ARASTIRMA YAZISI | ORIGINAL ARTICLE

Erkek Ureme Saglig

Androl Bul 2023;25:154-158
https://doi.org/10.24898/tandro.2023.79058

Primer infertil erkeklerdeki Y-kromozom

mikrodelesyon sikligi

Frequency of Y-chromosome microdeletion in primary infertile men

Ozglr Balasar'®, Savas Baris?

AMAC: Y kromozomu iizerinde testis gelisiminde rol alan SRY (sex-de-
termining region Y) bolgesi ve spermatogenez ile iligkili genler bulunur.
Uzun kolu, azospermi faktorii (AZF) bolgesini (AZFa, AZFb ve AZFc
alt bolgeleri) icerir. Bu bélgedeki mikrodelesyonlar azospermi ve oligos-
permiden sorumludur ve erkek infertilitesine neden olur. Bu ¢alismanin
amact, primer infertiliteye sahip azospermili ve oligospermili erkek has-
talarda Y kromozomunun AZF bélgesindeki mikrodelesyon insidansini
analiz etmektir.

GEREC ve YONTEMLER: Aralik 2020-Aralitk 2022 tarihleri arasinda top-
lam 206 erkek hasta analiz edildi. Azospermi ve oligospermi tanist se-
men analizine dayanilarak konuldu. Calismaya karyotipi normal olan
hastalar alindi. Azospermi fakeérii bélgesindeki mikrodelesyonlarin ke-
sin teshisi icin Avrupa Androloji Akademisi (EAA) ve Avrupa Molekiiler
Genetik Kalite Aginin (EMQN) tavsiyesini icine alan 20 farkli sekans
isaretli bolge (sequence tagged sites/STS) kullanildi. Her bélge, polime-
raz zincir reaksiyonu (PZR) yéntemi ile ¢ogaluldi ve ABI 3500 DNA

Sekans cihazinda fragman yontemiyle analiz edildi.

BULGULAR: Karyotipi normal olan 206 hastanin 17’sinde Y kromozo-
munun AZF bdlgesinde (%8,3) mikrodelesyon saptandi. Calisma ile
popiilasyonumuzdaki AZF nin her alt bélgesinin delesyonlarint belirle-
dik. AZFc bdlgesinde mikrodelesyonlarin varligs en sik goriilendi. b2/b4
tam AZF/c mikrodelesyonlars, gr/gr kismi AZF/c delesyonundan daha
yiiksekti.

SONUC: Calisma, primer infertil erkek hastalarda AZF alt bolgeleri-
nin mikrodelesyon insidansinin %8,2 oldugunu ve prognostik agidan
onemli oldugunu dogruladi. Y kromozom mikrodelesyon sikliginin lite-
ratiir ile uyumlu oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler: AZF bélgesi, azospermi, oligospermi, primer erkek
infertilitesi, Y-kromozom mikrodelesyonu
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ABSTRACT

OBJECTIVES: There are SRY (sex-determining region Y) region, which
plays a role in testicular development, and genes related to spermatogenesis
on the Y chromosome. Its long arm contains the azoospermia factor
(AZF) region (AZFa, AZFb, and AZFc subregions). Microdeletions in
this region are responsible for azoospermia and oligospermia and cause
male infertility. The aim of this study was to analyze the incidence of
microdeletion in the AZF region of the Y chromosome in male patients
with primary infertility with azoospermia and oligospermia.

MATERIAL and METHODS: A total of 206 male patients were analyzed
between December 2020 and December 2022. The diagnosis of
azoospermia and oligospermia was made based on semen analysis.
Patients with normal karyotype were included in the study. For the
definitive diagnosis of microdeletions in the AZF region, 20 different
sequence tagged sites (STS) were used, including the recommendation
of the European Academy of Andrology (EAA) and the European
Molecular Genetics Quality Network (EMQN). Each region was
amplified by polymerase chain reaction (PCR) method and analyzed by
fragment method in ABI 3500 DNA Sequence instrument.

RESULTS: Microdeletion was detected in the AZF region of the Y
chromosome in 17 of 206 patients (8%, 3) with normal karyotype.
With the study, we identified the deletions of each subregion of AZF in
our population. The presence of microdeletions in the AZFc region was
most common. b2/b4 complete AZF/c microdeletions were higher than

the g/gr partial AZF/c deletion.

CONCLUSION: The study confirmed that the incidence of microdeletion
of AZF subregions in primary infertile male patients was 8%,3 and
was prognostically significant. The frequency of Y chromosome
microdeletion was found to be consistent with the literature.

Keywords: AZF region, azoospermia, oligospermia, primary male
infertility, Y-chromosome microdeletion

erkek infertilitesinin ikinci en sik goriilen genetik nedeni-
dir.”” 1976'da Tiepolo ve Zuffardi, Y kromozomu deles-
yonlart ile erkek infertilitesi arasinda bir korelasyon oldu-
gunu o6ne siiren ilk kisilerdi.®”! Azosperminin nedeninin
Y kromozomlarindaki delesyonlar oldugunu belirttiler ve
Y kromozomu uzun kol lokusu 11'de (Yq11) yer alan bir
genetik faktortin erkek germ hiicresi gelisimi icin énemli
oldugunu ileri siirdiiler.® Y kromozomunun uzun kolu-
nun okromatik kismindaki interstisyel mikrodelesyonlar,
idiyopatik primer testikiilopatilerin (azoospermi ve siddetli
oligozoospermi) %10—15’inde goriiliir."** 1996'da Vogt ve
arkadaslari, Yql1'de azospermi fakeorii (AZF) olarak ad-
landirilan, tekrar tekrar silinen ii¢ bélge tanimladi.'® AZF
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bolgesi, proksimal kisitmda AZFa, orta bolgede AZFb ve
distal bélgede AZFc olarak adlandirilan ti¢ alt bolgeye bo-
linmisgtir. Bu béliumler, spermatogenez ve testis gelisimi
ile ilgili genleri igerir. Bu bolgenin mikrodelesyonlar1 ge-
nellikle spermatogenetik kusurlar ve erkek infertilitesi ile
iliskilidir. Bununla birlikte, AZFdeki mikrodelesyonlar, en
yaygin yapisal kromozomal kusurlardir ve erkek kisirligi-
nin 6nde gelen nedenidir.”’

Mikrodelesyon tipi ile sonugta ortaya ¢ikan sperm kusuru
arasindaki iligki hakkinda kesin bir fikir birligi olmamasi-
na ragmen, AZFadaki mikrodelesyonlar ¢cogunlukla Sertoli
cell-only sendromuna yol acar, AZFbdeki delesyonlar ma-
yoz I'de kesintiye neden olur ve AZFcdeki delesyonlar ise
hipospermatogenez ile sonuglanarak siddetli azospermi
veya oligospermiye ilerler. AZFc bdlgesinin komplet deles-
yonlarinin (3,5Mb b2/b4) yaninda parsiyel delesyonlarida
goriilmektedir (1,6Mb gr/gr, 1,8Mb b2/b3 ve 1,6Mb b1/
b3).®! AZFc'nin sik goriilen parsiyel delesyonu olan gr/gr
mikrodelesyonu, b2/b4 alaninin yaklagik yarisini kapsar ve
etnik ve jeopolitik kokene bagli olarak farkli fenotiplerle
tanimlanabilir.®’ AZF mikrodelesyonlari, genellikle karyo-
tipleme ile fark edilemeyecek kadar kiiciiktiir, ancak mole-
kiiler biyoloji teknolojisinin ilerlemesiyle artik multipleks
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi ile kisa siire-
de taninabilmektedir."” Avrupa Androloji Akademisi ve
Avrupa Molekiiler Genetik Kalite Agt, Y kromozomundaki
mikrodelesyonlarin tanimlanmast icin SY84/SY86 (AZFa),
SY127/SY134 (AZFb) ve SY254/SY255 (AZFc) dahil ol-

mak iizere en az alu bolgenin bakilmasini 6nermektedir.

Calismamiz, primer infertil erkek hastalardaki Y kromozom
mikrodelesyonlarinin sikligini belirlemeyi amagladi. Y kro-
mozom mikrodelesyonlar: klinik bulgulara ve hatta semen
analizlerinin sonuglarina dayanilarak tahmin edilemeyece-
ginden AZF bolgesinin her bir alt bélgesini analiz ettik.

GEREC ve YONTEMLER

Aragtirma grubu Aralik 2020-Aralik 2022 tarihleri arasin-
da hastanemiz Tibbi Genetik poliklinigine Y kromozom
mikrodelesyonlarinin incelenmesi icin sevk edilen hastalar
arasindan segildi. Hastalar primer infertiliteye sahip, kar-
yotipi normal, azospermik veya oligospermik, 18 yasindan
biiyiik, erkek bireylerdi. Dogustan vaz deferens yoklugu,
obstriiktif azospermi, kistik fibrozun neden oldugu inferti-
lite, anormal karyotipe sahip olan, testis tiimorii olan veya
kemo veya radyoterapi goren hastalar ¢alisma digi birakildi.
Spermatogenezis bozuklugu olan, 92 non-obstriiktif azos-
permik, 114 oligospermik toplam 206 primer infertil erkek
hasta incelendi. Semen analizi Diinya Saglik Orgiitii tara-

findan belirlenen normal standart kriterlere gore yapildi.!"
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Genomik DNA eldesi igin periferik kan 6rnegi kullanil-
di. Elde edilen DNA materyalinden, AZF bélgesi icin ta-
sarlanarak asagida adlari belirtilen 20 farkli sekans isaretli
bélgeye (sequence tagged sites/STS) bakildi. Her bolge,
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile ¢ogaltld:
ve ABI 3500 DNA Sekans cihazinda fragman y6ntemiy-
le analiz edildi. Incelenen bélgeler, AZFa i¢in sY82, sY83,
sY84, sY86, sY88, sY1065; AZFb icin sY105, sY121,
sY127, sY134, sY143, sY153; AZFc icin sY254, sY255,
sY160(terminal), sY1191(gt/gr), sY1291(gr/gr) ve kontrol
bolgeleri AmelXY, SRY (sY14) ve ZFX/Y idi. Kromozom
anomalisi veya Y kromozomunda mikrodelesyon saptanan

hastalara genetik danismanlik verildi.

BULGULAR

Karyotipi normal, azospermi veya oligospermiye sahip olan
primer erkek infertilite tanili 206 hasta calismaya dahil
edildi. Iki yiiz alti hastanin 92’sinde azospermi, 114’tinde

ise oligospermi vardi. Hastalarin yas ortalamasi 29,1 idi.

Hastalarin 17’sinde Y kromozomunun AZF bélgesinde
(%8,2) mikrodelesyon tespit edildi. Y kromozomunun
AZF Dbélgesinde mikrodelesyonlart olan 17 hastanin
detayli delesyon ozellikleri ve spermiogram sonuglari
tabloda gosterildi (Tablo 1). Bu 17 hastanin 11°i azos-
permik, 6si oligospermikti. Spesifik AZF alt bélgesinde
delesyonlari olan hasta sayilart su sekildeydi; AZFa de-
lesyonlu iki hasta, AZFb delesyonlu ii¢ hasta, AZFbc

Tablo 1. Y kromozomunun AZF bolgesinde
mikrodelesyonlari olan 17 hastanin detayli delesyon
ozellikleri ve spermiogram sonuglari

Balasar ve Baris ® Primer infertil erkeklerdeki Y-kromozom mikrodelesyon sikligi

Hasta Delesyoﬂnlu A.ZF Spermiogram
alt bélgesi sonucu
Hasta 1 AZFa Oligospermi
Hasta 2 AZFa Oligospermi
Hasta 3 AZFb Azospermi
Hasta 4 AZFb Azospermi
Hasta 5 AZFb Oligospermi
Hasta 6 AZFbc Azospermi
Hasta 7 AZFc (b2/b4) Azospermi
Hasta 8 AZFc (b2/b4) Azospermi
Hasta 9 AZFc (b2/b4) Azospermi
Hasta 10 AZFc (b2/b4) Azospermi
Hasta 11 AZFc (b2/b4) Azospermi
Hasta 12 AZFc (b2/b4) (Terminal) Azospermi
Hasta 13 gr/gr delesyonu Oligospermi
Hasta 14 gr/gr delesyonu Azospermi
Hasta 15 gr/gr delesyonu Oligospermi
Hasta 16 gr/gr delesyonu Oligospermi
Hasta 17 gr/gr delesyonu Azospermi
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delesyonlu bir hasta, AZFc delesyonlu alti hasta ve gr/
gr delesyonlu 5 hasta idi (Tablo 2). AZFc alt bolgesin-
deki mikrodelesyonlarin, AZFb ve AZFa alt bélgelerine
gore daha sik rastlandig: gosterildi. AZFc delesyonlu bir
hastada delesyon terminal heterokromatin bélgesine ka-
dar uzaniyordu. Calisma popiilasyonumuzda b2/b4 tam
AZFc mikrodelesyonlar1, gr/gr kismi AZFc delesyonun-
dan daha ytksekti. Azospermi fakeorii bolge mikrode-
lesyon orant azospermik hastalarda %11,9, oligosper-
mik hastalarda %5,3 oldugu goriildi.

Tablo 2. Spesifik AZF alt bolgesinde delesyonlari olan hasta
sayilari ve delesyon tipleri

Delesyonlu AZF alt bélgesi tipi Hasta sayisi (n=17)

AZFa 2
AZFb 3
AZFbc 1
AZFc (b2/b4) 6
gr/gr delesyonu 5

TARTISMA

Infertilite, evli bir ciftin bir yillik korunmasiz cinsel iliskiye
ragmen ¢ocuk sahibi olamama durumu olarak tanimlamis-
ur. Y kromozomal mikrodelesyonlari, erkek infertilitesinin
ikinci en yaygin genetik nedenidir. Bu delesyonlar, Y kro-
mozomunun uzun kolunun ékromatin kisminin delesyon-
laridir ve dogrudan bu bélgedeki spermatogenezden sorum-
lu genlere zarar verdigi varsayilmaktadir. Mikrodelesyonlar,
genel popiilasyonda yaklagik 4000 erkekten birinde mey-
dana gelir, ancak infertil erkekler arasinda sikligi énemli
olctide artar.”” Azospermik erkeklerde mikrodelesyon sik-
lig1 oligozoospermik erkeklerden daha yiiksektir.””! Son on
yilda, bir dizi arastirma ve klinik enstitii infertil erkeklerde
mikrodelesyonlarin taranmasini tanimladi ve bu tip Y kro-
mozomal bozukluklarin molekiiler teshisi, bu problemlerle
ilgilenen diinya ¢capindaki laboratuvarlarin énemli bir tes-
his testi haline geldi.">'* Diinya genelinde infertil erkek-
ler arasindaki Y kromozom mikrodelesyon sikligi bélgeden

bolgeye farklilik gosterir."

Mevcut ¢alisma ile Y kromozom mikrodelesyonlar: yay-
ginlik agisindan degerlendirildi ve primer infertil erkekler
arasindaki AZF alc tipleri belirlendi. Primer infertil erkek
hastalarin %8,2’sinde AZF bélgesinde delesyon tespit et-
tik. Azospermi faktdrii bolgesindeki delesyonlar: dogru-
lamak amaciyla belirtilen dizi se¢imi kriterlerine ragmen,
literatiirde delesyon taramasi sirasinda héla farkli frekans

degerleri buluyoruz ve sonuglarimiza kargilik gelen net bir

genotip-fenotip korelasyonu yok. Behulova ve ark., mikro-
delesyon sikligini %3,35 distik bulurken, Al-Qaisi ve ark.,
ise %61,33 gibi yiiksek bir oranda bulmas: literatiirdeki
farkliliga o6rnekeir.’®'® Ayrica, mikrodelesyon sikligini
Khalaf ve ark., 100 hastada %64 olarak ve Hanoon ve ark.,
ise 40 hastada %65 olarak bildirdi."”'® Literatiirde, calis-
mamizdaki benzer oran Khabour ve ark., tarafindan %38,3
olarak bildirilmis ama hasta sayisinin az olmast (n=34)
ve tim hastalarin azospermik olmasi ile ¢aligmamizdan
ayrilmaktadir."® Ulkemizde de birgok calismada mikro-
delesyon oranlart farkls bildirilmistir. Salvarct ve ark.,nin
yaptgl cok merkezli calismada, 357 hastadaki mikrodeles-
yon sikligt %7 olarak bulunmustur.*” Ayrica Gezdirici ve
ark.’nin tek merkezli calismasinda ise 437 hastadaki mikro-
delesyon siklig1 %10,1 olarak bildirilmistir.?" Azospermik
veya oligospermik primer infertil erkeklerde mikrode-
lesyon sikliginin degisken oldugu agikur. Bu farkliliklar,
mikrodelesyon tanisinda kullanilan gesitli STS marker say:
ve tipleri, ¢alismaya alinan infertil hastalar icin kullanilan
kriterlerdeki farkliliklar, ¢alisma drnekleminin buytukligi,
cevresel etkiler ve calismalarin farkls etnik popiilasyonlarda

yapilmasi olabilir.

En sik goriilen delesyon tipi AZFc bolgesi delesyonudur
(-%80), ardindan AZFa (%0,5—4), AZFb (%1-5) ve
AZFbc (%1-3) delesyonlar: gelir.” Calismamizda da go-
riilebilecegi gibi en sik delesyon yeri AZFc alt bolgesidir.
AZFc bolgesinin i¢ine alan terminal delesyonlar (sY160’in
yoklugu) daha ¢ok mozaik karyotip (46,XY/45,X) ile ilis-
kilidir ve bu nedenle karyotip analizi istenmelidir. 45,X
hiicre dizilerinin varlig, testikiiler spermatozoanin varligt
i¢in olumsuz bir prognostik faktdr olarak kabul edilmistir.
1221 Bir hastamizda terminal bélgeyi kapsayan AZFc deles-

yonu vard1 ve karyotipi normaldi.

Yq'nin de novo delesyonlari, erkeklerde en sik gériilen kro-
mozomal anormalliklerden biridir ve mayoz veya erken
preimplantasyon gelisimi sirasinda DNA tekrar dizileri-
nin uzun uzantlari arasindaki rekombinasyon olaylarin-
dan kaynaklandigina inanilmaktadir.?® Bircok calisma,
AZF mikrodelesyonlarinin %80’den fazlasinin de-novo
kaynaklandigini bildirmistir.?* AZFa delesyonlar1, Yq11
proksimal bolgesinde bulunan iki insan endojen retrovi-
ral dizisi HERV15yql ve HERV15yq2’nin homolog int-
ra-kromozomal rekombinasyonundan kaynaklanir. AZFb
delesyonu, Y kromozomun uzun kolundaki palindrome
P5 ile palindrome Pl'in proksimal kolunun homolog re-
kombinasyonundan kaynaklanirken ve AZFc delesyonla-
r1, P1 palindromu ile P3 palindromunun b2 ve b4 alt
amplikonlarinin homolog rekombinasyonundan kaynak-

lanmaktadir.!?®!
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AZFa bolgesinin total delesyonunda basarili intrasitoplaz-
mik sperm enjeksiyon sansi sifira yakindir.”! Total AZFb
delesyonu olan erkeklerde sperm hiicresi bulma olasiligt
belirgin sekilde daha diisiiktiir veya mikroskobik testi-
kiiler sperm ekstrasyonu (TESE) sansi sifirdir.?®! AZFc
delesyonlari daha az patojeniktir, bu nedenle tam AZFc
delesyonu durumunda TESE sanst %50dir.”” Kismi de-
lesyonun, sonraki nesillerde tam bir AZFc delesyonuna
kadar genisleyebilir, ancak bu spesifik risk hakkinda nihai
sonuglara varmak igin veriler su anda yetersizdir.”! Gr/
gt delesyonunun testis kanseri icin genetik risk fakedri
olabilecegi belirtilmistir ancak bu iliskinin daha biyiik
bagimsiz calisma popiilasyonlar: tizerinde goésterilmesi
gerekmektedir.””! Yq delesyonlar: olan infertil erkeklerde
nérolojik problemlerin daha stk meydana geldigi de bil-
dirilmistir.[28

AZFabc olarak saptanan delesyonlar biyiik olasilikla
46,XX erkek veya iso (Y) gibi anormal karyotip ile iligkili-
dir.”?® Kromozom anormalligi (46,XX erkek) sebebiyle ¢a-
lismaya dahil etmedigimiz bir hastada AZFabc delesyonu
mevcuttu. AZFabc delesyonu genellikle sperm {iretimi ile
bagdasmaz, bu nedenle aile taramasi endike degildir.

Y kromozomu mikrodelesyonlar:, erkek infertilitesinin
toplaminda yalnizca az bir kismina neden olur, ancak
mevcut oldugunda, yapay bir tireme teknigi olarak intra-
sitoplazmik sperm enjeksiyonunun (ICSI) kullanilmasi,
bu tiir mutasyonlarin bir sonraki nesle aktarilmasina izin
verebilir.?% Yani ICSI, Y kromozomu mikrodelesyonlar:
olan infertil erkeklerin baba olmasina yardimei olurken,
infertil babalardan ogullarina gegebilecek infertilite riski-
ne dikkat edilmelidir.®" Tanimlanmis delesyonlari olan
erkeklerin, erkek ¢ocuklarinin tam bir fenotipini net bir
sekilde belirlemek miimkiin olmasa da (farkli genetik arka
plan, baba ve ogullarin fertilite potansiyelini etkileyen ¢ev-
resel faktorler), konsiiltasyonlar sirasinda bazi gergeklere
dikkat ¢ekmek miimkiindiir. Muhtemel oligospermi veya
azosperminin yani sira, 45,X Turner sendromu anomalisi
veya cinsiyet kromozomu mozaikligi formlarini gelistirme
potansiyel riski vardir. Yq delesyonlari, Y kromozomu ka-
rarsizligy ile iligkilidir. Y kromozomal mikrodelesyonlarin
tanimlanmasinin 6nemli tanisal ve prognostik degeri ol-
dugunu ve bu hastalarda genetik danigmanlik icin yararli

bilgiler sagladigini sdyleyebiliriz.

Sonu¢ olarak, calismamiz azospermik veya oligospermik
primer infertil erkek hastalarda AZF bolgesindeki mikro-
delesyonlarin sikliginin %8,2 oldugunu ve prognostik bir
bakis agisindan 6nemli oldugunu gosterdik. Y kromozomu
mikrodelesyonlarinin erken tespiti, yardimct tireme tek-
niklerinin basarisini etkileyebilir.
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