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Ozet

Y kromozomu delesyonlari, agir erkek infertilitesi ile iliskilidir. Karyotip analizi ve sitogenetik yontemlerle yapilan ¢alismalarda,
Y kromozomunun spermatogenezdeki 6nemi anlasiimistir. Y kromozomunun uzun kolunun distal bolgesindeki azospermi faktori
(AZF) bolgesi mikrodelesyonlarinin, spermatogenezi engelledigi ortaya konmustur. Bu calismada, Y kromozomunda AZF
mikrodelesyonlarinin varliginin arastirilmasi amaglanmustir. Azospermili, oligozoospermili ve normozoospermili 45 erkege ait
AZF mikrodelesyonlari polimeraz zincir reaksiyonu metodu ile saptandi. Y kromozomu mikrodelesyonlarini tespit etmek icin
AZFa AZFb ve AZFc bolgelerine ait 2ser adet sequence tagged sites (STS) bolgesi kullanildi. Kullanilan STS bolgeleri: AZFa igin,
sY84 ve sY86; AZFb icin, sY127ve sY134; AZFc icin ise, sY254 ve sY255'dir. Calismamizda azospermi grubundaki erkeklerden
birinde 400 b¢’lik sY254 (AZFc) ve 2 erkekte 126 b¢'lik sY255 (AZFc) mikrodelesyonu bulundu. Oligozoospermi ve normozoospermi
grubundaki erkeklerde arastirilan STS bolgelerine ait herhangi bir mikrodelesyon tespit edilmedi. Elde edilen sonuglar, genetik
faktorlerin infertil erkeklerde sperm tretimini etkileyebilecegini ve azospermili erkeklerde Y kromozomu mikrodelesyonlarinin
infertilite sebebi olabilecegini gostermektedir.
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Detection of Y Chromosome Azospermia Factor Microdeletions with

Polymerate Chain Reaction in Testicular Azospermic Men
Abstract

Y chromosome deletions are associated with severe male factor infertility. A significant role of the Y chromosome in
spermatogenesis was established with karyotype and cytogenetic analysis. Deletions in the long arm distal region of the Y
chromosome are known to prevent spermatogenesis. This region has been found to be effective in the regulation of spermatogenesis
and named as azospermia factor (AZF). This study has investigated the presence of AZF microdeletions of Y chromosome in 45
men with azospermia, oligozoospermia and normozoospermia by using polimerase chain reaction method. In order to search
Y chromosome microdeletions, 2 spesific sequence tagged sites (STS) were studied from AZFa, AZFb and AZFc regions. The
analyzed STS regions were sY84 and sY86 for AZFa, sY127 and sY134 for AZFb and sY254 and sY255 for AZFc. Results. In the
azospermic group one man was found to have 400 bp sY254 (AZFc), whereas two were found to have 126 bp sY255 (AZFc)
microdeletions. In men with oligozoospermia and normozoospermia none of the STS region microdeletions was detected.
Conclusion. Our results demonstrate that genetic factors may influence sperm production in infertile men and Y chromosome
microdeletions may cause infertility in men with azospermia.
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g nfertilite, ciftlerin bir yil boyunca korunmadan diizenli netik etyolojinin erkek infertilitesinde belirgin bir rol oy-
I iliskilerine ragmen gocuk sahibi olamamasidir. infertilite nadiini gostermektedir [2]. Ayni zamanda non-obstriiktif
toplumlarda yaklagik olarak % 15 siklikta goriiliir. infertil azospermi veya oligozoospermili erkeklerin % 6-18’inde
olgularin % 20’sinde sadece erkek faktorii bulunurken, Y kromozomunda mikrodelesyonlar saptanmistir [3-6].
% 40'inda erkek faktérii diger bir faktorle birlikte goriil- Tiepolo ve Zufardi [7] 1976 yilinda karyotip analiz

calismalari sirasinda Y kromozomunun sperm Uretiminde
belirgin bir rol oynadigini saptamislardir. Ayni arastiricilar,
karyotip analizi ile azospermili 6 hastada Y kromozomunun
uzun kolunda genis bir terminal delesyon bulmus ve bu

mektedir [1]. Non-obstriiktif azospermiye sahip erkeklerin
yaklastk % 12'sinde karyotip anomalisinin bulunmasi, ge-
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halde idiyopatik infertiliteli erkeklerin % 10-20'sinde Y
kromozomunun uzun kolunda bulunan ve fertilite i¢in
gerekli olan AZF bolgelerinden bazilari bulunmamaktadir.
Sitogenetik olarak teshis edilemeyen bu bolgeler AZFa,
AZFb ve AZFc olarak adlandirilir. AZF bolgesi, Y kromozo-
munun uzun kolunun 11.23 bolgesinde bulunur. Sitoge-
netik ve molekiler calismalar, Y kromozomundaki deles-
yonlarin anormal spermatogenez ile iliskili oldugunu orta-
ya koymustur [8-12].

AZF bolgeleri iginde ¢ok sayida STS bolgesi bulunmakla
birlikte, calisigimiz AZFa bolgesine ait sY84, sY86, AZFb
bolgesine ait sY127, sY134 ve AZFc bolgesine ait sY254,
sY255 bolgeleriyle yapilmis herhangi bir calismaya rast-
lanmamistir.

Bu calismanin amaci, azospermili ve oligozoospermili
infertil erkeklerde Y kromozomu tzerinde yer alan AZFa,
AZFb ve AZFc bolgelerindeki olasi mikrodelesyonlarin
bulunma sikliklarinin belirlenmesi ile birlikte, bu bolgenin
DNA analizinin azospermili erkeklerde testis biyopsisi ile
sperm varli§inin tespiti icin diyagnostik bir yontem olup
olmadiginin arastiriimasidir.

YONTEM ve GERECLER
Calhisma Grubu

Calisma i¢in 2003 ve 2004 yillari arasinda Kalamig
Tip Merkezi infertilite Tedavi Merkezi'ne infertilite tedavisi
amaciyla basvuran azospermili 32, oligozoospermili 6 ve
normozoospermili 7 olmak Gzere toplam 45 erkek segildi.
AZF mikrodelesyonlarinin azospermiye, dolayisiyla infer-
tiliteye sebep oldugunu gostermek amaci ile calismaya
dahil edilen 45 erkegin biiyik bir kismi azospermili erkek-
lerden segildi. Kontrol grubu olarak, semen analizleri nor-
mal sinirlar icerisinde olan ve son iki yil icerisinde dogal
yollardan ¢ocuk sahibi olmus normal karyotipli 45 erkek
calismaya dahil edildi. Negatif kontrol olarak, daha énce-
den yapilmis olan testlerde 46XX karyotipine sahip oldugu
bilinen bir kadina ait kan 6rnegi kullanildi.

Uygulanan Klinik Testler

Calisma icin secilen 45 erkekten alinan semen 6rnek-
leri, WHO kriterlerine gore degerlendirildi [13]. Azosper-
mili erkeklerde sperm bulunmadigi, 3 hafta arayla alinan
en az iki semen analizi ile dogulandi. Ayni sekilde oligozo-
ospermisi olan olgulardan da 3’er hafta arayla alinan iki
semen 6rnegi ile oligozoospermi varhigr dogrulandi. Ca-
lisma grubumuzda bulunan tim erkeklerin karyotip analizi
Ozel genetik tani merkezinde sitogenetik yontemlerle ya-
pildi ve tiimiiniin 46 XY karyotipine sahip oldugu bulundu.

Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanma Kosullari

Y kromozomu AZFa, AZFb ve AZFc mikrodelesyonla-
rint saptamak amaciyla galisma grubumuzdaki 45 erkek
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ve 1 kadindan K3-EDTA'li steril vakutainer tiipe 2 ml peri-
ferik kan alindi. Kanlar alindiktan sonra DNA’lari 2 hafta
icerisinde izole edilinceye kadar -20 °C’de sakland.

Uygulanan Laboratuar Analizleri

Calismaya dahil edilen tim erkeklerden alinan semen
ornekleri WHO kriterlerine gore degerlendirildi. 3-5 gtinliik
cinsel perhize maruz kalan erkeklerden alinan ejakiilatlar,
Makler sperm sayma cihazinda sayildi. Spermi olmayan
erkeklerde ise, ejakiilat 2500 g’da santrifiij edilip inverted
mikroskopta degerlendirilen pellet icerisinde spermin ol-
madigi gozlendi. Semen analizinde azospermili oldugu
sonucuna varilan 32 erkege, infertilite tedavisi icin sperm
varliginin arastirilmasi amaciyla Kalamig Tip Merkezi'nde
“Testicular Sperm Extraction” = Azospermili erkege testis
biyopsisi (TESE) uygulandi. Lokal anestezi altinda yapilan
TESE islemi ile testikiiler dokudan insizyonla alinan tiibiil-
ler, stereomikroskop altinda pargalanip, inverted mikros-
kopta sperm varligi yoniinden incelendi.

Y Kromozomu Mikrodelesyonu Tespiti ile ilgili
Yontemler

Calismaya katilan deneklerden deoksiriboniikleik asit
(DNA) izolasyonu i¢in 2 ml ventz kan 6rnekleri alinarak
K3-EDTA iceren vacutainer tiiplere alindi. DNA izolasyo-
nuna kadar -200C’ de saklanan bu kanlardan tuz ¢oktiirme
yontemiyle DNA izolasyonu yapildi [15].

Y kromozomu mikrodelesyon analizi i¢in hangi AZF
bolgesinin galisilacagi konusunda hentiiz belirlenmis stan-
dart bir prosediir olmamasi nedeniyle, European Molecular
Genetics Quality Network (EMQN) ve Clinical Molecular
Genetics Society (CMGS) tarafindan bir komisyon olus-
turularak Y kromozomu tizerinde bulunan AZF bolgelerine
ait mikrodelesyonlarin analizi igin ¢alisiimasi gereken mi-
nimum sayidaki AZF bolgeleri belirlenmis oldugundan
(Y-Chromosome Microdeletions European Guidelines),
biz de galismamizda yukarida adi gegen komisyonlarin
onermis oldugu AZF bolgeleri arasindan AZFa, AZFb ve
AZFc bolgelerinin her biri igin 2’ser adet olmak tizere
toplam 6 adet AZF bolgesini calismamiza dahil ettik [16].
Calismamizda kullandigimiz AZF bolgeleri, AZFa igin:
sY84, sY86; AZFb icin: sY127, sY134; AZFc igin: sY254,
sY255'dir. Kontrol primerleri olarak, SRY (Sex determining
region of the Y chromosome) ve ZFY (Zinc finger gene
protein on the Y chromosome) kullanildi.

AZF bolgelerine ait Y kromozomu mikrodelesyonlarini
tespit etmek amaci ile “Polimeraz zincir reaksiyonu”
(PZR)'da ileri ve geri primerler ZFY-F : 5'- ACC RCT GTA
CTG ACT GTG ATT ACA C - 3', ZFY-R : 5'- GCA CYT
CTT TGG TAT CYG AGA AAG T - 3', SRY-F : 5'- GAA
TAT TCC CGC TCT CCG GA - 3', SRY-R : 5'- GCT GGT
GCT CCATTC TTG AG - 3', sY84-F : 5' - AGA AGG
GTC TGA AAG CAG GT - 3, sY84-R : 5' - GCC TAC
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TAC CTG GAG GCT TC - 3!, sY86-F : 5' - GTG ACA CAC
AGA CTA TGC TTC - 3', sY86-R: 5' — ACA CAC AGA
GGG ACA ACC CT - 3', sY127-F: 5' —= GGC TCA CAA
ACG AAA AGA AA -3',sY127-R: 5' = CTG CAG GCA
GTA ATA AGG GA -3/, sY134-F: 5' - GTC TGC CTC
ACC ATA AAA CG - 3", sY134-R: 5' - ACC ACT GCC
AAA ACT TTC AA - 3!, sY254-F: 5' - GGG TGT TAC
CAG AAG GCA AA - 3', sY254-R: 5' — GAA CCG TAT
CTA CCA AAG CAG C-3',sY255-F: 5' —= GTT ACA GGA
TTC GGC GTG AT - 3', sY255-R: 5' = CTC GTC ATG
TGC AGC CAC- 3" kullanildi [16].

Y kromozomu tizerinde bulunan AZFa, AZFb ve AZFc
bolgelerine ait mikrodelesyonlarin analizi igin yapilan
Polimeraz zincir reaksiyonu sonunda elde edilen “Polimeraz
zincir reaksiyon (PZR)” iirlinleri, % 4'liik agaroz jelde ay-
ristirilarak ultraviyole 1sik altinda incelendi. AZF bolgele-
rine ait Y kromozomu mikrodelesyonlarinin PZR triinleri-
nin uzunluklari: SRY: 472 bg, ZFY: 495 bg, sY84: 320 bg
(AZFa), sY86: 326 b¢ (AZFa), sY127: 274 b¢ (AZFb),
sY134: 301 bg¢ (AZFb), sY254: 400 bg (AZFc), sY255: 126
b¢ (AZFc) dir. PZR Grinlerinin biytklikleri GeneRuler™
50 b¢ DNA Ladder molekdl agirlik standardt ile karsilagtiri-
larak belirlendi.

BULGULAR

Bu calismada, azospermili, oligozoospermili ve nor-
mozoospermili 45 erkek, Y kromozomu mikrodelesyon-
larinin varligr agisindan incelendi. Calismaya alinan 32
“Azospermili erkege testis biyopsisi (TESE)” yapildi. Calisma
grubuna dahil edilen erkeklerin semen 6zellikleri Tablo
1'de gosterilmistir. TESE uygulanan 32 erkegin 15’inde
sperm olmadig|, geri kalan 17’sinde ise sperm varhigi go-
rilmastir. Ejakilatta spermi olan 13 erkegin 6'si1 oligozo-
ospermili 7'si ise normozoospermiliydi.

Calisma grubumuzdaki erkeklere ait sperm sayilari
Tablo 2’de gosterilmistir. Calismaya dahil edilen toplam
45 erkekten semen orneklerinin alinmasini takiben sperm
sayimi Makler sperm sayma cihazinda yapildi. Buna gore,
tim calisma grubunun % 70’i azospermili, % 11’i sperm
sayisi 1 milyon /ml’nin altinda olan agir oligozoospermili,
% 2'si sperm sayist 5-10 milyon/ml arasinda olan hafif
oligozoospermili, % 2’si sperm sayisi 10-20 milyon/ml
arasinda olan sinirda oligozoospermili ve % 15'i ise sperm
sayisi 20 milyon/ml’nin tizerinde olan normozoospermili
oldugu belirlendi.

Y kromozomunda AZF mikrodelesyonlarinin varlig
PCR ile arastirilmistir. Bu amacla AZFa AZFb ve AZFc
bolgelerine ait 2’ser adet sequence-tagged sites (STS) bol-
gesi kullanildi. Kullanilan STS bolgeleri AZFa igin, sY84
ve sY86; AZFb icin, sY127ve sY134; AZFc icin ise, sY254
ve sY255'dir. Yukarida adlari belirtilen aday STS bolgeleri-
nin taranmasi i¢in ayri ayri PCR reaksiyonlari yapildi. Y
kromozomunun sY84 (AZFa), sY86 (AZFa), sY127 (AZFb),
sY134 (AZFb) STS bolgelerindeki incelemelerde mikrode-
lesyon saptanmadi. Calismamizda 1 erkekte 400 b¢’lik
PCR driintine sahip olan sY254 (AZFc) ve 2 erkekte 126
b¢’lik PCR drlinline sahip olan sY255 (AZFc) mikrodeles-
yonu bulundu. Y kromozomunun AZFc bélgesinde tespit
edilen sY254 ve sY255 mikrodelesyonlarinin, ¢alisma
grubumuzdaki azospermili erkeklere ait oldugu belirlendi
(Tablo 3).

Tablo 4’de azospermili erkeklere ait Y kromozomu
AZF mikrodelesyonlarinin goriilme sikliklarr verilmistir.
Azospermili erkekler, TESE sonucunda spermi bulunanlar
ve bulunmayanlar olmak Gzere iki gruba ayrilmistir. TESE’
de spermi olmayan 15 erkek ile yapilan incelemede, 3
erkekte AZFc delesyonlarinin varligi tespit edildi. Spermi
olmayan azospermi grubunda, Y kromozomunda AZF
bolgesi mikrodelesyonlarinin sikligi % 20 olarak hesaplan-

Tablo 1. Calismaya dahil edilen erkeklerin semen 6zellikleri.

Tablo 2. Calismaya dahil edilen erkeklerdeki sperm sayilar.

Ornek

Grup Semen ozelligi Sayisi
Azospermi Testis biyopsisinde spermi olmayanlar 15
Testis biyopsisinde spermi olanlar 17
Oligozoospermi  Sperm sayisi < 20 milyon/ml 6
Normozoospermi  Sperm sayisi > 20 milyon/ml 7

Semen ozelligi Sperm sayisi Erkek sayisi (%)

Azospermi 0 32 (70)
Agir oligozoospermi < 1 milyon/ml 4(11)
Hafif oligozoospermi 5-10 milyon/ml 12)
Sinirda oligozoospermi 10-20 milyon/ml 1(2)
Normozoospermi > 20 milyon/ml 7 (15)

Tablo 3. Farkli semen 6zelliklerine gére AZF mikrodelesyonlarinin dagilimi.

Delesyon tipi

Delesyonlu erkek (%) Azospermi (%) Oligozoospermi (%) Normozoospermi (%)

sY84 (AZFa) 0 0
sY86 (AZFa) 0 0
sY127 (AZFb) 0
sY134 (AZFb) 0
sY254 (AZFc) 1
sY255 (AZFc) 2

0 0

o O O O O
o O O O O
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di. TESE’de sperm bulunan erkeklerde ise mikrodelesyona
rastlanmadi. Yapilan calismada tiim azospermili erkek-
lerdeki Y kromozomu AZF bélgesi mikrodelesyonlarinin
sikligi ise % 9 olarak saptandi.

Tablo 4. Azospermili erkeklerde Y kromozomu AZF bolgesi mikro-
delesyonlarinin bulunma sikhg.

Azospermili erkekler Erkek sayisi Mikrodelesyon (%)
TESE'de spermi olmayanlar 15 3(20)
TESE'de spermi olanlar 17 0 (0)
TOPLAM 32 309

TARTISMA

Calismamizda, azospermi sebebiyle infertil olan erkek-
lerde, Y kromozomu tizerinde spermatogenezi kontrol
eden AZFc bolgesine ait mikrodelesyonlarin varligi sap-
tanmistir.

Genetik nedenlere dayali spermatogenez yetersizlikleri
ilk kez 1976 yilinda Tiepolo ve Zufardi [7] adli arastirmaci-
lar tarafindan acgiklanmis ve Y kromozomunun distal
bolgesinde (Yq) mikrodelesyona sahip 6 hasta rapor edil-
mistir. Ayni arastirmacilar Vogt ve ark. [5] tarafindan Yq dis-
tal bolgesinde spermatogenezi kontrol eden azospermi
faktori (AZF) bildirilmistir.

Spermatogenez, Y kromozomu tizerindeki AZF bolgesi
genleri tarafindan diizenlenmektedir. AZF bolgesi mikro-
delesyonlari, azospermiye veya siddetli oligozoospermiye
sebep olmaktadir [12,14,15,16]. Genel olarak, AZFa ve
b bolgesindeki komple delesyonlar, “Sertoli Cell Only
(SCO)” Sendromu adi verilen germ hiicrelerinin komple
yokluguna, AZFa veya b’deki kismi delesyonlar veya AZFc
delesyonlari testikiiler fenotipte SCO sendromuna veya
spermatogenetik duraklamadan hipospermatogeneze kadar
degisebilen sonuclar olusturmaktadir [6,16,17].

Y kromozomu mikrodelesyonlarinin varligini arastiran
ve yaklasik 3000 erkegi kapsayan calismalarin sonucuna
gore infertil erkeklerin % 7.3’linde Y delesyonu bulunmusg
olup delesyonlarin gogunun azospermili erkeklerde oldugu
gorilmistir [15]. 1995-1998 yillari arasinda Y kromozo-
munun farkli bolgelerine ait delesyonlarla ilgili olarak
azospermili ve oligozoospermili erkeklerde yapilan calis-
malara ait sonuglar Y kromozomu mikrodelesyonlarininin
hem azospermili [3,18-29], hemde oligozoospermili erkek-
lerde varolabilecegini gostermistir [3,5,28]. Biz de calis-
mamizda, AZFc bolgesine ait sY254 ve sY255 mikrodeles-
yonlarini azospermili erkeklerde % 9 oraninda saptarken,
oligozoospermili erkeklerde herhangi bir mikrodelesyon
varhigina rastlamadik.

Azospermili, oligozoospermili ve normozoospermili
erkeklerde Y kromozomunda yapilan mikrodelesyon ta-
ramalarinda, mikrodelesyon bulunma sikhigr % 1’den %
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35’e kadar farklilik gostermektedir [27,30]. Azospermili,
oligozoospermili ve normozoospermili erkekleri kapsayan
calismamizda, mikrodelesyon goriilme sikligi % 6.6 idi.
Oranlardaki bu farkhligin, mikrodelesyon analizi igin he-
niiz ortak bir protokoliin olmamasi ve farkli hasta segim
kriterlerinden kaynaklandigini diisinmekteyiz.

infertilite tedavisinde uygulanan intra cytoplasmic
sperm injection (ICSI) tedavisi ile Y kromozomu mikrode-
lesyonlari, dogacak olan erkek cocuklara da gegirilmektedir
[16]. Yapilan galismalarda Y kromozomu mikrodelesyonu-
na sahip erkeklerin, erkek cocuklarina da gegisi calisma-
larda arastirilmig, bu erkeklerin gocuklarina puberteden
itibaren androlojik incelemelerin gerektigi ve bu gocuklarin
spermlerinin, ileri yaslarda delesyona bagl sperm Gretimi-
nin durmasi ihtimaline karsi dondurularak saklanmasi ge-
rektigi vurgulanmistir [5,22,25,26,28,31].

Calismamizda azospermili, oligozoospermili ve nor-
mozoospermili erkeklerde AZFa bolgesine ait sY84, sY86,
AZFb bolgesine ait sY127, sY134 ve AZFc bolgesine ait
sY254, sY255 bolgelerindeki AZF mikrodelesyonlart ile
ilgili olarak benzer calisma grubu ve primerler secilerek
yayimlanmis herhangi bir ¢alismaya rastlayamadigimiz
icin elde ettigimiz sonuglar karsilastirmali olarak deger-
lendirilememistir.

Galismamizda, TESE incelemesinde spermi bulunmayan
3 erkegin birinin AZFc bolgesinde sY254, ikisinin AZFc
bolgesinde ise sY255 mikrodelesyonu bulunmustur.

Calisma grubumuzdaki oligozoospermili ve normo-
zoospermili erkeklerin AZFa, AZFb ve AZFc bolgelerinde
mikrodelesyon saptanmamustir.

Sonug olarak Y kromozomuna ait mikrodelesyonlarin
tanimlanmasinin prognostik nemi bulunmaktadir. Y kro-
mozomu mikrodelesyonu olan erkeklerde testis biyopsisi
alinsa bile sperm tretiminin olmama orani yliksek olaca-
gindan, sperm bulma amaci ile TESE yapilacak olan azo-
spermili erkeklere, TESE 6ncesi AZFa, AZFb ve AZFc bol-
gelerine ait mikrodelesyon varliginin arastirilmasinin uygun
olacagi diistincesindeyiz.
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