
27 41 24,55 YOK
28 40 104 YOK
29 36 0 VAR (sy81,sy127,sy142,rbm1)
30 36 1 YOK
31 31 73 YOK

Tartigma

Ciftlerin %10-15 ini etkileyen infertilite olgularinin
%350’den fazlasinda erkek faktorler sorumludur (16).
Diinya Saglik Orgiitiiniin 9043 infertil ¢ift ile yaptig1
bir calismada sperm parametrelerinde bozukluk olan
erkeklerin %25.4’iinde, normal sperm parametresi
olan erkeklerin %11.7’sinde varikosel saptanmistir
(WHO 1992a). infertil hastalarda sik goriilen bir
klinik bozukluk olmasina karsin varikosel her zaman
infertiliteye sebep olmamaktadir. Giiniimiizde
varikoseli olan hastalarda infertilite gelisimi ve
varikoselektomi sonrasi klinik basarty1 yani fertilitenin
geri donlisiimiinii belirlemede etkili olabilecek
parametreler arastirtlmaktadir.

1994°ten beri Yq mikrodelesyonlarinin azospermik
ve oligospermik hastalardaki oranini belirlemek;
infertil fenotip ile delesyonun boyutu ve yeri arasinda
baglanti1 kurmak amaciyla klinik ve molekiiler
calismalar yapilmaktadir (17). Boyle bir bilginin
edinilmesi Sertoli Cell-Only sendromu veya
hipospermatogenez gosteren hastalarin Intrastoplasmik
Sperm Injeksiyonu yontemi ile ¢ocuk sahibi
olabilmeleri ve olan genetik defektin erkek ¢ocuklara
gecirilme riski agisindan deger tasimaktadir.
Y kromozomu mikrodelesyonlar1 spermatogenetik
yetmezligin nedenlerinden birisidir (13,14). Idiyopatik
azospermili hastalarin %12’sinde, oligospermili
hastalarin %3-4’tinde Y kromozom
mikrodelesyonlarinin sorumlu oldugu saptanmistir
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(18). AZF lokuslarmin her biri spermatogenezin farkl
bir fazina etki ettigi icin delesyonun yeri prognostik
onem tastyabilmektedir. AZF-a ve proksimal AZF-
b bolgelerinde mikrodelesyon varligi spermatogenezde
Sertoli Cell-Only gibi daha ciddi defektlere sebep
olmaktadir (16) ve daha kotii sperm olusumu ile
sonuc¢lanmaktadir. AZF-b bolgesinin delesyonu
spermatogenezin pakiten evresinde arrest olmasina
neden olmakta iken AZF-c delesyonlarinda ejekiilatta
az sayida sperm bulunabildigi gibi Testikiiler Sperm
Ekstraksiyonu (TESE) ile sperm eldesi genellikle
miimkiin olmaktadir (19).
Varikoselli hastalarda goriilen infertilitenin tamaminin
ameliyat ile geri donmemesi infertiliteye neden olan
etmenin varikosel patogenezinden farkli olabilecegini
diistindiirmektedir. Calismamizda bu hasta grubunda
Yq mikrodelesyon sikligi literatiir ile uyumlu olarak
yiiksek bulunmustur (20-22).

Sonug

Y kromozomu mikrodelesyonlart varikoselli
hastalarda da goriilebilen ve fertiliteyi etkileyen
nedenlerden biridir. Varikoseli olan hastalarda fertilite
degerlendirmesi yapilirken, Y kromozom
mikrodelesyon olasiliginin gdéz Oniinde
bulundurulmasi uygun olacaktir. Ozellikle post-
operatif sperm sayisinda artis olmayan varikoselli
hastalarda, infertilitenin sebebinden Y kromozom
mikrodelesyonlar1 sorumlu olabilir. Bu sekilde hem
infertilite nedeni ortaya konabilecek, hem de
varikoselektomi sonrasi fertilitenin saglanmasi igin
kullanilacak en uygun yardimci tireme tekniginin
seciminde yol gosterici olacaktir.
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