Y kromozomu: Azospermia Factor (AZF)
bdlgesi, genler ve infertilite

Ayse Gul ZAMANI, H.GUl DURAKBASI DURSUN

Selcuk Universitesi Meram Tip Fakuitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali, KONYA

OZET

Amac: Erkek infertilitesinin genetik temelini yeni gelismeler 1siginda gézden gecirmek. Azospermia factor [AZF]
bélgesi genleri ve erkek infertilitesinin patogenezi hakkinda bildiklerimiz yeni yapimis calismalara gore Ozetlendi.
Ana bulgular: Infertilite, Greme problemi olan ciftlerin yaklasik %13-18'ini etkileyen bir saglk sorunudur ve bu
ciftlerin yanisinda sebep erkek infertilitesidir. Erkek infertilitesinin en sk gorulen sebeplerinden Diri ise
AZF bolgesindeki spesifik DNA segmentlerinin dolayisiyla sperm Gretimi icin temel olusturan genlerin kaybina yol
acan Y-kromozomal mikro delesyonlardir (%8-15). Sonug: Y kromozomuna bagh infertilitenin molekuler
temeliyle ilgili bilgiler hizla artmaktadir ve yeni genler tesbit edilmekte, yeni molekdler tanisal yaklasimiar
gelistirilmektedir.
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SUMMARY
Chromosome Y: AZF region, genes and infertility

Aim: To provide an overview of the molecular genetic basis of male infertility. We summarize our understand-
ing of AZF located genes and pathogenesis of male infertility according to the current reports. Main findings:
Infertility is a reproductive health problem that effects about 13-18% of couples suffers from it, and in approxi-
mately one-half of all cases the reason is male infertility. The most frequent pathogenic causes of male infertility
are Y-chromosomal microdeletions (8-15%) in AZF [azospermia'factorj region, which, by loss of specific DNA seg-
ments, leads to loss of vital genes for sperm production. Conclusion: The knowledge of the molecular basis of
Y-chromosomal infertility is increasing rapidly, new spermatogenlc genes are being discovered and molecular
diagnostic approaches established.

Key words : Y chromosome, AZF, gene, spermatogenesw microdeletions, male infertility.

Uzun wyillar boyunca Y kromozomu ile (3.4). Primer spermatositlerin birinci mayoz bolun-
iliskilendirilen tek fonksiyon SRY (sex determining meyi tamamlamaslyla sekonder spermatositler,
region of Y] geni tarafindan kontrol edilen cinsiyet ikinci mayoz bolinmeyle de haploid yuvarlak sper-
belirleme idi. Son vilarda spermatogenez matidler meydana gelir. Spermiyogenesisle bu
kontrolinln Y kromozomu tarafindan gerceklesti- hlcreler olgun spermatozoay olusturmak Uzere
rildigi gosterildi (1,2). Bu fonksiyonla ilgili bir cok farkhilasirlar. Son yillarda yapilan calismalar sper-
gen haritaland (3). matogenezin regulasyonu ile ilgili &zel genleri

tanimlamak Uzerinde yogunlasdi. Spermatogenez
ile Y kromozomu delesyonlart arasindaki baglantiyi
ilk defa Tiepolo ve Zuffardi gosterdi (5).

Spermatogenez yaklasik yetmis gunlik kompleks
bir sUrectir. Baslangic asamasinda spermatogonia
mitozla bolunerek primer spermatositleri olusturur
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Calismalarinda 1170 erkegi sitogenetik olarak
degerlendirdiler ve alt azospermik erkekte he-
terokromatin boélgenin tumunun (YglZ2) ve Ygi|
boigesinde yer alan oOkromatik bdlgenin
tanimlanamayan bir miktarinin kayip oldugunu
tesbit ettiler. Alti vakanin ikisinin babasi normal Y
kromozomuna sahipti yani hadise de novo idi. Bu
da delesyonlarin azosperminin nedeni oldugunu
ve Yql 1'de erkek germ hucre gelisimi icin énemli
bir genetik faktérun yer aldigini gésteriyordu. Bu
gen ya da gen bolgesi Azospermia factor (AZF)
olarak adlandinldr (5).

AZF lokusunun kompleks yapisi ise STS (small
squence tagged sites] markerler kullanilarak
tanimlandr. Sitogenetik dlzeyde tanimlanamayan
' submikroskopik interstisiyel delesyoniar STS-PCR ve
southern hibridizasyonla tesbit edildi. Tesbit edilen
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Sekil 1. a, Y kromozomunun sernatik yapisi.
¢, Vergnaud'un haritasi (7).
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delesyonlar Y mikrodelesyonlari olarak tanimiandi
Y KROMOZOMU VE AZF BOLGESININ YAPISI

Y kromozomu insan kromozomlarinin - en
kGclgudur. Kisa bir p kolu, uzun bir g kolu vardir.
Mayoz esnasinda her iki ucunda yer alan pso-
dootozomal boélgeleriyle (PARs) X kromozomu ile
eslesir. Diger bdélgeleri ise Y kromozomunun
rekombinasyona girmeyen (NRY] bolgeleridir. Yp
ve Yg'nun proksimal kissmlarinda dkromatin iceren
bolgeler bulunurken heterokromatin  bolge
Yg'nun distalinde yer alir (Sekil 1a). Heterokro-
matin bélgenin uzuniugu degiskenlik gosterir ve
Yg'nun 1/3-1/27ik kismini olusturur. Sitogenetik
olarak Yp'deki okromatik bolge Yp11, Ygnun Okro-
matik proksimal bélgesi Ygql1 (Ygl1.1, Ygll.21,
Yql1.22 ve Yql1.23] ve heterokromatik distal bol-
gesi Yq12 olarak ayrilir (Sekil D).
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b, Y kromozomunun sitolojik bandlari.
d, Vollrathin haritasi (8).
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Yogun calismalar sonucunda, ilk defa Tiepolo ve
Zuffardi tarafindan tarimlanan ve Y kromozomu-
nun uzun kelunda yer alan AZF bolgesinin en az
Ug ayn delesyon intervaline sahip oldugu anlasiid
ve bu intervaller sirasiyla AZFa, AZFb, AZFc olarak
isimlendirildi (5-10). Vergnaud 1986 yiinda ik Y
kromozomu interval haritasini hazirladi ve Y kro-
mozomu Uzerinde 6 adet interval belirledi (7).
Haritaya gore AZFa, AZFb ve AZFc proksimalden
distale dogru 5. ve 6. intervallere yerlesim gosterir
(Sekil 2¢). intervaller daha sonralan Volirath'in hari-
tasina gore 43 subintervale ayrilmistir: 1ATA-GF.
AZFa interval 5in proksimal kisminda yer alir
(subinterval. 5C). AZFb interval 5'in distal
kismindan interval 6'nin proksimal ucuna kadar
uzanir (subinterval 50-6B). AZFc ise interval 6'nin
distal kismina yerlesmistir (Subinterval 6C-6E)
(Sekil 1d) (8). Bunlara sonradan eklenen AZFd,
AZFb ve AZFc bdlgeleri arasinda yer almaktadir
(9). Vogt (10] ve ark. ise bir baska haritada Yqgl 1
bolgesini 25 intervale bdlmuslerdir: D1-D25. Bir
¢ok Yg mikrodelesyon calismasi bu haritalar temel
alarak gerceklestirilmistir .

-AZF BOLGESINDE YER ALAN GENLER
AZFa BOLGESI VE GENLERI

AZFa bdlgesi 800 kb (kilobase)'lik bir bdlgedir ve
subinterval 5B-50 arasinda yer almaktadir. icerdigi
genler tek kopyall korunmus genlerdir. AZFb ve
AZFc boligelerinden tekrarlayan diziler icermemesi
ve dusuk delesyon sikhgr ile farklilik gosterir. AZFa
delesyonlar az sayida hastada rapor edilmistir {10-
16). Bununla birlikte, bu bdlgedeki c¢alismalar
erkek infertilitesinin  genetik temelini anlamada
gereklidir. 'Y kromozomunun bu boélgesinde yer
alan genlerin tek kopyall olmasi ,bu genlere ait
nokta mutasyonlarinin arastinimasini zorunlu
kilmaktadir. Ayrica, AZFb ve AZFc bdligelerinde yer
alan cok kopyalt genler icin de su dUstnceyi gun-
deme getirmektedir: acaba tek bir kopyada ortaya
¢ikan nokta mutasyonlarinin etkisi diger kopyalarin
devreye girmesi ile kompanse mi edilmektedir
(16). AZFa boigesinde USP9Y, DBY, UTY, TB4Y
genleri yer almaktadir.

USP9Y (ubiquitine specific protease 9, Y chromo-
some): AZFa bolgesinde yer alan genlerden ilk
tanimlanan gendir (13). Tek kopyalidir ve 46
ekzonludur. Infertil erkeklerde kayip oldugunun
tesbit edilmesinin ardindan ‘drosophila develop-
mental gene fat facets’ ile homoloji gosterdigi
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anlasildigr icin ilk zamanlarda DFFRY (drasophila
fat facets related Y) olarak adiandinimistur (17). X
kromozomu udzerinde yer alan bir homologu
bulunmaktadir ve bu homolog X'in inaktivas-
yonundan etkilenmemektedir. C terminal ubiqui-
tin hidrolaz olarak fonksiyon gostermektedir. Cok
cesitli aokularda okunan bir gendir {13,18,19). Bu
genin fonksiyonunda ortaya cikan herhangi bir
kayip spermatojenik gelisim bozukluguna yol
acmaktadir (15). USP9Y ile birlikte DBY genlerinin
her ikisini birden kapsayan delesyonlarda bu tablo
agirlasmakta ve hastalarda azospermi bulunmak-
tadir (20)

DBY ( dead/ H box 3,Y-linked): Subinterval 5C'de
yer alan 17 ekzonlu, tek kopyali bir housekeeping
gendir. X kromozomu Uzerinde yer alan X'in inak-
tivasyonundan etkilenmeyen bir homologu mev-
cuttur (20). Tum dokularda tek bir transkript clarak
okunurken, testiste ifade bulan kisa, farkli bir DBY
transkripti daha vardir (18). Farelerdeki testise 6zel
ve sadece germ hucrelerinde sentezienen PL10
proteini ile dnemii derecede homoloji gostermek-
tedir {20). Bu nedenle, Foresta ve ark. DBY'nin
spermatojenik proceste anahtar role sahip
oldugunu ileri sirmektedir (20). Genin UriinG ATP
bagimii RNA helikaz'dir ve bu bir dead-box pro-
teindir (19,21,22). DBY delesyonlannda hastalar-
da sertoli-hlcre sendromu veya agir hiposper-
matogenez izlenmektedir [20).

UTY (ubiquitous TPR motif on Y): Subinterval 5C'de
yer alan 20 ekzonlu bir gendir (23,24). TPR
(tetratricopeptide repeat] motif bir protein
kodlamaktadir. Bu proteinin protein-protein etki-
lesimlerini dUzenledigi dustndimektedir (23).

TB4Y (thymosin, beta4, Y chromosome): insan Y
kromozomunun subinterval 5D bdlgesinde vyer
almaktadir. X Gzerinde yer alan ve Xin inaktivas-
yonundan etkilenmeyen bir homologu (TB4X)
mevcuttur. Testise spesifik transkriptieri bulunmak-
tadir. Timozin beta-4, aktini ayirmada gorev yap-
maktadir (18).

AZFb BOLGESI VE GENLERI

Subinterval 50-6B arasinda kalan boélgedir. AZFb
microdelesyonlarina sahip tim erkekler azosper-
miktir ve testisteé spermatozoanin toptan yoklugu
sOz konusudur (10,16,25). Bununla birlikte deles-
yonlarin ISCl (intracytoplasmic sperm injection)
dollere aktarimu ile ilgili herhangi bir rapor yoktur.
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AZFb bdlgesinde yer alan ve Uzerinde en fazia
calisilan genler RBMY gen ailesidir. Bunun disinda;
EIF1AY ,SMCY , TTTYZ genleri de bu bolgede yer
almaktadir.

RBMY (RNADbinding motif, Y chromosome] gen
ailesi: RBMY gen ailesi Yqli1.23de, AZFD DOl
gesinde interval 6 (subinterval XIFXIV)'da yerlesim
gosteren kumelenmis 15 kopyadan olusur (26).
Yaklasik 200 kb'lik bir bélgeye yayilan bu genler
delesyona ugradiginda azospermi ve oligosper-
miye yol acarlar [19,26). Bunlardan sadece ki
tanesi aktif olarak okunurlar: RBMY T (RNA binding
motif-1) ve RBMY 2 (RNA binding motif-2). RBMY
1ve RBMY 2 ilk defa 1993 yilinda tanimlanmislardir
(26). Sadece testiste okunan genlerdir ve yapilan
immunohistokimyasal calismalarda insan erkek
germ huacrelerinin nukleuslannda saptanmuglardir
(27). Genler 12 eksona sahiptir ve
ekson?7 'den—ekson 11°e kadar olan her ekson 37
aa’lik bir tekran kodlamaktadir. Bu tekrarlann nok-
leotid dizilimi birbiriyle %85 homoloji gosterir (28].
RBMY genlerinin Urinu RNAya baglanan protein-
lerdir. Proteinler RNA baglanma motifine sahip bir
N terminaline ve 37 aalik 4 adet glisin, serin,
arginin reziduleri iceren tekrarlayan segmenti olan
bir C terminaline sahiptir (26,29). Bu proteinler
heterojendz nuUkleer ribondkleoprotein G
(hNRNPG) ailesindendir. NUklear poliadenile
RNA'lar ile Dirleserek RNA paketlenmesinde,
mRNA" nin sitoplazmaya gecisinde ve alternatifli
eklemede (alternative splicing) rol oynadiklarina
inanimaktadir (30,31). Venables ve ark. REMY
proteinlerinin  spermatositlerde TraZ-beta-bagimhi
alternatifli  eklemede rold oldugunu ileri
sarmuslerdir (32).

ETF1AY (translation initiation factor 1A, Y isoform):
Homologu X kromozomu Uzerinde yer alan
elF-1A'nin Y isoformunu kodlar (19). Henuz sper-
matogenezdeki rolu belirlenememistir. ETFTAY
geninin her dokuda yer alan transkriptlerine ek
olarak testise Gzqgu transkriptlerinin tesbit edilmis
olmasi, AZFb fenotipinin olusumunda dnemli Dir
role sahip olabilecegini dusunddrmektedir. Tek
basina bu gene ait bir delesyon tesbit edileme-
mistir (19).

AZFc BOLGESI VE GENLERI

AZFc bdlgesi 3 Mb{megabase)iik bir alana yayiim
gosterir. En sik delesyona ugrayan ve Gzerinde en
¢cok calisilan bolgedir. Azospermik erkeklerin
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%12'sinde ve aqir oligospermili erkeklerin
%6'sinda AZFc delesyonu meveuttur (33-36). AZFc
bolgesinin nukleotid dizilimi ve genetik kom-
pozisyonu yakin zamanda gosterilmistir. Bu bolge
dizilim benzerligi gosteren palindromik dizilimlere
(ters donmuUs tekrarlayan dizilimier) ve amplikon
adi verilen direkt tekrarlayan dizilimlere sahip genis
alanlardan olusmaktadir (36). Bu bdlgede, twumu
testis dokusuna spesifik 19 transkripsiyon unitesine
sahip 7 ayri gen ailesi bulunmaktadir (36). Bunlar;
DAZ, CLY1, PRY. BPY.Z, CSPGALY. GOLGAZLY,
TTTY3 ve TTTY4'ddr.

DAZ [Deleted in azoospermia) gen ailesi: DAZ gen
ailesi Y kromozomunun uzun kolunun AZFc bol
gesinde yer alan interval &'nin distal kisminda
lokalizedir (10). lik defa Reijo ve ark. tarafindan
klonlandr ve azospermik erkeklerde kayip oldugu
goésterildi ve tek kopyalh bir gen oldugu
dustintlerek DAZ (deleted in azospermia) geni
olarak adlandinidi (33). Daha sonralan bu genin
cok kopyall bir gen ailesine ait oldugu anlasild:.
Kopya sayisi kesin olarak bilinmese de southern
blotting yonterni ile G¢ adet ve fiber fluoresans in
situ hibridizasyon ydntemi ile de 7 adet (aktif veya
pseudogen olarak] DAZ geni kopyasi saptandi (3/-
40). Bu kopyalardan biri DAZZ Y Gzerindeki sper-
matogenez geni (SPYG) olarak bilinmektedir ve
kendisinin 3 nolu kromozomun p kolunda yer
alan otozomal bir homologu mevcuttur (DAZLI]
(12).

DAZ genleri 42 kb'lik bir bolgeye yayilan 12 ekzon-
lu genlerdir. Ekzon 2—ekzon 5 RNA'ya baglanma
bolgesini kodlarken, ekzon 7a’'dan—7g'ye kadar
eksonlardan her biri bir DAZ tekrarini kodlar.
Genin Urdnd karbon ve azot terminallerinde bu
24 amino asitlik tekrarlara (DAZ tekrarlari) sahiptir
(12). DNA transkriptlerinin sayisi bilinmemektedir.
Transkriptler arasinda DAZ tekrarlarinin sayisi ve
sirast yonunden farklilik bulunmaktadir. Bu
farkhliklar alternatifli ekleme veya farkii DAZ gen-
lerinin varhgr ile aciklanabilir (19,40-44).

DAZ genlerinin Grand olan DAZ proteinleri sito-
plazmik proteinlerdir. DAZ proteinlerinin  germ
hucre epitelinde ge¢ spermatid doneminde testise
dzgu mesenger RNA'larin  depolanmasi ve
tasinmasini kontrol eden bir role sahip olduklar
ileri sGrdimektedir (16,42,45). DAZ genleri fare
Dazla geni ve drazofila Boule geni ile yuksek dere-
cede dizilim homolojisine sahiptir. DAZ geninin
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evrim boyunca korundugu ve mayotik hicre sik-
lusunun regulasyonunda roll  oldugu ileri
sUrdlmektedir (45-47). Bu da DAZ delesyonlarina
sahip tum erkeklerin olgun sperm olusturma
yetenegini kaybettigine isaret etrmektedir. Bununla
birlikte oligospermili bazi erkek hastalarda DAZ
delesyonu tesbit edilememistir (9,45,46).

Saxena ve ark.lan (48) DAZ gen ailesinin 3 nolu
kromozomun kisa kolunda yer alan otozomal
homologundan {DAZL1) orijin alarak primat evrimi
esnasinda Y kromozomu uGzerine aktanldigini
gostermislerdir. DAZ genlerinin sekans analizieri
sonucunda genin egzonlarinin kisalip amplifikas-
yona ugradigini, ayrnica ortaya cikan bu modifiye
genin de amplifiye olarak Y kromozomunun Uze-
rine aktarldigini tespit etmislerdir (48). DAZLI
sadece farede erkek ve disi germ hucrelerinde ve
spermatogenesis ile ilgili olarak insanda okunmak-
tadir (46). Disi farelerde DAZL1 geninin okuna-
mamasi disi genital sisteminin gelisim bozukluk-
larina yol acmaktadir (49).

CDY1 (Chromodomain protein, Y Chromosome, 1}:
Lahn ve Page testis dokusundan elde ettikleri
CcDNA'lardan iki farkli CDY proteini izole ettiler:
CDY1 ve CDYZ (18,50]. Bunlardan CDY1 geni 6F
ve CDY2 geni 5L bolgesinde haritalandr (51).
CDYI1, CDYZ2 proteinlerinin %98 identik oldugu
gosterildi (18). CDY1 geninin major transkripti
intron icermemektedir. Bununla birlikte alternatifli
ekleme ile CDY1 proteininin bir isoformunun
ortaya ciktud bilinmektedir. Genin Grana 554
aminoasitlik bir proteindir ve bir kromodomain ile
katalitik bir domaine sahiptir (18,51).

PRYZ (PTPBL-Related gene on Y, 2): PRY genleri
sadece testiste ifade bulmaktadir. PRY1 geni subin-
terval 6 ve PRYZ geni 6C bolgesinde haritalandi
(18). Yen ve ark. calismalarinda G¢ ayn PRY
geninin TTYZ genine oldukca yakin bir bolgede
interval 6'nin proksimal kisminda yerlestigini gos-
terdi (51). PRY1 ve PRYZ genlerinin yer aldigi Yq
bélgesinin palindromik bir yapiya sahiptir (52).
Fare tirozin fosfataz proteini (PTPBL) ile oldukca
benzer bir proteini kodlamaktadir (52).

BPY2 (Basic protein on Y Chromosome, 2): AZFc
subinterval 6E bdlgesinde haritalanmistir (18). Y
kromozomu Uzerinde yer alan cok kopyal bir gen
oldugu dusunulmektedir. Testis dokusuna 6zgu
106 aminoasitlik bir protein Urdndne sahiptir {18).
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CSPGALY (Chondroitin sulfate proteoglycan 4-like,
Y-linked): Iki farkli kopyasi Y kromozomu erkek spe-
sifik bélgede (MSY) tarimlanmustr (52).

GOLGAZLY (Golgi autoantigen, golgin subfamily
AZ2like, Y linked): Yqg Uzerindeki Y kromozomu
erkek spesifik Dolgede (MSY] iki farkli kopyasi
tarmmlanmustir (52).

AZF delesyonlari kromozomigi yeniden dizenlen-
meler ile olugur: Bugun artk AZFa, AZFb ve AZFc
delesyonlarinin Yql 1'de yer alan genis homolog
tekrariayan dizillm bloklan arasindaki yeniden
diuzenlenmeler ile olustugu bilinmektedir (36,53
,54). Yeniden duzenlenmeler sadece Y kromo-
zomu ile ilgilidir ve diger kromozomlarla herhangi
Dir iliskisi yoktur. Artik delesyonlar acisindan, AZFa
bolgesi icin HERV15yql/yg2, AZFb bodlgesi icin
P5/proksimal P1 ve AZFc bodlgesi icin bZ2b4 tekrar
blokianndaki yeniden duzenlenme flUzyonlar
degerlendiriimektedir (36.53.54). Komplet AZF
delesyonlan hastarin infertilitesinin gercek sebebi
olabilmektedir. Bu nedenle artik Yql 1'de yer alan
kirik-fazyon bolgelerinin tesbit edilmesiyle polimor-
fik ve parsiyel AZF delesyonlarinin, komplet deles-
yonlardan ayird edilmesi gerekmektedir. Farkll AZF
kink-fuzyon bélgelerinin etrafinda yer alan yeni bir
STS lokus seti gelistirilmistir (55-59). Boylece AZF
delesyonlarnnin komplet olup olmadiklan basit bir
delesyon paterni ile tanimianabilmektedir. AZFa,
AZFb ve AZFc icin parsiyel ve polimorfik delesyon-
lar rapor edilmeye baslanmistir (55-59).

AZF BOLGESI MIKRODELESYONLARI VE GENOTIP-
FENOTIP iLisKisi

Erken donem calismalan her AZF bolgesine ait
bzel infertilite fenotiplerinin mevcudiyetine isaret
etmistir. Ornegin AZFa delesyonlarn sertoli-hticre
sendromu ile sonu¢lanmaktadir. AZFb delesyon-
larinda sperma Gretiminde bozukluk gorulmekte,
AZFc delesyonlarinda ise bazi spermatogonia
mevcudiyetini korumaktadir (10). Pryor ve ark.
normal sperm sayisina sahip hafif oligospermili
ama ayni zamanda anormal sperm morfolojisine
sahip erkeklerin hem AZFa, hem de AZFb ve AZFc
lokuslarinda mikrodelesyonlarin  olabilecegini
gostermislerdir (12]). Yq mikrodelesyonlarinda belli
bir genotip fenotip iliskisinin tesbit edilmemis
olmasina ragmen komplet delesyonlarda belli bir
fenotip genotip iliskisi s6z konusudur. AZFa'yi
iceren komplet delesyonlarda genellikle sertoli-
htcre sendromu veya ciddi oligospermi bekienir
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(9). Komplet AZFb delesyonlarinda ise mayotik
durma gozlenmektedir. Komplet AZFc delesyon-
lannda hipospermatogenez ve seminifer tubulus-
lardaki germ hticrelerinde miks atrofi izienir
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