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Abstract
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.
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Özet
Amaç: Bu çalışmada metiyonin sentaz (MTR) ve meti-
yonin sentaz redüktaz (MTRR) A2756G ve A66G gen 
polimorfizmlerinin infertilite ile ilişkisinin olup olmadığı 
araştırılmıştır.

Gereç ve yöntem: Bu amaçla 66 azospermi ve 51 oligo-
zoospermi olmak üzere toplam 117 infertilite olgusu ile 70 
sağlıklı bireyin kan örnekleri toplanarak MTR A2756G ve 
MTRR A66G genotiplendirmeleri yapılmıştır.

Bulgular: Kontrol ve çalışma grubunda MTR A2756G 
genotipleri sırasıyla %64 AA, %34 AG, %1 GG ve %54 
AA, %39 AG, %7 GG olup, G allelinin artışı kontrol gru-
buna oranla çalışma grubunda istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmuştur (p<0.05). MTRR A66G genotipleri açısından 
analiz edildiğinde gruplar arasında anlamlı fark gözlen-
memiştir (kontrol ve çalışma grubu için sırasıyla %9 AA, 
%79 AG, %13 GG ve %4 AA, %73 AG, %23 GG, p>0.05). 

Sonuç: Erkek infertilitesi gelişiminde MTR A2756G poli-
morfizminde G allelin sadece hasta grubunda yüksek 
bulunması daha ileri ve yüksek hasta sayılı çalışmalara 
ışık tutacaktır. 

Anah tar söz cük ler: Azospermi; erkek infertilitesi; folat metabo-
lizması; metiyonin sentaz redüktaz; oligozoospermi; polimorfizm.

Spermatogenez, birçok genin kontrol ettiği karma-
şık bir olaydır.[1] Moleküler seviyede DNA metilasyo-
nu ve metabolizma seviyesinde folat metabolizması 
bu karmaşık olayda önemi olan mekanizmalardandır.

Folat; DNA sentezi, metilasyon reaksiyonla-
rı ve protein sentezinde önemli işlevleri olan bir 
moleküldür. Folat döngüsünde yer alan önem-
li enzimler bulunmaktadır. Bu enzimler arasında, 



5-metiltetrahidrofolat-homosistein metiltransferaz 
(MTR) ve 5-metiltetrahidrofolat-homosistein metilt-
ransferaz redüktaz (MTRR) enzimini kodlayan gen-
lerde görülen bazı polimorfizmlerin, hipometilasyon 
ve homosistein artışıyla, DNA sentezi ve metilasyo-
nunu etkileyerek mayotik non-disjunction olayına 
ve buna bağlı olarak da anormal kromozomal segre-
gasyona (ayrılma) neden olduğu ve bu yolla da bazı 
hastalıkların gelişiminde etkili olduğu belirlenmiş-
tir. Ayrıca bu genlerdeki polimorfizmler, enzimlerin 
aktivitesinin değişmesine ve bireylerde homosistein 
düzeylerinin artışına da neden olabilmektedir. 

Spermatogenez olayını da metabolizma seviyesin-
de etkileyen bu enzimlerden MTR, kromozom 1q43’e 
lokalize olan metiyonin sentaz gen ürünü olup (Gene 
ID: 4548) kobalamin bağlı, karbon metabolizmasında 
metiyonin amino asidinin biyosentezinde katalizör 
rolü oynamaktadır. MTRR enzimi ise kromozom 
5p15.3-p15.2’de yerleşmiş olan MTRR gen ürünü-
dür (Gene ID: 4552).[2] Bu gen DNA metilasyonunu 
indirgeyerek fonksiyonel olan metiyonin sentazı oluş-
turmaktadır.[3,4]

Son zamanlarda yapılan moleküler biyolojik araş-
tırmalar sonucu, MTR genindeki polimorfizmlerden 
birinde 2756. pozisyondaki A->G transisyonu ile 
aspartik asitin glisin aminoasidine dönüştüğü ve bu 
mutant allel sıklığının yaklaşık 0.15-0.20 oranında 

görüldüğü belirlenmiştir.[5-8] Bu polimorfizmin B12 
kofaktörün reaktivasyonu ve metilasyonda rol alan 
domainde meydana geldiği için enzimin aktivitesini 
değiştirdiği düşünülmektedir.[8] MTRR enzimi ise; 
FMN (flavin mononucleotide binding), FAD (flavin 
adenine dinucleotide binding) ve nikotinamid ade-
nin dinükleotit fosfat (indirgenmiş formu, NADPH) 
bağlayan bölgeler içeren ferredoksin-nikotinamid 
adenin dinükleotit fosfat (NADP+) redüktaz gru-
bunun bir üyesidir. Bu enzim metil vericisi olarak 
S-adenozilmetiyonin’i kullanarak MTR’nin metilas-
yonunun indirgenmesini katalizleyerek DNA meti-
lasyonuna katılmaktadır (Şekil 1).[9,10] MTRR; MTR’ı 
reaktive eden kobalaminin (II) metilasyonunu indir-
geyerek metilasyonda rol almaktadır.[4]

Bu bilgilere dayanarak, bu çalışmamızda folat 
metabolizmasında önemli görevleri olan MTR ve 
MTRR enzimlerini kodlayan genlerde en yaygın 
görülen MTR A2756G ve MTRR A66G gen poli-
morfizmlerinin erkek infertilitesi üzerindeki etkilerini 
araştırmayı amaçladık.

Gereç ve yöntem
Çalışmamızda, kontrol grubu 70 sağlıklı erkek 

bireyden, çalışma grubu ise Ege Üniversitesi Tıp 
Fakültesi Üroloji Anabilim Dalı’nda azospermi tanısı 
almış 66 erkek olgu ile oligozoospermi tanısı almış 

Şekil 1 Folat metabolik yolağı.
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51 erkek olgu olmak üzere toplam 187 olgudan oluş-
turulmuştur. Olguların her birinden EDTA’lı tüplere 
3’er mL (2 tüp) kan örneği alınmış ve tıbbi özgeçmiş-
leri ile ilgili sorular sorularak kaydedilmiştir.

Çalışma protokolümüz Ege Üniversitesi Tıp 
Fakültesi Araştırma Etik Kurulu tarafından 04.06.2008 
tarihli ve 08-3/9 sayılı karar ile onaylandı.

MTR ve MTRR gen polimorfizmlerinin analizi

Çalışmamıza uygun olarak seçilen hasta ve kont-
rol grubunun periferik kan örneklerinden, High Pure 
PCR Template Preparation Kit (Roche Applied 
Science, Almanya) kullanılarak DNA izolasyon-
ları yapılmıştır. MTR A2756G polimorfizmi için; 
5’-AGG CAG GAA TTA GCA CAG T-3’ ve 5’-GAT 
CCA AAG CCT TTT ACA CTC-3’ primer dizileri 
kullanılarak toplam 10 μL’lik PCR karışımı, 45 sik-
lus, 95ºC 30 sn, 95ºC 30 sn, 58ºC 10 sn, 72ºC 10 sn, 
40ºC 30 sn tutularak örnekler amplifiye edilmiş, daha 
sonra PCR ürünleri BsuRI (HaeIII) restriksiyon enzi-
mi ile kesilerek %3’lük agaroz jelde görüntülenmiştir 
(Şekil 2). MTRR A66G polimorfizmi için ise 5’-GCA 
AAG GCC ATC GCA GAA GAC AT-3’ ve 5’-GTG 
AAG ATC TGC AGA AAA TCC A-3’ primer dizileri 
kullanılmış, 10μl’lik PCR karışımına 45 siklus 95ºC 
30 sn, 95ºC 5 sn, 53ºC 10 sn, 72ºC 3 sn, 40ºC 30 sn 
olacak şekilde PCR uygulanmıştır. Oluşan PCR ürün-
leri NdeI restriksiyon enzimi ile kesilerek %6’lık aga-
roz jel elektroforezinde koşturulmuş ve genotiplendi-
rilmiştir (Şekil 3). Bu polimorfizmlere ait genotipler 
istatistiksel olarak ki-kare testi ve regresyon analizi 
yöntemleri kullanılarak incelenmiştir.

Bulgular
Çalışmamız sonucunda kontrol grubu ve hasta 

grubuna ait MTR A2756G genotiplendirmelerinde; 
70 bireyden oluşan kontrol grubunda, 45 kişinin 
(%64) yabanıl (AA), 24 kişinin (%34) heterozigot 
(AG) ve bir kişinin de (%1) mutant (GG) genotipe 
sahip olduğu belirlenmiştir. Çalışma grubunda ise, 
62 olgunun (%54) yabanıl (AA), 45 olgunun (%39) 
heterozigot (AG) ve 8 olgunun da (%7) mutant (GG) 
genotipe sahip olduğu belirlenmiştir. MTR A2756G 
polimorfizmindeki G allelin artışı kontrol grubuna 
oranla çalışma grubunda istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmuştur (p<0.05) (Tablo 1).

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

(%79) heterozigot (AG) ve 9 olgunun (%13) mutant 
(GG) genotipe sahip olduğu, çalışma grubunda ise 
5 olgunun (%4) yabanıl (AA), 84 olgunun (%73) 
heterozigot (AG) ve 26 olgunun (%23) mutant (GG) 
genotipe sahip olduğu gözlenmiştir. Bu verilere 
bağlı olarak çalışma grubundaki G allelindeki artı-
şın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı saptanmıştır 
(p>0.05) (Tablo 2).

Ayrıca MTR A2756G ve MTRR A66G polimor-
fizmleri karşılaştırıldığında iki polimorfizm açısından 
gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklı-
lık gözlenmemiştir (p>0.05).

Şekil 3
RFLP sonrasında MTRR G66A polimorfizmi için 
heterozigot (1) ve yabanıl (2) genotiplerin %6’lık 
agaroz jeldeki görüntüleri.

Şekil 2
MTR A2756G polimorfizmi için yabanıl (1, 3, 4, 5), 
mutant (2) ve heterozigot (6) genotiplerin RFLP 
sonrasında %3’lük agaroz jeldeki görüntüleri.
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Tartışma
Son yıllarda genetik araştırmalar sonucunda kro-

mozomal anormalliklerinin, Y-kromozom mikrode-
lesyonlarının, translokasyonların, kistik fibroz trans-
membran konduktans regülatör mutasyonlarının ve 
ayrıca homosistein veya folat metabolizması enzimle-
rini kodlayan genlerdeki bazı polimorfizmlerin erkek 
infertilitesinde etkili olduğu belirtilmektedir.[6,9,11]

MTRR genindeki A66G polimorfizmi önceleri 
A->G değişimi olarak adlandırılmış ve AA yabanıl 
genotip olarak belirlenmişken sonraki çalışmalarda 
1000’ den fazla sağlıklı kontroldeki yeni veriler temel 
alındığında G allelinin A’dan daha yaygın olduğu 
bulunmuş ve AA mutant genotip olarak kabul edil-
miştir.[12] Ancak halen bazı çalışmalarda G allelinin 
mutant kabul edildiği göze çarpmaktadır.

Batı Avrupa, İtalya ve Hindistan’da çeşitli araştırma 
grupları yaptıkları araştırmalarda MTHFR polimor-
fizmi ve erkek infertilitesi arasındaki ilişkiyi incele-
mişler ve en azından homozigot durumda infertili-
te için risk faktörü olabileceğini göstermişlerdir.[13-16] 
Bu gruplar arasından Batı Avrupa grubunu inceleyen 
Bezold ve ark.[13] homozigot MTHFR C677T’nin infer-
tilite için risk faktörü olabileceğini göstermişlerdir.

Lee ve ark.[10] oligoastenoteratozoospermi (OAT) 
grubunda sperm parametrelerini incelemişler, MTHFR 
C677T ve MTRR A66G genotipleri ile sperm sayısı 

ve motilite açısından ilişki olduğunu fakat bunun 
istatistiksel açıdan anlamlı olmadığını belirtmişlerdir 
(p>0.05). İnfertil bireylerde azospermi grubu ve OAT 
hasta grubu sınıflandırmasında, ilginç bir şekilde, 
MTR 2756GG genotiplerinin azospermi grubunda 
fazla olduğunu bildirmişlerdir. Bu araştırıcılar ayrıca 
MTR A2756G ve A66G polimorfizmlerini araştırmış-
lar: 325 kişilik kontrol grubunda MTR (rs1805087) 
A2756G yabanıl, heterozigot ve mutant genotip oran-
larını AA %78.46, AG %20.31, GG %1.23; 360 kişilik 
çalışma grubunda ise AA %75.00, AG %21.94, GG 
%3.06 olarak bulmuşlar ve gruplar arasında ista-
tistiksel bir farklılığın olmadığını rapor etmişlerdir 
(p>0.05). A66G polimorfizmi için (rs1801394) ise 
yabanıl, heterozigot, mutant genotip oranlarını kont-
rol grubunda AA %22.15, AG %68.92, GG %8.92 
ve çalışma grubunda AA %17.78, AG % 69.44, GG 
%12.78 olarak bulmuşlar ve çalışma grubunda mutant 
genotip oranının belirgin olarak yükselmiş olduğunu 
belirtmişlerdir (p<0.05). Bu sonuçlar MTHFR C677T, 
MTR A2756G ve MTRR G66A genotiplerinin erkek 
infertilitesinde önemli olduğunu vurgulamaktadır.

Bizim çalışmamızda MTR A2756G polimorfiz-
minin AA, AG ve GG genotip sıklıkları kontrol gru-
bunda sırasıyla %64, %34, %1 ve çalışma grubunda 
%54, %39, %7 olarak belirlenmiş ve MTR A2756G 
polimorfizmindeki G allelin artışı kontrol grubuna 
oranla çalışma grubunda istatistiksel olarak anlamlı 

Tablo 1. Kontrol ve çalışma gruplarının MTR A2756G genotip dağılımı [n (%)]

 Kontrol grubu Çalışma grubu OR %95GA p değeri
 (n=70) (n=115) 

Yabanıl (AA) 45 (%64) 62 (%54) - 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 oranı, GA: Güven aralığı.

Tablo 2. Kontrol ve çalışma gruplarının MTRR A66G genotip dağılımı [n (%)]

 Kontrol grubu Çalışma grubu OR %95GA p değeri
 (n=70) (n=115) 

Yabanıl (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 0.848-14.174 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 oranı, GA: Güven aralığı.
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bulunmuştur (p<0.05). Ayrıca MTRR A66G poli-
morfizminin yabanıl, heterozigot ve mutant genotip 
oranları kontrol grubunda sırasıyla %9, %78 ve 
%13 ve çalışma grubunda ise %4, %73 ve %23 
olarak bulunmuştur. Bu oranlara göre MTRR A66G 
polimorfizminin kontrol ve çalışma grubu arasında 
istatistiksel olarak bir farklılık göstermediği tespit 
edilmiştir (p>0.05).

Bunun haricinde yapılan incelemelerle farklı etnik 
gruplarda A ve G allel dağılımlarının farklı sıklıklarda 
olduğu belirtilmektedir. Avrupa’da mutant genotip 
frekansının (0.276) yabanıl genotipe (0.379) yakın 
olduğu Asya’daki Japon popülasyonunda mutant 
genotip frekansının 0.140, yabanıl genotipin frekan-
sının ise 0.535 olduğu gösterilmiştir. Çin popülasyo-
nunda ise mutant genotipin frekansı 0.045, normal 
genotipin frekansı 0.545 olarak belirlenmiştir.[17] Bu 
farklılıklar nedeniyle farklı toplumlardaki homojenite 
ve heterojeniteliğe bağlı olarak etnik gruplar arasında 
değişimlerin söz konusu olduğu ileri sürülmektedir.

Araştırmamız sonucunda erkek infertilitesinde 
MTR A2756G polimorfizminde G allelinin sadece 
hasta grubunda yüksek bulmamızın daha ileriki çalış-
malara ışık tutacağını ve olgu sayısının arttırılmasının 
sonuçlarımızı pekiştireceğini düşünmekteyiz. 

Çıkar çatışması

Yazarlar, herhangi bir çıkar çatışmasının söz 
konusu olmadığını bildirmişlerdir. 
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