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Amag: infertilite ciftlerin %15’inde gériilen bir problemdir. Oligozoospermi ve azoospermi kaynakli erkek
infertilitesi tanisi alanlarin %30’unun etiyolojisinde genetik nedenler sorumludur. Bu retrospektif calismada,
merkezimize bagvuran infertil erkeklerde yardimci Ureme teknikleri uygulanmadan énce hem kromozomal
yapinin belirlenmesi hem de Y kromozomu Uzerindeki azoospermik faktdr (AZF) bolgesinin mikrodelesyonunun
belirlenmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve yontem: Laboratuvarimiza rutin analizler igin basvuran 675 hasta calisildi. Bu hastalardan
konvansiyonel sitogenetik yontemle periferik kandan kromozom analizi yapildi ve Y kromozom mikrodelesyon
belirleme kiti kullanilarak fragman analizi yontemi ile Y kromozomu mikrodelesyonu arastirildi.

Bulgular: 675 hastanin 75’inde sitogenetik ve 21’inde molekiler, 2’sinde hem sitogenetik hem molekuiler
diizeyde anomali belirlendi. Anomalili karyotipe sahip hastalarda sayisal ve yapisal (resiprokal ve robertsonian
tip translokasyon, inversiyon, ring kromozom gibi) anomaliler saptandi. Y mikrodelesyon belirlenen hastalarin
2'sinde AZFa, 1 hastada AZFb, 13 hastada AZFc/d (c+ proksimal c), 6 hastada AZFb/c/d, 1 hastada AZFc/d ve
kismi AZFa bdlgelerinde mikrodelesyon saptandi.

Sonug: Calismamiz kromozom anomalilerinin ve Y kromozomu mikrodelesyonunun erkek infertilitesinin énemli
bir nedeni oldugunu ve bu nedenle infertil hastalarda, kromozom analizi ve Y kromozomu mikrodelesyon
testlerinin yapilmasinin, erkek kaynakli infertilitenin agiklanmasinda gerekliligini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Erkek infertilitesi, kromozomal anomali, Y kromozom mikrodelesyonu.
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Abstract

Purpose: Infertility is a problem seen in 15% of couples. Genetic causes are responsible for the etiology of 30%
of those diagnosed with male infertility due to oligozoospermia and azoospermia. In this retrospective study, it
was aimed to determine both the chromosomal structure and the microdeletion of the azoospermic factor (AZF)
region on the Y chromosome before the application of assisted reproductive techniques in infertile men admitted
to our center.

Materials and methods: 675 patients who applied to our laboratory for routine analyzes were studied.
Chromosome analysis from peripheral blood was performed from these patients with conventional cytogenetic
method and Y chromosome microdeletion was investigated by fragment analysis method using Y chromosome
microdeletion detection kit.

Results: Of 675 patients, 75 had cytogenetic anomalies, 21 had molecular anomalies, and 2 had both
cytogenetic and molecular anomalies. Numerical and structural anomalies (such as reciprocal and robertsonian
type translocation, inversion, ring chromosome) were detected in patients with anomaly karyotype. Microdeletion
was detected in AZFa in 2 patients, AZFb in 1 patient, AZFc/d (c+ proximal c) in 13 patients, AZFb/c/d in 6
patients, and AZFc/d+ partial AZFa in 1 patient.

Conclusion: Our study shows that chromosomal abnormalities and Y chromosome microdeletion are important
causes of male infertility, and therefore, chromosome analysis and Y chromosome microdeletion tests are
necessary to explain male infertility in infertile patients.
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Giris

infertilite ciftlerin yaklasik %15’ini
ilgilendiren bir problemdir ve bunlarin iginde
de %50’den fazlasi erkek kaynakli olarak
degerlendiriimektedir [1, 2]. Erkek infertil
hastalarin yaklasik %40-50’sinde azoospermi
ve oligozoospermi gérilmektedir [1]. infertilite
obstriktif ya da non-obstriktif nedenlere bagli
olabilecegi gibi bazi olgularda da etiyolojisi
bilinmemektedir [3]. Obstriktif infertilite,
konjenital ya da sonradan kazanilmig
(postenfeksiydz/posttravmatik) olabilir. Bunlar
endokrin hastaliklar, enfeksiyonlar, sperm
kanallarinin tikaniklidi, anti-sperm antikorlar,
gonadotoksinler,  varikosel, ejekulasyonda
fonksiyon bozuklugu gibi nedenler olabilmekte
ve erkek infertilitesinin %7,4’inden sorumlu
tutulmaktadir [2, 3]. Molekuler ve sitogenetik
anomaliler ise non-obstriktif nedenler olarak
siniflandirilir [4]. Azoospermi ve oligozoospermi
kokenli erkek infertilitesi tanisi alan olgularin
%30’unda genetik anomaliler tespit edilmektedir
[5]. Klinefelter sendromu (47,XXY) infertil
erkeklerin %3’lGnde sorumlu tutulur. 47 ,XXY
kromozom anomalisi 1/600 erkek yenidoganda
gorilen, en sik rastlanan cinsiyet kromozom
anoploidisidir [4, 6]. Klinefelter sendromu en
yaygin (%14) azoospermi nedenidir bazen
siddetli oligozoospermide de gorulebilir [3, 6].
Yapisal anomalilerden olan dengeli resiprokal
otozomal translokasyonlar ve robertsonian
tranlokasyonlar, spermatogeneziste
olusturabilecekleri hasarlardan dolayi
infertiliteyle iliskilendirilmektedirler [3].
Akrosentrik kromozomlar (13-15, 21 ve 22.
kromozom) arasinda gelisen robertsonian
translokasyonlardan, infertilite ile en sik
goruleni 13. ile 14. kromozomlar arasinda olan
translokasyonlardir [3].

infertilite ile iligkili sitogenetik anomalilerin
yani sira, Y kromozomunun uzun kolu
Uzerindeki spermatogenezisten sorumlu
genlerin bulundugu bdlgedeki molekuler olarak
tespit edilebilen delesyonlar da O6nemlidir
[1, 2]. “Azoospermik faktor lokusu “(AZF
lokusu) olarak adlandirilan bu bdlge, infertil
erkeklerde Y kromozomunun uzun Kkolunda
delesyon gorilmesi ile ilk kez 1976 yilinda
Tiepolo ve Zuffardi tarafindan tanimlanmistir
[71. Sonraki c¢alismalar, AZF bdlgesinin,
erkek germ hucrelerinin farklilasmasinda ve
proliferasyonunda énemli rol oynayan genlerin
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kodlandigi bdlge oldugunu gdstermistir [8].
AZF bdlgesi spermatogenetik hatalarla iligkili
doért fonksiyonel bdlgeyi; AZFa (proksimal),
AZFb (orta), AZFc (distal) ve AZFd (proksimal
¢ olarak da adlandirilir) icermektedir [9, 10].
AZF lokusu 5 milyon baz ciftinden olusan ve
Yq11.23’lUn 5. ve 6. intervaline lokalize olan bir
bdlgedir [2, 11]. Molekuler genetik calismalar
idiopatik  non-obstriktif azoospermili  ve
oligozoospermili erkeklerde AZF lokusundaki
bolgelerde %5-20 oraninda mikrodelesyon
oldugunu gostermektedir [3]. Tim Y delesyonlu
olgularda AZFc (%80), AZFa (%0,5-4), AZFb
(%1-5) ve AZFbc (%1-3) delesyonu tespit edilir.
AZFabc delesyonu tespit edilen vakalarin ise
siklikla anormal bir karyotiple iliskili oldugu
bildirilmistir [12]. AZFd delesyonlar ise hafif
oligozoospermi olusumu ya da normal sperm
sayisina ragmen anormal sperm morfolojisi ile
ortaya cikabilmektedir [13].

infertil olgularda Y kromozom
mikrodelesyonlarinin  orani %1 ve %55
arasinda bildiriimektedir [10, 14]. Normal
erkek popllasyonunda ise bu oran %0,7-%1
arasindadir [15].

Bu calismamizda, poliklinigimize, infertilite
nedeniyle basvuran 675 erkek hastanin
konvansiyonel sitogenetik ve molekiler genetik
tekniklerle elde edilen sonuglari sunulmakta ve
ilgili literaturler 1s1ginda tartigiimaktadir.

Gereg ve yontem
1-Sitogenetik yontem ve analiz

Kromozom analizi igin heparinli tiplere alinan
periferik vendz kan drnegdi fitohemaglutininli
(PHA) RPMI- 1640 besiyeri igerisine ekildi ve
37°C de 72 saat kilture edildi. Calismadan 45
dakika 6nce kolsemid eklendi. Kiltire edilmis
kan hucreleri hipotonik solisyonu ile lizis
ve Carnoy fiksatifi ile de fikse edildi. Hucre
suspansiyonu lamlar Uzerine yayildi ve eskitme
islemi uygulandi. Elde edilen kromozomlar GTG
bantlama sonrasi en az 20’ser metafaz plagi
olmak Uzere analiz edildi.

2-Molekiiler yontem ve analiz

Y kromozomu  mikrodelesyonu igin
etilendiamintetraasetik asit'li (EDTA) tuplere
alinan periferik venéz kan drneginden kandan
DNA izolasyon kiti (Promega/ ABD) kullanilarak
otomatize sistem (Maxwell RSC Promega/ABD)
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ile genomik DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen
DNA'lar igin spektrofotometrik 6l¢cim yapildi
(Nano-drop/ ABD). Calisma icin 10-50 ng/pl
DNA kullanild.

Y kromozomu mikrolesyonlarinin
belirlenmesinde “GML Y  Chromosome
Microdeletion Detection Kit” (Life Technologies/
ABD) kullanildi. Kit toplam 14 STS bdlgesine
ait marker icermektedir. Bunlardan 12’si AZF
(AZFa, b, c ve d) de gorilen en yaygin delesyon
bdlgelerinin belirlenmesi icin dizayn edilmis ve
erkek infertilitesi ile iligkili oldugu bilinen 6nceden
haritalanmis STS bolgelerini (sequence-tagged

site)  icermektedir  (AZFa[SY84(DYS273),
SY86(DYS148), AZFa(Prox2),
AZFb[SY127(DYS218), SY133(DYS223),

SY134(DYS224), RBMY],AZFd(proximalAZFc)
[SY152(DYS236), SY153], AZFc[SY254(DAZ),
SY255(DAZ), SY157(DYS240)). Diger iki
bdlgeden biri SY14(SRY) digeri ise internal
kontrol olarak AMXY (Amelogenin) bdlgesidir.

Y kromozom mikrodelesyon Kkiti icindeki
protokole gore her bir 6rnek i¢cin PCR (polimeraz
zincir reaksiyonu) karisimi hazirlandi. Uygun
PCR programi ile polimeraz zincir reaksiyonu
gerceklestiriidi (PCR system 9600 Thermal
Cycler / ABD). Her galisma igin ayrica bir pozitif
kontrol PCR’1 (14 STS bodlgesinde delesyon
olmadigi bilinen erkek DNAsi ile yapilmis
PCR) ve negatif kontrol PCR’I (kadin DNA'si
ile yapilan) kullanildi. Elde edilen PCR Urlnleri
pozitif ve negatif kontrol PCR’I ile “ABI Genetik
Analiz Sistemi-3100” (Applied Biosystems/
ABD)e yuklenerek kapiller elektroforez
yontemiyle fragman analizi yapildi.

Bulgular

675 infertil erkek hastanin konvansiyonel
sitogenetik ve molekiler analiz sonucunda

toplam 98 hastada (%14,52) anomali
belirlenirken, 577 hasta (%85,48) normal
bulundu (Tablo 1). Anomali belirlenen hastalarin
77’sinde (75+2) kromozomal anomali, 23’Unde
(21+2) Y mikroledelesyon belirlendi. Anomali
belirlenen bu hastalarin 2’si hem kromozomal
anomaliye hem de Y mikrodelesyona sahipti.
Hastalarda belirlenen anomaliler ve hasta
sayllari Tablo 2 ve 3’de 6zetlenmisgtir.

Tartisma

Erkek kaynakli infertilitede, kromozomal
ve molekiler genetik nedenlerin roli bir¢cok
calismada acikca gosterilmektedir. infertil
erkeklerde, kromozomal anomali  orani
%2,2 ile %14,3 (ortalama %7,1) arasinda
degismektedir [2, 3]. Van Assche ve ark.’nin
[16] azoospermik erkeklerde yaptidi calismada
kromozomal anomali orani (%13,7-15,4),
oligozoospermik erkeklere (%1,7-4,6) oranla
daha yiksek bulunmustur. Vicdan ve ark.’nin
[5] calismalarinda, calisilan 208 infertil
erkegin 7’sinde (%3,4) kromozomal anomali
belirlenmistir. Bizim c¢alismamizda, %11,40
oraninda belirlenen kromozomal anomali
literatur ile uyumlu olarak degerlendirilmistir [3,
5,14, 17, 18].

infertil erkeklerdeki kromozomal anomaliler
siklikla, cinsiyet kromozom  anomalileri,
robertsonian translokasyonlar, resiprokal
translokasyonlar, inversiyonlar (perisentrik ve
parasentrik) ve markir kromozomlardir [2, 5].
infertil erkeklerin %3’linde gorilen Klinefelter
sendromu (47,XXY) en sik rastlanan cinsiyet
kromozom andploidisidir [4, 6]. Klinefelter
sendromuenyaygin(%14)azoosperminedenidir
bazen siddetli oligozoospermide de gorulebilir
[3, 6]. Calismamizda 77 hastada kromozom
anomalisi saptanmistir. Bunlardan 48 hastada
47 ,XXY genotipi bulunmustur ve %62,3 oraniyla

Tablo 1. infertil hastalarda belirlenen anomalilerin sayi ve yiizdeleri

Sonuglar Hasta Sayisi (%)

Genetik duzensizligi olan toplam olgu 98 (14,52) **75+2 anomalili karyotip
**21+2 mikrodelesyon

Genetik dlzensizligi olmayan toplam olgu ‘577 (85,48)

Toplam olgu 675

‘Normal olarak belirlenen 572 hastanin bazilarinda perisentrik inversiyon [inv9(p11q13)] belirlenmistir. inversiyonlar yapisal kromozomal degisim
olmakla beraber, 9. kromozoma ait bu bélgeleri icine alan perisentrik inversiyonlar toplumda %1-1,5 arasinda klinik ve fenotip olarak normal
bireylerde de goérildugdu igin, normal kromozomal polimorfizm olarak dederlendirilmis ve anomali oranlarina eklenmemistir

** 2 hastada anomalili karyotip+Ymikrodelesyon birlikte belirlenmistir
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Tablo 2. Anomalili karyotipe sahip hastalarin sonuglari

Karyotip

Hasta Sayisi

47 XXY (Klinefelter Sendromu)
mos 47,XXY[42]/46,XX[8]
mos 45,X[50]/46,XY[15]

mos 46,XY[47]/47 XXY[3]
*mos 46,XY[5]/45,X[20]

47 XYY
46,XY,t(9;14)(q10;910)
46,XY,t(5;7)(912;p21) de novo
46,XY,1(2;7)(q21;932)
46,XY,t(15;22)(p12;q13)
46,XY,1(10;21)(q11.2;22)
46,XY,inv(12)(p11.2913)
46,XY,t(3;12)(p21;p13 )
46,X,t(Y;12)(912;922)
46,XY,1(1;4)(q12;p16)
46,XY,1(1;4)(q12;p16)
46,XX(SRY+)
46,X,t(Y;1)(p36;912)
**46,X,der(Y)
45,XY,rob(13;15)(q10;910)
45,XY,rob(13;14)(q10;910)
45,X,inv(12)(p11.2913)[15]/46,XY,inv(12)(p11.2913)[15]

45,X[8]/46,X,r(Y)[12].ish subtel(X;Y)(XYQ+,XYP+,XYQ-,XYP-) (Miks gonadal disgenezi)

Toplam

*mos 46, XY[5]/45, X[20] hastada ayni zamanda Sy127(Azfb), Sy133(Azfb), Sy134(Azfb),
RBMY, Sy157(Azfc), Sy254(Azfc), Sy255(Azfc), Sy152(Azfd), Sy153(Azfd) bolgelerinde

delesyon saptanmistir

**46,X,der(Y) hastada ayni zamanda Sy127(Azfb), Sy133(Azfb), Sy134(Azfb),
RBMY, Sy157(Azfc), Sy254(Azfc), Sy255(Azfc), Sy152(Azfd), Sy153(Azfd) bolgelerinde

delesyon saptanmistir

en fazla buldugumuz kromozomal anomalidir.
Geriye kalan 29 hastada ise resiprokal ve
robertsonian translokasyon, inversiyon, ring
kromozom, cinsiyet anomalileri gibi degisimleri
kapsayan anomaliler belirlenmistir. Dengeli

resiprokal otozomal translokasyonlar ve
robertsonian tranlokasyonlar, inversiyonlar,
ring kromozomlar spermatogeneziste

olusturabilecekleri hatalardan dolayi infertiliteyle
iliskilendiriimektedirler ~ [3].  Hastalarimizda
belirledigimiz anomalili karyotip sonuglari ve
sayllari Tablo 2'de ayrintili sekilde verilmistir.
Sonuglar, kromozomal anomalinin infertil
erkeklerde goérulme sikligini ve sitogenetik
analizlerin dnemini desteklemektedir.

Sitogenetik anomalilerin  yani  sira, Y
kromozomunun uzun kolundaki Yq11.23’e
lokalize AZF bolgesindekidelesyonlar daoldukca
Onemlidir. AZF bdlgesinin erkek infertilitesi ile
iliskilendiriimesi ilk defa 1976 yilinda Tiepolo
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ve Zuffardi tarafindan yapilmistir [7]. Bugiine
kadar yapilan bircok ¢calisma ile de Y kromozom
mikrodelesyonlari  ve infertilite arasindaki
iliski desteklenmistir [3, 5, 19, 20]. Literattrde
Y kromozomunda mikrodelesyon orani %1
ile %55 arasinda oldukca genis bir degisim
gostermektedir [1, 3, 6]. Calismaya alinan
hastalarin dahil olma kriterleri, hastalarin klinik
tanimlanmalari bu oranlar etkileyebilmektedir.
AZF Dbolgesi delesyonlari, erkek infertilitesi
olgularinin  sik gorilen nedenlerindendir.
Literatlrlerden elde edilen sonuglara gére en
fazla delesyon AZFc’'de bulunan DAZ (%95)
bdlgesinde gorilmektedir [2, 3].

Bizim galismamizdainfertil 675 erkek hastada
Y kromozom mikrodelesyon orani %3,40 olarak
belirlenmistir. Delesyon belirlenen toplam 23
hastanin 2’sinde AZFa (%8,7) bdlgesinde, 1
hastada AZFb (%4,3), 13 hastada AZFc+d
(proksimal AZFc) (%56,6), 6 hastada AZFb+c+d
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(%26,1), 1 hastada AZFc+d+kismi AZFa (%4,3)
bolgelerinde mikrodelesyon saptanmistir (Tablo
3). Hastalarimizda Y kromozom mikrodelesyon

arastirmasi sonucunda en fazla delesyon
gérdugumuz bdlge DAZ bdlgesinide iceren
AZFc bdlgesidir.

Tablo 3. infertil hastalarin Y kromozomu mikrodelesyon testi sonuglari

Delesyon Bolgeleri Hasta Sayisi
AZFa AZFb AZFc AZFd
AZFa (Prox2), Sy84, Sy86 2 (AZFa)
Sy127,Sy133,  Sy157, Sy254, Sy255  Sy152, 6 (AZFb+AZFc+AZFd)
Sy134, RBMY Sy153
RBMY Sy157, Sy254, Sy255  Sy152, 1 (Kismi AZFb+AZFc+AZFd)
Sy153
Sy127, Sy133, 1 (AZFb)
Sy134, RBMY
Sy157, Sy254, Sy255  Sy152, 13 (AZFc+AZFd)
Sy153
Toplam 23
Cesitli yapisal ya da sayisal Kaynaklar
kromozomal anomalilerin, Y kromozomu

mikrodelesyonlarinin, erkek infertilitesinin altta
yatan bir nedeni oldugu agiktir. Y delesyonlarinin
ortaya konulmasi ayrica diagnostik, prognostik
ve koruyucu hekimlik olarak &énemli bir
parametredir [21]. Ornegin  azoospermik
erkeklerde saptanabilecek komplet AZFa veya
AZFb delesyonu, testikuler sperm elde edilmesi
acisindan negatif prognostik degder olarak
yorumlanmaktadir. AZFd delesyonlari ise hafif
oligozoospermi ya da normal sperm sayisina
ragmen anormal sperm morfolojisine neden
olabilmektedir [13].

Sonug¢ olarak, calismamiz, infertil erkek
hastalara kromozom analizi ve Y kromozom
mikrodelesyon testlerinin yapilimasinin
ve yardimci Ureme tekniklerini se¢meden
once bu testlerin sonuglarinin g6z o6ninde
bulundurulmasi gerektigini gdstermektedir. Elde
edilen sonuglar tedavi prognozunun belirlenmesi
icin dnemlidir.
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