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Identification of Y chromosome microdeletions in infertile Turkish men
Infertil Tiirk erkeklerinde Y kromozomu mikrodelesyonlarinin saptanmasi
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to determine the frequencies of Y chromosome microdeletions in
infertile azoospermic and oligozoospermic Turkish men and in healthy control subjects.

Material and methods: Sixty-four azoospermic and 51 oligozoospermic patients with infertility and 70
healthy men who had a child naturally without assisted reproductive technology were included in this study.
DNA was extracted from peripheral blood samples collected from the patients. Following multiplex PCR
performed with 15 different primer sequences, Y chromosome AZFa, AZFb, AZFc and AZFd region mi-
crodeletions were determined by agarose gel electrophoresis.

Results: Y chromosome microdeletions were detected in 8 (12.5%) patients in the azoospermia group and
3 (5.9%) patients in the oligozoospermia group. The overall prevalence of Y chromosome microdeletions in
infertile men was 9.6%. Y chromosome microdeletions were not found in the healthy control group. Among
the infertile cases, there were 4 (3.48%) AZFa, 2 (1.74%) AZFb, 3 (2.61%) AZFc and 7 (6.09%) AZFd region
microdeletions.

Conclusion: The presence of Y chromosome microdeletions among azoospermic and oligozoospermic in-
fertile males suggests that routine genetic testing and genetic counseling prior to the use of assisted repro-
duction techniques are necessary.
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OZET

Amac: Bu ¢alismanin amaci azospermik ve oligozoospermik infertil Tiirk erkeklerinde ve saglikli kontrol
olgularinda Y kromozom mikrodelesyonlarinin sikliklarinin belirlenmesidir.

Gerec ve yontemler: Bu calismaya 64 azospermik ve 51 oligozoospermik infertilite olgusu ve herhangi bir
yardimecl iireme teknigi olmadan dogal yollardan ¢cocuk sahibi oldugu bilinen 70 saglikli erkek dahil edildi.
Olgularin periferik kan 6rnekleri toplanarak DNA izolasyonu yapildi. On bes farkli primer dizisi kullanila-
rak gerceklestirilen multipleks PCR isleminden sonra agaroz jel elektroforezi ile Y kromozomunun AZFa,
AZFb, AZFc ve AZFd bolge mikrodelesyonlar1 belirlendi.

Bulgular: Azospermi grubundaki 8 (%12,5) olguda ve oligozoospermi grubundaki 3 (%5,9) olguda Y kro-
mozom mikrodelesyonu belirlendi. infertil olgularin tiimii degerlendirildiginde ise mikrodelesyon orani
%9,6 olarak bulundu. Infertilite olgularinin 4’iinde (%3,48) AZFa, 2’sinde (%1,74) AZFb, 3’iinde (%2,61)
AZFc ve T’sinde (%6,09) AZFd bolge delesyonu saptandi. Kontrol grubundaki saglikli olgularda ise Y kro-
mozom mikrodelesyonu belirlenmedi.

Sonug: Azospermik ve oligozoospermik infertil erkeklerde Y kromozom mikrodelesyonlarinin bulunmasi
nedeniyle yardimci tireme teknikleri 6ncesinde rutin genetik testler yapilmasi ve genetik danismanlik ve-
rilmesi gerektigini 6nermekteyiz.

Anahtar sozciikler: AZFa; AZFb; AZFc; AZFd; erkek infertilitesi; Y kromozom mikrodelesyonu.

Giris mektedir™ Bu olgularm ortalama olarak %50’si
erkek faktoriine bagl infertilite olgularidir. Erkek
Korunmasiz diizenli iligki sonucu 1 yil igin-  infertilitesine neden olan genetik faktorler 1)
de gebeligin bagsarilamamasi olarak tanimlanan  kromozomal aneuploidiler, ii) mikrodelesyonlar

infertilite evli ¢iftlerin yaklagik %15’inde goriil-  ve iii) tek gen defektleri olarak siralanmaktadir.””
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ilk kez 1976 yilinda Tiepolo ve Zuffardi tarafindan infer-
til erkeklerde Y kromozomunun uzun kolunda delesyon
belirlenmesi sonucu Azospermi faktor bolgesi (AZF) tanimi
yapilmustir.®) Sonraki calismalar AZF boélgesinin, erkek germ
hiicrelerinin proliferasyonunda ve farklilagmasinda ©nemli
fonksiyonlar1 olan genlerin kodlandig1 bolge oldugunu gos-
termistir. AZF bolgesi AZFa (proksimal), AZFb (orta), AZFc
(distal) ve AZFd (AZFb ve AZFc arasi) seklinde birbiri ile
ortiigmeyen dort alt bolgeye ayrilmaktadir.*! Bu bolgelerde
olusan mikrodelesyonlara bagl olarak farkli fenotipik sonuc-
lar ortaya c¢ikabilmektedir.®

AZFa mikrodelesyonlar1 germinal aplazi (Sertoli cell only
syndrome, SCOS) ile iligskilendirilmektedir.” Genis AZFb
delesyon bolgesine sahip olgularda azospermi go6zlenirken
kismi AZFb delesyonunda hafif ve agir oligozoospermi feno-
tipleri olugabilmektedir.® AZFc bolgesinde meydana gelen
delesyonlar tip II SCOS ya da hipospermatogenezis nedeni
olabilmektedir.”! AZFd delesyonlar1 ise hafif oligozoospermi
olusumu ya da normal sperm sayisina ragmen anormal sperm
morfolojisi ile ortaya ¢ikabilmektedir.!'”

Infertil olgularda Y kromozom mikrodelesyonlarinin oran1 %1
ve %55 arasinda bildirilmektedir.®'"! Normal erkek popiilasyo-
nunda ise bu oran %0,7-%1 arasindadir."? Bu ¢aligmada infertil
azospermi ve oligozoospermi olgularinda ve saglikli kontrol
grubunda Y kromozom mikrodelesyonlarinin analiz edilerek
karsilagtirilmas1 amaglanmigtir.

Gerec ve yontemler

Bu calisma Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Androloji
poliklinigine infertilite nedeniyle basvuran azospermi tanisi
almis 64 olgu ile oligozoospermi tanist almis 51 olgu ve herhan-
gi bir yardimet iireme teknigi olmadan dogal yollardan ¢ocuk
sahibi oldugu bilinen 70 saglikl1 erkek olmak iizere toplam 185
olgudan olugturuldu. Olgularin her birinden EDTA’l1 tiiplere 3
mL kan 6rnegi alind1 ve tibbi 6zge¢misleri ile ilgili sorular soru-
larak kaydedildi. Caligma protokoliimiiz Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Aragtirma Etik Kurulu tarafindan 04.06.2008 tarihli
ve 08-3/9 sayili karar ile onaylandi. Kontrol ve ¢alisma grubunu
olusturan olgularin periferik kan 6rneklerinden High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche Applied Science) kullanilarak
DNA izolasyonu yapildi. Y mikrodelesyon analizi i¢in tim AZF
bolgelerindeki 14 adet mikrodelesyonun ve Y kromozomu iize-
rindeki SRY bolgesinin saptanmasinda gerekli olan STS (sY84,
sY82, sY255, sY134, sY127, sY142, sY153, sY254, sY141,
sY158,sY152,sY86,QX7,sY233) bolgelerine 6zgiil primerleri
iceren AZOpleks IV AZF belirleme kiti kullanildi (Diagen).

Her olgu i¢in 4 ayr1 PCR karisimi hazirlandi. PCR protokolii;
denatiirasyon (94°C, 15 dk), amplifikasyon (10 dongii: denatii-

rasyon (94°C, 15 sn), baglanma (61°C, 30 sn), polimerizasyon
(72°C, 45 sn), 25 dongii: denatiirasyon (94°C, 15 sn), baglanma
(59°C, 30 sn), polimerizasyon (72°C, 45 sn)), polimerizasyon
(72°C, 4 dk) seklinde gerceklestirildi. Daha sonra PCR iiriin-
leri %3’likk agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi ve PCR
karigimlarinin icerdigi STS bolgelerine 6zgiil PCR iiriinlerinin
biiytikliikleri degerlendirildi.

istatistiksel analiz

Azospermi, oligozoospermi ve kontrol gruplarinda Y mikrode-
lesyon bulgular1 Fisher’s Exact Test ve ¢ok gozlii ki kare testi
kullanilarak karsilagtirildi.

Bulgular

Bu c¢alismaya 70 saglikli kontrol, 64 azospermi ve 51 oligozo-
ospermi olgusu dahil edilerek Y kromozom mikrodelesyonlari
analiz edildi. Kontrol, azospermi ve oligozoospermi grup-
larinin yas ortalamalari sirasiyla 40,48+8,38; 3546+4,82 ve
36,80+5,39 olarak saptandi.

Azospermi ve oligozoospermi gruplarindaki Y kromozom
mikrodelesyon bulgular1 Tablo 1°de gosterildigi sekilde belir-
lendi. Azospermi grubundaki 64 infertil olgunun 8’inde
(%12,5, %95 CI: %1,35-%14,65), oligozoospermi grubundaki
51 olgunun 3’iinde (%5.,9, %95 CI: %1,68-%7,68) Y kromo-
zom mikrodelesyonu belirlendi (Tablo 1, Sekil 1). Infertil
olgularin tiimii degerlendirildiginde ise mikrodelesyon ora-
ninin %9,6 oldugu belirlendi. Azospermi, oligozoospermi ve
kontrol gruplar kargilastirildiginda Y mikrodelesyonu tagima
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Olgu 1 Olgu 2

Sekil 1. Multipleks PCR analiz sonuglari; 1. Sira: 50 baz cift
molekiil agirlikli marker; 2-5. siralar Olgu 1; 6-9 siralar Olgu

2. Olgu 1’de sY254%*, sY158** ve sY152*** bolgelerinde
delesyon bulunmustur. Olgu 2’de delesyon belirlenmemistir.




Turkish Journal of Urology 2013; 39(3): 170-4
doi:10.5152/tud.2013.035

Tablo 1. Azospermi ve oligozoospermi olgularinda belirlenen AZF bolge delesyonlari

AZFa AZFb AZFc AZFd
sY(82) sY(84) sY(86) sY127 sY134 sY142 sY141 sY158 sY233 sY254 sY255 QX7 sY152 sY153
Olgu 1 X
Olgu 2 X
Olgu 3 X
Olgu 4 X X
Azospermi Olgu 5 X X X
Olgu 6 X X X X X
Olgu 7 X
Olgu8 x X X X X X X X X
Olgu 9 X
Olgu 10 X
Oligozoospermi Olgu 11 X

AZF: Azospermi faktor bolgesi

Tablo 2. Azospermi, oligozoospermi ve kontrol
olgularinda mikrodelesyon oranlarmin karsilastiriimasi

Grup Mikrodelesyon Mikrodelesyon p
(C)) )
Azospermi (n=64) 8 56
%12.,5 %875
Oligozoospermi (n=51) 3 48 0.004
%59 %94,1 |
Kontrol (n=70) 0 70
%0 %100

oraninin azospermi ve oligozoospermi gruplarinda anlaml
olarak arttig1 (p=0,004, Tablo 2), tiim infertil olgular kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda benzer sekilde bu oranin olgu
grubunda anlamli olarak arttig1 belirlendi (p=0,007, Tablo 3).
Kontrol grubu ile kargilastirildiginda, azospermili olgular-
da y mikrodelesyonu tasima oraninin anlamli olarak arttigi
(p=0,002) ancak oligozoospermili olgularda anlamli bir fark
olmadig1 gozlendi (p=0,072).

Infertilite olgularinin 4’iinde (%3.,48) AZFa, 2’sinde
(%1,74) AZFb, 3’tinde (%2,61) AZFc ve 7’sinde (%6,09)
AZFd bolge delesyonu saptandi. Azospermi grubundaki bir
olgunun tiim AZF bolgelerinde, 2 olgunun AZFc ve AZFd
bolgelerinin her ikisinde mikrodelesyon bulundu. Yedi
infertilite olgusunda ise sadece tek bir AZF bolgesinde
mikrodelesyon belirlendi.

Calismamiza dahil edilen 70 saglikli kontrol olgusunda Y kro-
mozom mikrodelesyonu saptanmadi.

Tablo 3. Infertil (azospermi + oligozoospermi) ve kontrol

gruplarinda mikrodelesyon oranlarinin karsilastirilmasi

Grup Mikrodelesyon  Mikrodelesyon p
+) )
Infertil (n=115) 11 104
%9 .6 %90 4 0,007
Kontrol (n=70) 0 70
%0 %100
Tartisma

Calismamizda infertil Tiirk erkeklerinde goriilen AZF
mikrodelesyonlarinin sikliklarinin aragtirilmas: amacglan-
mis ve infertil olgularin %9,6’sinin Y kromozom mikro-
delesyonu tasidigi saptanmigstir. Ancak caligmamiza dahil
edilen bu olgularda kromozom aneuploidileri degerlendi-
rilememistir.

Y kromozom mikrodelesyonlar1 spermatogenez siirecinde
bozukluklara neden olmakta ve normal sperm olusumunu
olumsuz yonde etkilemektedir. Delesyonlarin sikliklari
calisilan popiilasyonun etnik ve jeografik dagilimina gore
farklilik gosterebilmektedir.'¥ Y kromozom mikrodeles-
yonlar1 Tiirk popiilasyonunda yapilan Balkan ve ark.’nin!'?
calismasinda %1,3, Sargin ve ark.’nin"¥ ¢aligmasinda
%3,3, Akin ve ark.’nin™™ calismasinda %3,93, Taga’nin!®
tez calismasinda %6,3, Cetinkaya’nin!'"! tez c¢aligmasin-
da %9,09, Miislimanoglu ve ark.nin!"® caligmasinda ise
%?22,64 olarak bildirilmistir. Diger popiilasyonlarda ise Y
kromozom mikrodelesyon oran1 %1 ve %55 arasinda rapor
edilmektedir.!'"-**]
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Y kromozom mikrodelesyonlarinin aragtirildigi ¢aligmalarin
biiyiik bir kisminda AZFd bolgesi analiz edilmemigtir.!'*!"
Bizim ¢aligmamizda ise AZFd bolgesi de analiz edilerek infertil
olgularin %6,09’unda delesyona ugradig: belirlenmistir. AZFb
ve AZFc arasinda kalan AZFd bolgesi Ken-First ve ark . tara-
findan tanimlanmugtir. infertil olgularda AZFd bolge delesyonu-
nun siklig1 %15,1 olarak bildirilmektedir."® Bizim caligmamiz-
da bu oran %6,08 olarak bulunmustur. Calismamizda 3 (%5,88)
azospermi olgusunda AZFc mikrodelesyonu saptanmigtir. AZFc
delesyonlarinin spermatogenez siirecini etkiledigi ancak her
zaman infertiliteye neden olmadigi bildirilmektedir. AZFc
mikrodelesyonu bulunan azospermik olgularda testikiiler sperm
ekstraksiyonu (TESE) ile sperm alma ve fertilizasyon saglama
sans1 oldukga yiiksektir. Ancak bu olgularin erkek cocuklarinin
da AZFc delesyonu tasiyacagi unutulmamalidir.?” AZFa veya
AZFb bolgelerinin tam delesyonu genellikle germ hiicrelerinin
tamamen kaybedilmesine neden olmaktadir. Bu nedenle TESE
ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) uygulamalar1 bu
olgularda basaril1 degildir. Kismi AZFb delesyonunda ise TESE
ile spermatozoa bulma sansinin %50 oldugu bildirilmektedir.””!

Testiste eksprese edilen toplam 31 Y kromozom geninden 14
tanesinin fonksiyonlar1 tanimlanmis ancak 17 tanesinin heniiz
fonksiyonlart belirlenmemistir.?! Y kromozomunun AZFb
proksimal bolgesi CDY2, RPS4Y2 ve XKRY, distal-AZFb/
proksimal-AZFc bolgesi BPY2.1, CDY1.1, DAZ1, DAZ2
genlerini icermektedir. AZFc bolgesinde ise sadece iki gen
(CSPGALY, GOLGAZ2LY) kodlanmaktadir. Bu acidan AZFb
mikrodelesyonlarinin AZFc mikrodelesyonlarindan daha fazla
testikiiler patolojilere neden oldugu diisiiniilmektedir. DAZ
(Deleted in Azoospermia) gen ailesi gonadlarda eksprese edil-
mekte ve germ hiicrelerinin gelisiminde onemli fonksiyonlari
bulunmaktadir. AZFc bolgesinde bulunan DAZ genlerinin azos-
permik erkeklerin %12-15’inde delesyona ugradig: bildirilmek-
tedir.”! Bizim ¢alismamizda ise 3 (%5,88) azospermi olgusunda
DAZ delesyonu belirlenmistir.

Son yillarda TESE ve ICSI uygulamalar sayesinde oligozoos-
permik ve azospermik olgulardan sperm almarak fertilizasyon
saglanabilmektedir. Ancak Y kromozom mikrodelesyonu tasiyan
olgularda TESE yontemi ile sperm elde etme basarisinin %10
oldugu belirtilmistir.'"” Ayrica bu iglem spermlerin dogal seleksi-
yon yoluyla secilmesi siirecinin baypas edilmesi nedeniyle gene-
tik anomalilerin de sonraki kugaga aktarilma riskini tagimaktadir.
Cram ve ark.’nin® ¢aligmasinda, ICSI uygulamasi sonrasinda Y
mikrodelesyonlarinin babadan ogula gectigi bildirilmektedir. Bu
bakimdan ICSI uygulamalarindan 6nce kromozom anomalilerin
ve AZF bolge mikrodelesyonlarmin belirlenmesi ve bu konuda
genetik danigmanlik verilmesi olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Uroloji kilavuz kitapgiklarinda, azospermik ve/veya agir oli-
gozoospermik infertil olgularda Y kromozom mikrodeles-

yonlarmin aragtirilmasinin, standart yapilmasi gereken bir
test oldugu belirtilmektedir.” Mikrodelesyonlarin tanisinda
standardizasyonun ve kalite kontroliin saglanmasi amaciyla
Avrupa Androloji Akademisi ve Avrupa Molekiiler Genetik
Kalite Network grubu tarafindan bir kilavuz yayinlanmigtir.%
Bu kilavuzun kullanilmaya baglanmasi ile birlikte Y kromo-
zomunun dizisi, mikrodelesyonlarin olusma mekanizmasi gibi
konularda daha fazla bilgi edinilebilmigtir. Kilavuzda infertil
olgularda bakilmasi onerilen delesyonlar AZFa (sY84, sY86),
AZFb (sY127, sY134) ve AZFc (sY254, sY255) bolgeleridir.
Calismamizda bu kilavuzda onerilen STS bolgelerine ek olarak
AZFa (sY82), AZFb (sY142), AZFc (sY141, sY158, sY233,
QX7) ve AZFd (sY152, sY153) bolgeleri de analiz edilmis
ve QX7 diginda bu bolgelerin hepsinde Tiirk popiilasyonun-
da delesyon olabilecegi gozlenmistir. Kilavuzda onerilmeyen
bolgelerdeki delesyon orani tiim delesyonlarin %59,26’ s1 olup
bunun en biiyiik kismin1 AZFd delesyonlar1 olusturmaktadir.
Miisliimanoglu ve ark.'® tarafindan yapilan bir ¢aligmada da
AZFd bolgesinde delesyon oraninin %15,1 olarak bildirilmis
ve bu olgularda matiirasyon arresti ve sertoli cell only sendro-
mu rapor edilmistir. Bu bakimdan Tiirk popiilasyonu agisindan
kilavuzun yetersiz kaldig1 ve 6zellikle AZFd bolgesinin de rutin
analizlere eklenmesi gerektigi diisliniilmektedir.
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