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Ozet Abstract

Amagc: Bu calismada metiyonin sentaz (MTR) ve meti-
yonin sentaz rediktaz (MTRR) A2756G ve A66G gen
polimorfizmlerinin infertilite ile iligkisinin olup olmadigi
arastiriimigtir.

Gerec ve yontem: Bu amacla 66 azospermi ve 51 oligo-
zoospermi olmak Uzere toplam 117 infertilite olgusu ile 70
saglikl bireyin kan 6rnekleri toplanarak MTR A2756G ve
MTRR A66G genotiplendirmeleri yapilmistir.

Bulgular: Kontrol ve calisma grubunda MTR A2756G
genotipleri sirasiyla %64 AA, %34 AG, %1 GG ve %54
AA, %39 AG, %7 GG olup, G allelinin artisi kontrol gru-
buna oranla ¢alisma grubunda istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.05). MTRR A66G genotipleri agisindan
analiz edildiginde gruplar arasinda anlaml fark gézlen-
memistir (kontrol ve calisma grubu icin sirasiyla %9 AA,
%79 AG, %13 GG ve %4 AA, %73 AG, %23 GG, p>0.05).
Sonug: Erkek infertilitesi gelisiminde MTR A2756G poli-
morfizminde G allelin sadece hasta grubunda yiksek
bulunmasi daha ileri ve yliksek hasta sayili calismalara
1Stk tutacaktir.

Anahtar sézciikler: Azospermi; erkek infertilitesi; folat metabo-
lizmasi; metiyonin sentaz redlktaz; oligozoospermi; polimorfizm.

Objective: In this study, we investigated whether methio-
nine synthase (MTR) A2756G and methionine synthase
reductase (MTRR) A66G gene polymorphisms were
related with infertility.

Materials and methods: Blood samples of 117 infertile
(66 azoospermia, 51 oligozoospermia) cases and 70
healthy men were collected and genotyped for MTR
A2756G and MTRR A66G polymorphisms.

Results: In control and study groups MTR A2756G
genotypes were 64% AA, 34% AG, 1% GG and 54% AA,
39% AG, 7% GG , respectively, and the frequency of the
G allele in the study group was increased compared to
control group (p<0.05). MTRR A66G genotypes were 9%
AA, 79% AG, 13% GG in control group and 4% AA, 73%
AG, 23% GG in control group without statistically signifi-
cant difference (p>0.05).

Conclusion: MTR A2756G gene polymorphism may
have an important effect on the evolution of male infertil-
ity. Finding of increased G allele frequency of study group
will lead to further and larger sample-size studies.

Key words: Azoospermia; folate metabolism; male infertility;
methionine synthase reductase; oligozoospermia; polymorphism.
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Spermatogenez, birgok genin kontrol ettigi karma-
sik bir olaydir.'"! Molekiiler seviyede DNA metilasyo-
nu ve metabolizma seviyesinde folat metabolizmasi
bu karmagik olayda 6nemi olan mekanizmalardandir.

Diizeltme sonrasi kabul tarihi (Accepted after revision): 25.12.2010

Folat; DNA sentezi, metilasyon reaksiyonla-
r1 ve protein sentezinde Onemli islevleri olan bir
molekiildiir. Folat dongilsiinde yer alan Onem-
li enzimler bulunmaktadir. Bu enzimler arasinda,
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5-metiltetrahidrofolat-homosistein metiltransferaz
(MTR) ve 5-metiltetrahidrofolat-homosistein metilt-
ransferaz rediiktaz (MTRR) enzimini kodlayan gen-
lerde goriilen bazi polimorfizmlerin, hipometilasyon
ve homosistein artistyla, DNA sentezi ve metilasyo-
nunu etkileyerek mayotik non-disjunction olayina
ve buna bagli olarak da anormal kromozomal segre-
gasyona (ayrilma) neden oldugu ve bu yolla da bazi
hastaliklarin gelisiminde etkili oldugu belirlenmis-
tir. Ayrica bu genlerdeki polimorfizmler, enzimlerin
aktivitesinin degismesine ve bireylerde homosistein
diizeylerinin artisina da neden olabilmektedir.

Spermatogenez olayini da metabolizma seviyesin-
de etkileyen bu enzimlerden MTR, kromozom 1g43’e
lokalize olan metiyonin sentaz gen iiriinii olup (Gene
ID: 4548) kobalamin bagli, karbon metabolizmasinda
metiyonin amino asidinin biyosentezinde katalizor
rolii oynamaktadir. MTRR enzimi ise kromozom
5p15.3-p15.2°de yerlesmis olan MTRR gen {iriinii-
diir (Gene ID: 4552).) Bu gen DNA metilasyonunu
indirgeyerek fonksiyonel olan metiyonin sentazi olusg-
turmaktadir.[34

Son zamanlarda yapilan molekiiler biyolojik aras-
tirmalar sonucu, MTR genindeki polimorfizmlerden
birinde 2756. pozisyondaki A->G transisyonu ile
aspartik asitin glisin aminoasidine doniistigli ve bu
mutant allel sikligimin yaklagik 0.15-0.20 oraninda
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kofaktoriin reaktivasyonu ve metilasyonda rol alan
domainde meydana geldigi i¢in enzimin aktivitesini
degistirdigi diistiniilmektedir.® MTRR enzimi ise;
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nin diniikleotit fosfat (indirgenmis formu, NADPH)
baglayan bdlgeler igeren ferredoksin-nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat (NADP®) rediiktaz gru-
bunun bir iiyesidir. Bu enzim metil vericisi olarak
S-adenozilmetiyonin’i kullanarak MTR’nin metilas-
yonunun indirgenmesini katalizleyerek DNA meti-
lasyonuna katilmaktadir (Sekil 1).' MTRR; MTR’1
reaktive eden kobalaminin (II) metilasyonunu indir-
geyerek metilasyonda rol almaktadir.[

Bu bilgilere dayanarak, bu c¢aligmamizda folat
metabolizmasinda onemli gorevleri olan MTR ve
MTRR enzimlerini kodlayan genlerde en yaygin
gorillen MTR A2756G ve MTRR A66G gen poli-
morfizmlerinin erkek infertilitesi tizerindeki etkilerini
arastirmay1 amagladik.

Gere¢ ve yontem

Calismamizda, kontrol grubu 70 saglikli erkek
bireyden, ¢aligma grubu ise Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali’nda azospermi tanisi
almig 66 erkek olgu ile oligozoospermi tanist almis
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51 erkek olgu olmak iizere toplam 187 olgudan olus-
turulmustur. Olgularin her birinden EDTA’l1 tiiplere
3’er mL (2 tlip) kan 6rnegi alinmig ve tibbi 6zgecmis-
leri ile ilgili sorular sorularak kaydedilmistir.

Calisma protokoliimiiz Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu tarafindan 04.06.2008
tarihli ve 08-3/9 sayili karar ile onaylandi.

MTR ve MTRR gen polimorfizmlerinin analizi

Caligmamiza uygun olarak secilen hasta ve kont-
rol grubunun periferik kan 6rneklerinden, High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roche Applied
Science, Almanya) kullanilarak DNA izolasyon-
lar1 yapilmistir. MTR A2756G polimorfizmi igin;
5’-AGG CAG GAA TTA GCA CAG T-3’ ve 5’-GAT
CCA AAG CCT TTT ACA CTC-3’ primer dizileri
kullanilarak toplam 10 pL’lik PCR karisimi, 45 sik-
lus, 95°C 30 sn, 95°C 30 sn, 58°C 10 sn, 72°C 10 sn,
40°C 30 sn tutularak ornekler amplifiye edilmis, daha
sonra PCR firlinleri BsuRI (Haelll) restriksiyon enzi-
mi ile kesilerek %3’liik agaroz jelde goriintiilenmistir
(Sekil 2). MTRR A66G polimorfizmi igin ise 5’-GCA
AAG GCC ATC GCA GAA GAC AT-3’ ve 5’-GTG
AAG ATC TGC AGA AAA TCC A-3’ primer dizileri
kullanilmig, 10ul’lik PCR karisimina 45 siklus 95°C
30 sn, 95°C 5 sn, 53°C 10 sn, 72°C 3 sn, 40°C 30 sn
olacak sekilde PCR uygulanmistir. Olusan PCR iiriin-
leri Ndel restriksiyon enzimi ile kesilerek %6’lik aga-
roz jel elektroforezinde kosturulmus ve genotiplendi-
rilmigtir (Sekil 3). Bu polimorfizmlere ait genotipler
istatistiksel olarak ki-kare testi ve regresyon analizi
yontemleri kullanilarak incelenmistir.

Bulgular

Calismamiz sonucunda kontrol grubu ve hasta
grubuna ait MTR A2756G genotiplendirmelerinde;
70 bireyden olusan kontrol grubunda, 45 kisinin
(%64) yabanil (AA), 24 kisinin (%34) heterozigot
(AG) ve bir kisinin de (%1) mutant (GG) genotipe
sahip oldugu belirlenmistir. Calisma grubunda ise,
62 olgunun (%54) yabanil (AA), 45 olgunun (%39)
heterozigot (AG) ve 8 olgunun da (%7) mutant (GG)
genotipe sahip oldugu belirlenmistir. MTR A2756G
polimorfizmindeki G allelin artis1 kontrol grubuna
oranla ¢alisma grubunda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05) (Tablo 1).

MTRR A66G polimorfizmin de ise kontrol gru-
bunda 6 olgunun (%9) yabanil (AA), 55 olgunun

MTR A2756G polimorfizmi i¢in yabanil (1, 3, 4, 5),
mutant (2) ve heterozigot (6) genotiplerin RFLP
sonrasinda %3’luk agaroz jeldeki géruntuleri.

Sekil 2

RFLP sonrasinda MTRR G66A polimorfizmi igin
heterozigot (1) ve yabanil (2) genotiplerin %6’lik
agaroz jeldeki goruntileri.

Sekil 3

(%79) heterozigot (AG) ve 9 olgunun (%13) mutant
(GG) genotipe sahip oldugu, calisma grubunda ise
5 olgunun (%4) yabanil (AA), 84 olgunun (%73)
heterozigot (AG) ve 26 olgunun (%23) mutant (GQG)
genotipe sahip oldugu gozlenmistir. Bu verilere
bagli olarak calisma grubundaki G allelindeki arti-
sin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir
(p>0.05) (Tablo 2).

Ayrica MTR A2756G ve MTRR A66G polimor-
fizmleri karsilagtirildiginda iki polimorfizm acisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkli-
lik gézlenmemistir (p>0.05).
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Tablo 1. Kontrol ve calisma gruplarinin MTR A2756G genotip dagilimi [n (%)]

Kontrol grubu  Calisma grubu  OR %95GA p degeri
(n=70) (n=115)
Yabanil (AA) 45 (%64) 62 (%54) S R >0.05
Heterozigot (AG) 24 (%34) 45 (%39) 1.361 0.727-2.547 >0.05
Mutant (GG) 1 (%1) 8 (%7) 5.806  0.701-48.085  >0.05
A 115 (%40) 169 (%60) - R 0.036
G 25 (%29) 61 (%71) 0.673 0.444-1.020

OR: Odds orani, GA: Guven araligi.

Tablo 2. Kontrol ve calisma gruplarinin MTRR A66G genotip dagilimi [n (%)]

Kontrol grubu  Calisma grubu  OR %95GA p degeri
(n=70) (n=115)
Yabanil (AA) 6 (%9) 5 (%4) - R 0.659
Heterozigot (AG) 55 (%79) 84 (%73) 1.833 0.533-6.299 0.169
Mutant (GG) 9 (%13) 26 (%23) 3.467  0.848-14174  0.336
A 67 (%42) 94 (%58) - R 0.084
G 73 (%35) 136 (%65) 0.882 0.728-1.068 0.114

OR: Odds orani, GA: Guven araligi.

Tartisma

Son yillarda genetik arastirmalar sonucunda kro-
mozomal anormalliklerinin, Y-kromozom mikrode-
lesyonlarinin, translokasyonlarin, kistik fibroz trans-
membran konduktans regiilator mutasyonlarinin ve
ayrica homosistein veya folat metabolizmasi enzimle-
rini kodlayan genlerdeki bazi polimorfizmlerin erkek
infertilitesinde etkili oldugu belirtilmektedir.[%"!]

MTRR genindeki A66G polimorfizmi Onceleri
A->G degisimi olarak adlandirilmis ve AA yabanil
genotip olarak belirlenmisken sonraki calismalarda
1000’ den fazla saglikli kontroldeki yeni veriler temel
alimdiginda G allelinin A’dan daha yaygin oldugu
bulunmus ve AA mutant genotip olarak kabul edil-
mistir.'? Ancak halen bazi ¢alismalarda G allelinin
mutant kabul edildigi gbze ¢arpmaktadir.

Bat1 Avrupa, italya ve Hindistan’da cesitli arastirma
gruplart yaptiklar1 aragtirmalarda MTHFR polimor-
fizmi ve erkek infertilitesi arasindaki iliskiyi incele-
misler ve en azindan homozigot durumda infertili-
te igin risk faktorii olabilecegini gostermislerdir.!'*'¢
Bu gruplar arasindan Bati Avrupa grubunu inceleyen
Bezold ve ark.["* homozigot MTHFR C677T nin infer-
tilite igin risk faktorii olabilecegini gostermislerdir.

Lee ve ark.['” oligoastenoteratozoospermi (OAT)
grubunda sperm parametrelerini incelemigler, MTHFR
C677T ve MTRR A66G genotipleri ile sperm sayisi

ve motilite agisindan iliski oldugunu fakat bunun
istatistiksel agidan anlamli olmadigini belirtmislerdir
(p>0.05). Infertil bireylerde azospermi grubu ve OAT
hasta grubu siiflandirmasinda, ilging bir sekilde,
MTR 2756GG genotiplerinin azospermi grubunda
fazla oldugunu bildirmislerdir. Bu arastiricilar ayrica
MTR A2756G ve A66G polimorfizmlerini aragtirmis-
lar: 325 kisilik kontrol grubunda MTR (rs1805087)
A2756G yabanil, heterozigot ve mutant genotip oran-
lari1 AA %78.46, AG %20.31, GG %1.23; 360 kisilik
calisma grubunda ise AA %75.00, AG %21.94, GG
%3.06 olarak bulmuslar ve gruplar arasinda ista-
tistiksel bir farkliligin olmadigini rapor etmislerdir
(p>0.05). A66G polimorfizmi icin (rs1801394) ise
yabanil, heterozigot, mutant genotip oranlarin1 kont-
rol grubunda AA %22.15, AG %68.92, GG %8.92
ve ¢alisma grubunda AA %17.78, AG % 69.44, GG
%12.78 olarak bulmuslar ve ¢alisma grubunda mutant
genotip oraninin belirgin olarak yiikselmis oldugunu
belirtmislerdir (p<0.05). Bu sonuglar MTHFR C677T,
MTR A2756G ve MTRR G66A genotiplerinin erkek
infertilitesinde 6nemli oldugunu vurgulamaktadir.

Bizim c¢alismamizda MTR A2756G polimorfiz-
minin AA, AG ve GG genotip sikliklar1 kontrol gru-
bunda sirasiyla %64, %34, %1 ve ¢alisma grubunda
%54, %39, %7 olarak belirlenmis ve MTR A2756G
polimorfizmindeki G allelin artisi kontrol grubuna
oranla ¢alisma grubunda istatistiksel olarak anlamli
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bulunmustur (p<0.05). Ayrica MTRR A66G poli-
morfizminin yabanil, heterozigot ve mutant genotip
oranlar1 kontrol grubunda sirasiyla %9, %78 ve
%13 ve calisma grubunda ise %4, %73 ve %23
olarak bulunmustur. Bu oranlara gére MTRR A66G
polimorfizminin kontrol ve ¢alisma grubu arasinda
istatistiksel olarak bir farklilik gostermedigi tespit
edilmistir (p>0.05).

Bunun haricinde yapilan incelemelerle farkl etnik
gruplarda A ve G allel dagilimlarinin farkli sikliklarda
oldugu belirtilmektedir. Avrupa’da mutant genotip
frekansinin (0.276) yabanil genotipe (0.379) yakin
oldugu Asya’daki Japon popiilasyonunda mutant
genotip frekansinin 0.140, yabanil genotipin frekan-
siin ise 0.535 oldugu gosterilmistir. Cin popiilasyo-
nunda ise mutant genotipin frekansi 0.045, normal
genotipin frekansi 0.545 olarak belirlenmistir.'” Bu
farkliliklar nedeniyle farkli toplumlardaki homojenite
ve heterojenitelige bagli olarak etnik gruplar arasinda
degisimlerin s6z konusu oldugu ileri stiriilmektedir.

Arastirmamiz sonucunda erkek infertilitesinde
MTR A2756G polimorfizminde G allelinin sadece
hasta grubunda yiiksek bulmamizin daha ileriki ¢alig-
malara 151k tutacagini ve olgu sayisinin arttirilmasinin
sonuglarimizi pekistirecegini diisiinmekteyiz.
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