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OZET

Erkek infertilitesi; heterojendir, birden fazla nedeni vardir ve karmasik gen cevre
etkilesimlerinden kaynaklanmasi nedeniyle belirlenmesi zordur. Infertilite
vakalarinin %50°den fazlas1 erkek kaynaklidir. Bu nedenle erkek infertilitesi genetigi
tizerinde yapilan ¢aligmalar 6ziinde zor ve karmasiktir. Erkek infertilite vakalarinin
%90'dan fazlasinda diisiik sperm sayisi, hi¢ sperm olmamasi, kotii sperm kalitesi ya
da hepsi birden mevcut olmakla birlikte anatomik problemler, hormonal
dengesizlikler ve genetik defektler diger sebepler arasinda yer alabilmektedir.
Genetik sebeplerin yani sira bir erkegin genel saglik durumu, yasam tarzi se¢imi,
sosyal durumu, is ortami gibi etkenler de fertilitesi lizerinde yaygin olarak etki
gostermektedir.

Erkek infertilitesinde genetik nedenler arasinda yer alan MTHFR, DAZL ve FSHR
gen polimorfizmleri farkli arastirmacilar tarafindan c¢alisilmis, bu arastirma
calismalarinda hasta gruplarinda genellikle bu polimorfizmlere ya da cesitli tek
niikleotit polimorfizmlerine (SNP'lere) rastlanmis ancak ¢ok azinda erkek infertilitesi
ile baglantili sonuclar elde edilmistir. Ulkemizde de erkek infertilitesi {izerine
molekiiler genetik diizeyde sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. Bu nedenle MTHFR
geni i¢in 677C/T (rs1801133) ve 1298A/C (rs1801131) , DAZL geni i¢in 260A/G ve
386A/G (rs121918346), FSHR geni icin ise -29G/A (rs1394205), 919A/G (rs6165)
ve 2039A/G (rs6166) polimorfizmlerinin infertilite ve azoospermi 6n tanisina sahip
hastalarda PZT-RFLP teknigi ile incelenerek spermatogenez ile iliskisinin ve allel
sikliklarinin belirlenmesi amag¢lanmuistir.

Bu tezde; 2014-2016 tarihleri arasinda infertilite tanisiyla bagvuran hastalardan;
sitogenetik analizde normal karyotipe sahip, Y-delesyonu taramasi sonucu delesyon
saptanmayan ve hormon analiz sonuglarinda infertilite ile iligskili bir bulguya
rastlanmayan hastalar secilmistir. Hastalar spermiyogram sonuglarina gore
azoospermi ya da oligospermi hastalar1 olarak gruplandirilmistir. FSHR, MTHFR ve
DAZL gen polimorfizmlerinin erkek infertilitesi ile iligkisi; 156 azoospermik ve
oligospermik bireyde incelenmistir. Calisma sonucunda yapilan istatistik analizler
dogrultusunda, ¢alismaya dahil edilen higbir polimorfizmin istatistiksel olarak erkek
infertilitesi ile iligkisi bulunmamistir. Calisilan polimorfizmlerin, ¢alisilan grupta
erkek infertilitesine neden olabilecek genetik faktdrler arasinda bulunmadiklar
sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: RFLP, Erkek infertilitesi, DAZL, MTHFR, FSHR, Azoospermi
\Y)


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?v=rs1801133;toggle_HGVS_names=open
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?v=rs1801131;toggle_HGVS_names=open

ABSTRACT

Male infertility is a genetically heterogeneous health condition and is difficult to
identify due to the complexity of interactions between individuals and environmental
factors. Genetic studies on male infertility are intrinsically difficult and complex since
more than 50% of infertility cases are of male origin. Low sperm count, no sperm, poor
sperm quality or all of them in addition to anatomical problems, hormonal imbalances
and genetic defects of the affected individuals are among the causes of more than 90%

of male infertility cases.

In addition to genetic causes, factors such as the general health status of a man, lifestyle
selection, social status and work environment also have a widespread effect on fertility.
Researchers have detected genetic polymorphisms in MTHFR, DAZL and FSHR genes
or several single nucleotide polymorphisms (SNPs) in patient groups, however, very
few of them were related to male infertility. Limited number of studies have been
published about male infertility at the molecular genetic level, in Turkey. In this study,
we investigated the polymorphisms including 677C/T (rs1801133) and 1298A/C
(rs1801131) for MTHFR gene, 260A/G and 386A/G (rs121918346) for DAZL gene,
-29G/A (rs1394205), 919A/G (rs6165) and 2039A/G (rs6166) for FSHR gene using
PCR-RFLP technique in patients diagnosed with infertility and azoospermia. We aimed

to determine the relationship between spermatogenesis and allele frequencies.

In this thesis, we selected an infertile patient population diagnosed with normal
karyotype, no deletion detected as a result of Y-deletion screening and no evidence of
hormonal imbalances related to infertility and who has registered in between the years
2014 and 2016. Patients were grouped as azoospermia or oligospermia according to
their spermiogram results. We investigated the association of FSHR, MTHFR and
DAZL gene polymorphisms with male infertility in 156 azoospermic and oligospermic
individuals. In this study, we did not detect any polymorphism that was statistically
related to male infertility. We conclude that the FSHR, MTHFR and DAZL gene

polymorphisms are not among the genetic factors that may cause male infertility.

Keywords: RFLP, Male infertility, DAZL, MTHFR, FSHR, Azoospermia
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GIRIS

Fertilite, erkek ve kadin ilireme sistemlerinin anatomik ve fonksiyonel olarak
normal ¢alismasi ile isleyen fizyolojik bir siiregtir. Eslerden birinin, iireme sisteminde
herhangi bir nedenle bozulma ortaya g¢ikmasi fertiliteyi olumsuz yonde etkileyerek
infertiliteye yol agar (1). Infertilite; Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan, en az bir
y1l boyunca korunmasiz cinsel iliskiye ragmen c¢ocuk sahibi olunamamasi olarak
tanimlanir. Infertilite vakalarinin yaklasik %350’si erkek kaynaklidir. Genom bazinda
yapilan galismalar, mutasyon taramalari, hayvan modelleri ve son yillardaki temel
aragtirmalar, spermatogenez siirecindeki herhangi bir bozulma ve erkek infertilitesinin
genetik nedenlerinin yiiksek prevalansini (%10-15) acik¢a gostermektedir. Erkek
infertilitesi; heterojendir, birden fazla nedeni vardir ve karmasik gen-gevre
etkilesimlerinden kaynaklanmasi nedeniyle belirlenmesi zor oldugundan infertilitenin
genetigi lizerine yapilan ¢alismalar da 6ziinde zor ve karmasiktir (2,3).

Infertilite vakalar1 genel olarak genetik temelli ya da olmayanlar olarak
simiflandirilir. Erkek infertilite vakalarinin %15°1 genetik kokenlidir. Genetik sebepler
arasinda kromozomal anomaliler, Y kromozomu delesyonlari, gen mutasyonlar1 ve tek
niikleotit polimorfizmleri yer almaktadir. Sperm iiretimi, fonksiyonu, testis fonksiyonu,
hormonal diizenleme gibi fizyolojik siireglerle iliskili bazi genlerdeki tek niikleotit
polimorfizmleri ve mutasyonlarin; gevresel etkenlerle bir araya geldiginde sperm
kalitesi, sayis1 ve fonksiyonunda degisiklige yol actig1 ve infertilite riski olusturduguna
dair bulgular elde edilmistir (1).

Erkek infertilite vakalarmin %90'dan fazlasinda diisiik sperm sayisi, kotii sperm
kalitesi ya da her ikisi birden mevcuttur. Anatomik problemler, hormonal dengesizlikler
ve genetik defektler diger sebeplerdendir. Genetik sebeplerin yani sira bir erkegin genel
saglik durumu, yasam tarzi se¢imi, sosyal durumu, is ortami gibi etkenler de fertilitesi
tizerinde yaygin olarak etki gostermektedir (1-4).

Son yillarda infertilite genetigi lizerine yapilan arastirmalarda 6zellikle erkek
infertilisinde POLG, AR, FSHR, MTHFR ve DAZL genlerinde yer alan SNP'ler 6n plana
cikmakta olup c¢esitli popiilasyonlara ait genotip verilerinin infertilite ile iliskileri

yayinlanmstir (1, 2, 3).



Ulkemizde erkek infertilitesi iizerine molekiiler genetik diizeyde yapilan
arastirmalar olduk¢a sinirhidir. Dolayisiyla, gerceklestirmis oldugumuz bu tez
calismasinda, FSHR, MTHFR ve DAZL gen polimorfizmlerinin 156 azoospermik ve
oligospermik bireyde PZT-RFLP yontemi ile incelenmesi hedeflenmistir.

Calismamizda, MTHFR geni i¢in 677C/T (rs1801133) ve 1298A/C
(rs1801131), DAZL geni igin 260A/G ve 386A/G (rs121918346), FSHR geni igin ise -
29G/A (rs1394205), 919A/G (rs6165) ve 2039A/G (rs6166) polimorfizmlerinin
azoospermi ve oligospermi tanisina sahip hastalarda incelenerek spermatogenez ile
iliskisinin belirlenmesi ve erkek infertilitesine etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.
Ancak c¢alisma sonucunda yapilan istatistik analizler dogrultusunda (Pearson ki-kare
testi ve Fischer-Exact testi), ¢alismaya dahil edilen hi¢bir polimorfizmin istatistiksel
olarak erkek infertilitesi ile iliskisi bulunmamistir. Calisilan polimorfizmlerin,
calisilan grupta erkek infertilitesine neden olabilecek genetik faktorler arasinda

bulunmadiklar1 sonucuna varilmaistir.


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?v=rs1801133;toggle_HGVS_names=open
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?v=rs1801131;toggle_HGVS_names=open

1. GENEL BILGILER

Infertilite; Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan, en az bir yil boyunca
korunmasiz cinsel iliskiye ragmen cocuk sahibi olunamamasi olarak tanimlanir.
Infertilite vakalarinin yaklasik %350’si erkek kaynaklidir (1). Infertilite vakalar1 genel
olarak genetik temelli ya da genetik temelli olmayan olarak smiflandirilir. Genetik
koken infertilite vakalarinin %15'ini olusturmakta ve bu vakalarda siklikla diisiik sperm
say1st, kotii sperm kalitesi goriilmektedir. Ayrica agir vakalarin ¢ogu genetik mutasyon
ya da sekstiel gelisim bozukluguna sahip olunmasiyla iliskilendirilir (1,2) .

Genetik sebepler arasinda kromozomal anomaliler, Y kromozomu delesyonlari,
gen mutasyonlar1 ve tek niikleotit polimorfizmleri yer alir. Sperm {iiretimi, fonksiyonu,
testis fonksiyonu, hormonal diizenleme gibi fizyolojik siireclerle iliskili baz1 genlerdeki
tek niikleotit polimorfizmleri; ¢evresel etkenlerle bir araya geldiginde sperm kalitesi,
sayist ve fonksiyonunda degisiklige yol agtigr ve infertilite riski olusturduguna dair

bulgular elde edilmistir (2).
2.1. Erkek Ureme Sisteminin Yapisi

Erkek tireme sisteminin fizyolojisi ve anatomisini anlamak, erkek infertilitesinin
tan1 ve tedavisi i¢in 6nemlidir.

Erkek lireme sistemi; iireme hiicreleri olan spermleri iireten testisler, bu hiicreleri
kadin lireme sistemine ileten kanallar ve ek olarak yardimci bezlerden olusur. Testisler
iki 6nemli islevi yerine getirmek iizere Ozellesmistir: (i) seminifer tiibiillerde
spermatogenez ile sperm olusumunu saglamak, (ii) Leydig hiicrelerinden steroid
hormonlar olan androjenlerin salgilanmasini saglamak (5, 6, 7, 8). Testisler skrotum
icinde yer alir ve olgun sperm onciilleri olan spermatozoon ve androjen hormonlarini
tiretmekte gorev alir. Her bir testiste, spermatozoonlarin tiretildigi, yaklasik 1000 kadar
seminifer tiiblil bulunur. Bu tiibiiller birbirinden kan damarlar1 ve leydig hiicrelerini
iceren bag dokusu ile ayrilir. Leydig hiicreleri; puberte donemine girilmesiyle birlikte
hipofiz bezi kontroliinde androjenlerin salgilanmasini saglayan endokrin hiicrelerdir.
Tiibiil epitelinde, puberteden sonra cogalma islevini kaybeden, tiibiillerin yapisal
organizasyonundan ve germ hiicrelerinin beslenmesinden sorumlu sertoli hiicreleri

bulunur. Sertoli hiicreleri de follikiil stimiile edici hormon (FSH) ve testosteron



reseptorlerini igerir. Ayrica, testosteron hormonunu konsantre eden androjen baglayici
protein (ABP) ve FSH salinimini inhibe eden inhibin hormonu sentezlerler.

Leydig hiicrelerinde testOsteron iiretimi temel olarak Liiteinizan Hormon’a (LH)
baghdir (5, 9, 39). Bununla birlikte, iletici (genital) kanallar vas deferens, epididimis,
ejekulatuar kanallar ve iiretradan olusur. Testislerden ¢ikan sperm immotildir ve
epididimis kanali boyunca hareket yetenegi kazanir. Testosteron hormonu kontroliinde
salgilarin1 genital yollara bosaltarak meni olusumuna katkida bulunan bezler ise seminal

vezikiil, prostat ve bulbotiretral bezlerdir (5, 45).

Ureter _
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ampulla kismi
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Bulbouretral bez
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.
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Uretra
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Seminifer
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Testisler

Sekil 1. Erkek iireme sistemi (83) (Sekil 1'den degistirilerek hazirlanmustir.)

2.1.1. Spermatogenez

Erkeklerde farklilasmamis germ hiicrelerinin yani spermatogonialarin belirli
asamalardan gectikten sonra olgun sperm hiicresi haline gelme siireci ‘spermatogenez’
olarak adlandirilir. Spermatogenez; mitotik, mayotik ve post-mayotik (spermiyogenez)
olmak {izere li¢ asamada gercgeklesir. Spermatogenez siirecinde diploid spermatogonium

haploid spermatozoona doniisiir ve siire¢ yaklasik 70-75 giin siirer. Fetal donemde
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testiste primordial germ hiicreleri (PGH) tip A spermatogoniuma farklilasir ve pubertede
seminifer tiibiillerde mitoz boliinme gecirmeye baslayarak sayica artis gosterirler. Her
bir mitoz boliinme sonucunda primer spermatosit-tip A spermatogonium ve primer
spermatosit-tip B spermatogonium olmak tizere iki hiicre (gift kromatid, 23 kromozom)
olusur. Tip B spermatogonium iki mayoz boliinme gecirerek iki adet sekonder
spermatosit (¢ift kromatid, 23 kromozom) olusturur. Olusan her bir spermatosit de
tekrar mayoz boliinme gecirerek tek kromatid ve 23 kromozom igeren erken spermatid

olusturur (5, 41, 42).

TipA
spermatogonium

Mitoz bélinme——

TipB
spermatogonium

%@% —>Primer spermatositler
C) O O O O —Sekonder spermatositler

Erken spermatidler

Mayoz |

Mayoz Il

Sekil 2. Spermatogenez (84) (Sekil 22.9'dan degistirilerek hazirlanmustir.)

Spermiyogenez, spermatidin  oositi  dolleyebilecek  kapasitede  olan
spermatozoona donlismesi amaciyla gegirdigi siiregtir. Hiicre boliinmesi goriilmez,
akrozom olusumu, niiklear kondensasyon, flagella olusumu ve sitoplazmik yeniden
diizenlenme gergeklesir (5, 41).

Golgi fazi, cap fazi, akrozomal faz ve matiirasyon faz1 olmak iizere temel olarak

dort asamada gergeklesir (5, 41).



a. Golgi fazi: Golgi kompleksleri birleserek glikoproteince zengin proakrozomal
graniiller olusturulur. Akrozomal vezikiil olusur ve genisleyerek igerigini arttirir.
Sentrioller, sperm kuyrugundaki aksonem yapisini olusturmaya baslar.

b. Cap fazi: Akrozomal cap yapisi sekillenir, niiklear zar kalinlasir ve niiklear icerik
kondanse olur.

c. Akrozomal faz: Bu asamada spermatid basi sertoli hiicreleri iginde kalirken flagella

seminifer tliblil limenine dogru uzanir. Flagella olusumunu baslatan sentrioller boyun
kismini olusturmak tizere yukar1 go¢ eder. Sitoplazmadaki mitokondriler boyun ve
kuyruk kismina dogru hareket eder.

d. Matiirasyon fazi: Flagella cevresindeki fazla sitoplazma uzaklastirilir. Olgun

spermatozoon Sertoli hiicrelerinden ayrilarak limene gonderilir.
Biitiin bu asamalardan gegen sperm hiicresi, epididimis boyunca ilerleyerek hareket

yetenegi kazanir ve dollemeyi saglayabilecek olgun sperm hiicresi haline doniistir.

2.2. Erkek iireme sisteminde gorev alan hormonlar

Sertoli hiicreleri, FSH reseptorleri icermeleri nedeniyle FSH’nin hedef
hiicreleridir. Bu nedenle FSH ve testosteron seminifer tiibiile yonlendirilen
hormonlardir. Puberte doneminde spermatogenezin baglamasinda; sertoli hiicrelerini
uyararak stireci baglattig1 i¢in FSH daha ¢ok yerde gorev alirken, Leydig hiicrelerini
uyararak testosteron salgisini stimiile eden LH daha az islev goriir. Eriskin erkeklerde
spermatogenezin devam ettirilmesinde LH’in etkisiyle salinan testosteron onemli rol
oynar. Spermatogenezin kantitatif olarak devam ettirilmesinde ise FSH 6nemli rol oynar
(39, 40).

Testosteron; sperm liretiminin yani1 sira sekonder cinsiyet 6zelliklerinin geligmesi
ve normal cinsel aktivitenin siirdiiriilebilmesi i¢in énemli bir hormondur. Testosteron
erkeklerde LH salgilanmasinin oncelikli inhibitorii olmakla birlikte; androjenler ve
ostrojenler, LH salgilanmasini diizenler. Testosteronun baslica fonksiyonlari; (i)
gonadotropin salgilanmasinin diizenlenmesi, (ii) spermatogenezin baslatilmasi, (iii)
fetiis gelisiminde erkek genital sisteminin farklilagsmasi, (iv) pubertede cinsel gelisimin
uyarilmasi seklindedir. Testosteronun bu islevlerini yerine getirebilmesi; 6n hipofizden
gonadotropin adi verilen Liiteinizan Hormon (LH) ve Follikiil Stimiile Edici Hormon

(FSH) salgilanmas ile kontrol edilmektedir. Gonadotropin Salgilatict Hormon (GnRH)

6



hipotalamustan salgilanarak hipofiz hormonlarin1 diizenler ve 6n hipofizden LH ve FSH
salgilanmasini kontrol eder. Bu hormonlarin saliniminin kontrolii ise hipotalamus-
hipofiz  arasindaki  geribildirim  (feedback) = mekanizmasinin  kontroliinde
gerceklesmektedir (5, 43, 45). Ayrica sertoli hiicre faktdrii olan Inhibin; FSH’1n geri
doniis mekanizmasinda énemli role sahiptir. Spermatogenik aktivitenin diismesi, inhibin
konsantrasyonunda diisise neden olurken serum FSH diizeyinde artisa neden

olabilmektedir (5, 45).
2.3. Erkek Infertilitesinin Etiyolojisi

Erkek infertilitesi lizerine yapilan ¢alismalar 1s1ginda, infertiliteye neden olan
genetik sebeplerin yani sira gevresel faktorlerin, yasam tarzi gibi etkenlerin de iireme
fonksiyonlart iizerinde etkisi oldugu ve infertilitenin multifaktoriyel bir hastalik oldugu
ortaya koyulmustur.

Erkek infertilitesinin etiyolojisinin; %32,6’sm1 idiyopatik sebepler, %26,6’sin1
varikosel, %15,3’linii obstriiksiyon, %10,7’sini normal sperm degerlerine ragmen
aciklanamayan infertilite, kalan %14,8’lik kismin1 kriptorsidizm, endokrin sebepler,

enfeksiyon, torsiyon gibi nedenler olusturmaktadir (46).

Tablo 1. Erkek infertilitesinin ¢evresel ve yasam tarzi etkenleri (4).

Cevresel ve Yasam Tarzi Etkenleri

Sperm yogunlugunu diisiiren etkenler:

<+ Sigara

+* Uyusturucu

«+ Anabolik steroidler

«+ Alkol

++ Duygusal stres

%+ Yiksek 1s1 maruziyeti

++ Dar ve siki kiyafet giyilmesi
++ Uzun slre oturma

%+ Uzun sure bisiklet kullanimi

Cevresel etkenler:
+»* Pestisit ve toksin maruziyeti

+* Radyasyon ve sitotoksik ilag maruziyeti
«* Kursun maruziyeti

Gilinlimiizde erkek infertilitesine neden olan pek ¢ok etken oldugu bilinmektedir. Bu
etkenlerden en d6nemlileri 2.4 kisminda alt basliklar halinde belirtilmistir.
7



2.4. Erkek infertilitesinin Simiflandirilmasi
2.4.1.  Sperm bulgularina gore

Infertilite tamisi ile gelen erkeklere cesitli parametreleri iceren sperm analizleri
yapilmaktadir. Bu analizlerin sonuglarma gore sperm morfolojisi, sayisal degerleri ve
hareketlilik oranlar1 gibi parametreler degerlendirilmektedir. Klinikte en sik karsilasilan
gruplar asagida sunulmustur (45,47).

Aspermi: Bireyin; psikolojik bozukluklar, vaskiiler, hormonal ve ereksiyon bozukluklari
nedeniyle semen sivisinin olmamasi.

Hipospermi: Enfeksiyonlar, tiimorler, kanal tikaniklar1 ve androjen eksikligi gibi
nedenler sonucu toplam semen hacminin 2 ml’den az olmasi.

Hiperspermi: Prostat enfeksiyonu sebebi ile semen hacminin 8 ml’den fazla olmasi.
Azoospermi: Bireyin sperm bulunmayan semen tiretmesi.
Oligozoospermi(Oligospermi): Semendeki sperm konsantrasyonunun 15 milyondan az
olmast.

Astenozoospermi: Spermlerin %40°’tan daha azinin hareketli olmasi ve %32’den azinin
diizgiin ylizme hareketi yapmasi, spermlerde hareket problemi gozlenmesi.
Teratozoospermi: Anormal sperm hiicresi goriilmesi, %4’ten azinin normal sekilli
olmasi.

Oligoastenoteratozoospermi (OAT): Kromozomal nedenler, inmemis testis, genital
enfeksiyonlar, stres, beslenme, 1s1 maruziyeti gibi nedenlere bagl olarak sperm sayisinin
20 milyon/ml’den az olmasi.

Nekrozoospermi: Biitiin spermlerin 6lii olmasi.

Pyospermi / [6kospermi: Semende yiiksek oranda ( ml’de 1 milyondan fazla) akyuvar
bulunmasi durumudur, genelde enfeksiyonla iligkilidir.

Diisiik canlilik: %58’ den daha az sperm hiicresinin canlilik géstermesi.

2.4.2. Kromozomal anomaliler

Infertil erkeklerde kromozom anomalilerinin prevalansi daha yiiksektir ve sperm
sayistyla ters orantilidir. Kromozomal faktor insidansinin %2 ile %8 arasinda degistigi
ve ortalama %5 degerinde oldugu tahmin edilmektedir. Bu deger azoospermik
erkeklerde yaklasik %15'e ¢ikmaktadir ve biiylik oranda 47,XXY andoploidi olan
hastalarla iliskilendirilmektedir. Kromozom anomalileri i¢inde en yaygin olani seks

kromozomu anomalileri olmakla birlikte yapisal anomalilere de siklikla rastlanmaktadir.
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Klinefelter Sendromu (KS); infertil erkeklerde KS prevalansi; siddetli
oligozoospermide %5'e ve azoospermide %10'a kadar ¢ikmaktadir ve infertil erkeklerde
en sik goriilen seks kromozom anomalisidir (9). KS, testikiiler hipotrofi ve yiikselmis
gonadotropin plazma seviyeleri ile primer testis yetmezliginin bir formudur ve erkek
hipogonadizminin en yaygin formunu temsil etmektedir (1,44).

Robertson tipi translokasyonlar; insanlarda en sik goriilen yapisal kromozom
anomalisidir ve erkeklerde spermlerde meydana gelen cesitli degisikliklerle fertiliteyi
etkileyebilmektedir. Robertson tipi translokasyonlar iki akrosentrik kromozomun
birlesmesiyle ortaya ¢ikmaktadir ve insidansi yenidoganlarda 1/1000'dir (1, 43). En
yaygin goriilen translokasyonlar 13;14 ile 14;21 numarali kromozomlar arasinda yer
almaktadir. Robertson tipi translokasyon tasiyicilari genellikle normal fenotipe sahiptir.
Ancak translokasyon; bozulmus gametogenez ve/veya dengesiz kombinasyona sahip
gametlerin iiretimi nedeniyle dogurganligi ve/veya gebelik sonucunu etkileyebilir.
Robertson tipi translokasyon tasiyicilarinda dengesiz sperm olusumu yiizdesi %3 ile
%40 arasinda degismektedir. Translokasyon tastyicisi erkeklerde fertilite problemleri;
mayoz boliinme siirecinin bozulmas ile iliskili olarak ortaya ¢ikan, spermatogenez
siirecinde meydana gelen bozulmalara baghdir. Infertil erkeklerin %0.8'i Robertson tipi
translokasyon tastyicisi olarak rapor edilmistir ve bu oran genel popiilasyona gore dokuz
kat daha yiiksektir (1, 44, 53).

Resiprokal translokasyon; iki kromozom arasinda parga degistokusu sonucu
olusmaktadir. Translokasyon tasiyicilarinin fenotipinde genellikle bir degisiklik
gozlenmez ancak anormal sperm olusumu normal sperm olusumuna gore daha fazladir.
Ozellikle tekrarlayan gebelik kayiplarinda resiprokal translokasyon goriilme siklig
yiiksektir. Infertil, oligozoospermik ve azoospermik erkeklerde yapilan calismalar
sonucunda, translokasyon varliginin spermatogenez siirecini degistirdigi gozlenmistir
(10).

2.4.3. Y Kromozom Delesyonlari

Y kromozomu yeniden diizenlemelerinin goriilme sikliginin; infertil erkeklerde,
ozellikle azospermi ile arttigi gdézlenmistir. Infertil fenotipin Yq11.23 (AZF bdlgesi)
bandin1 iceren yeniden diizenlemelerle (Yqmin Okromatik kisminin inversiyonlari,
delesyonlari) iliskisi, yapilan genetik caligmalarla kapsamli bir sekilde analiz edilmistir

(11).



Ik kez 1976 yilinda yapilan galisma; siddetli infertilitenin en sik goriilen
molekiiler nedenlerinden birinin Y kromozomundaki mikrodelesyonlar oldugunu
gostermistir. Ayrica bu ¢alisma sonucunda Y kromozomu mikrodelesyonlarinin
azoospermi ve oligospermi vakalarinda %10-15'lik bir prevalansa sahip oldugu ortaya
koyulmustur (12).

Y kromozomunda sirastyla AZFa, b ve ¢ bolgeleri "Azoospermi faktorleri"
olarak adlandirilir ve spermatogenez lokusu olarak tanimlanir (13)(Sekil 3). Yq
mikrodelesyonunun ve AZF genlerinin; spermatogenez lizerindeki etkisi ve delesyon
olmas1 durumunda degisen molekiiler mekanizma tam olarak anlagilabilmis degildir. Y
mikrodelesyonlarinin ¢ogunlugunu AZFb ve AZFc lokuslarindaki birka¢ genin es
zamanli delesyonu olustururken, AZFa delesyonlari daha az goriilmektedir (14).

DAZ gen ailesinin tiim iyelerini iceren AZFc bolgesi delesyonlari,
spermatogenik bozulmanin en sik goriilen molekiiler nedenidir. AZFc delesyonunda,
AZFc fenotipi olusmasinin en giiglii etkeni olan DAZ gen ailesinin tiim iiyeleri dahil
olmak tiizere sekiz gen delesyona ugrayarak azoospermi ya da siddetli oligozoospermiye
yol acar (14,15). AZFa bolgesindeki delesyonlar genellikle "Sertoli cell-only
Sendromu'na yol agarken, AZFb ya da AZFb + AZFc delesyonlart "Sertoli cell-only
Sendromu ile iligkili azoospermi” ya da "pre-mayotik spermatogenik duraklama ile
iligkili azoospermi'ye yol agmaktadir (15).

- Pseudootozomal bolge
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Sekil 3. Y kromozomunda yer alan AZF bolgelerinin sematik gdsterimi ve yer alan bazi genler.
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2.4.4. Gen Mutasyonlari

Insanlarda normal seksiiel gelisim, spermatogenez, testis olusumu ve islevi icin
yiizlerce genin birlikte islev goérmesi gerekmektedir. Ancak birlikte islev gormesi
gereken pek ¢ok gen iginde CFTR geni, androjen ve fonksiyonel bir androjen reseptorii
genleri ile insiilin-benzeri faktér 3 geni gibi bazi genlerin dogru bir bigimde islev

gormesi klinik agidan daha fazla 6nem tasimaktadir.

Kistik Fibrozis Transmembran Iletkenlik Diizenleyici (CFTR) geni, kromozom
7'nin q31.2 bolgesinde yer almaktadir. CFTR gen mutasyonlari kistik fibroz hastaligina
ve vas deferens yokluguna neden olmaktadir. Kistik fibrozis hastaligina sahip erkeklerin
%095'inde obstriiktif azoospermiye bagl infertilite goriildigi ve konjenital bilateral vas
deferens yoklugu (CBAVD) olan hastalarin % 60-70'inde CFTR geninde mutasyonlarin
saptandig1 belirtilmektedir (1,43).

Androjenler ve fonksiyonel bir androjen reseptorii (AR); erkek fenotipinin
olusmasi, spermatogenezin baslatilmasi ve siirdiirilmesinde 6nemli role sahiptir (1,43).
Androjen reseptor genindeki mutasyonlar, Androjen Duyarsizlik Sendromu'na (AIS) ve
spermatogenik hasara neden olmaktadir (1,43,44).

Bunlara ek olarak, insiilin-benzeri faktor 3 - Losin agisindan zengin tekrar igeren
G-protein bagl reseptor (INSL3-LGR8) genlerinde belirlenmis mutasyonlar; testislerin
inmesinde anomalilerle ve kriptorsidizm ile iligskilendirilmistir (1). Dinin-benzeri faktor
(RLF) olarak da bilinen insiilin-benzeri faktér 3 (INSL3); Leydig hiicreleri tarafindan
tretilen relaksine benzer hormon ailesinin bir {yesidir. Testis inmesi ve
kriptorsidizmdeki roliinlin yani sira INSL3 geninin heniiz tam olarak tanimlanmamis
endokrin ve parakrin iglevlerinin olabilecegi ve bu hormonun eksikliginin hipogonadizm

sebebi olabilecegi diisiiniilmektedir (1,9).

2.4.5. Tek Niikleotit Polimorfizmleri (TNP/SNP)

Genom bazinda yapilan arastirmalarin ilerlemesine ek olarak spermatogenezde
rol oynayan genlerdeki polimorfizmlerin analizi, erkek infertilitesi genetiginin dnemli
calisma alanlarindan birisi haline gelmistir. Spermatogenezde rol oynayan genlerdeki
polimorfizm veya genetik varyantlar, spermatogenez siirecinde ortaya c¢ikan
bozulmalara ve sonucunda meydana gelebilecek defektlere etki edebilecek risk

faktorleri olarak kabul edilmektedir.
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Erkek infertilitesi ile iligkili olarak birka¢ polimorfik varyant tanimlanmistir.
Ancak yapilan iligskilendirme ¢alismalarindan genellikle spesifik ve net sonuglar elde
edilememistir.

Tek niikleotit polimorfizmleri temel olarak; calisma populasyonunun boyutu,
analiz edilen polimorfizm tiirii ve kullanilan teknikler, erkek infertilite fenotipinin
multifaktoriyel ve heterojen olusu, etki eden faktorlerin fenotipik etkisinin bireyler arasi
degiskenlik gostermesi, testis seviyesi ve genetik varyasyonlara katkida bulunan etnik
ve cografi farkliliklardan kaynaklanmaktadir (1,2).

Gen polimorfizmlerinin fenotipik etkisi; diger genetik faktorler, ¢evresel
kosullarin etkisi veya her ikisinin etkilesimi ile birlikte ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum,
gen ve ¢evre etkilesiminin fenotip tizerindeki etkisinin 6nemini vurgulayan durumlardan
biridir. Bu nedenle, polimorfizmlerin, belirli bir genetik yap1 ve/veya cevresel
faktorlerle baglantili olarak spermatogenez siirecinde bozulmalara ya da testikiiler
disfonksiyona yol actig1 diistiniilmektedir.

Farkli genlerdeki (PARP1, TNF, AR, MTHFR, POLG, FSHR, DAZL, vb.)
polimorfizmlerin erkek infertilitesi lizerindeki olasi etkileri 2008 yilindan itibaren ¢esitli
caligmalarda popiilasyonlara 6zgii olarak arastirilmis; ancak ¢ogu ¢alismada aydinlatic
bir sonuca ulasilamamis, kesin veriler elde edilememistir. Bu nedenle en yaygin olarak
tespit edilen polimorfizmler {izerinden ¢alismalar halen devam etmektedir ve bu genler
Tablo 2'de verilmistir. (3,43).
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Tablo 2. infertilite ile iliskilendirilmis genler (43)

Gen Ismi Vakave | Cahsmanmm | Iliski
Kontrol | yapildigs IMIDIA 136+161 | Arnavutluk,
" Makedonya
Grubu iilke
(A) Genel hiicre islevi KLK2 218+220 Kore Evet
ABCB1 162+191 Polonya Evet LIG4 580+580 Cin Evet
Arnavutluk,
ABLIM1 3608+5909 | Cin Evet LOC203413 | 623+530 Makedonya, Hayir
Japonya
Cin,
AHR 991+1256 Iizrztl?nya, Evet LRWD1 130+100 | Japonya Hayir
Japonya
Estonya,
AHRR 235+324 Uyumsuz MAS1L/UBD | 917+2015 | Japonya Hayir
Japonya
APOB 604+501 | SlOVEMYa, |\ imeuz MCT2 471+265 | Kore Evet
Hindistan
ARNTL 589+444 | SIOVEMYA, | b MDM?2 580+580 | Cin Evet
Sirbistan
ATM 809+816 Cin Uyumsuz MLH1 1292+480 | Cin Hayir
BCL2 1653+2329 | Cin Evet MLH3 1454+640 | Cin Evet
BHMT 153+184 Isveg Hay1r MSH4 1292+480 | Cin Hayir
BRCA2 820+830 Cin Evet MSH5 1454+640 | Cin Evet
CAT 885+839 ﬁ;‘; Fransa, | v umsuz MTHFD1 | 428+533 | isveq, Rusya | Hayir
CDC42BPA | 3608+5909 | Cin Evet MTHFR 5575+5447 | Meta-analiz Evet
CHD2 1653+2329 | Cin iy MTR 713+739 | Brezilya, Cin, | o
Polonya
Brezilya, Cin,
CLOCK 517+444 | Slovenya | Evet MTRR 1790+1622 | Fransa Kore, 1,0
Polonya, Isveg,
Urdiin
CRISP2 92+176 Avustralya Hay1r NFE2L2 336+295 Cin Evet
CYP1Al 1060+1225 | Meta-analiz | Evet NOS1 580+580 Cin Hayir
CYP17Al 456+465 Kore Evet NOS2 580+580 Cin Hayir
CYP26B1 719+383 Cin Hayir NOS3 2019+1509 | Meta-analiz Uyumsuz
EPSTIL1 917+2015 | Japonya Uyumsuz NQO1 580+580 Cin Hayir
Arnavutluk,
ERCC1 202+187 Cin Hay1r OR2W3 623+530 Makedonya, Uyumsuz
Japonya
ERCC2 202+187 Cin Hayir PACRG 610+156 Avustralya Evet
ETV5 20a+296 | Avustalya g PARP1 317+231 | Cin Evet
Amerika
Cin,
FAS 547+571 Hindistan, Hayir PCFT1 153+184 Isveg Hayir
Tiirkiye
Arnavutluk,
FASLG 447+532 Makedonya, | Hayir PEMT 153+184 Isveg Evet
Cin, Tiirkiye
FOLH1 153+184 Isveg Hayir PEX10 2369+2946 | Cin, Japonya Hayir
GNAO1 1653+2329 | Cin Evet PMS2 1292+480 | Cin Evet
GPX1 690+649 Cin, Fransa | Hayir POLG 2463+1480 | Meta-analiz Hayir
Cin,
HLA-DRA 4508+7588 | Cin, Japonya | Evet PON1 1037+1094 | Yunanistan, Uyumsuz

Iran, Slovenya
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PON2 270+320 ;:Samstan, Uyumsuz (B) Spesifik Spermatogenik lslev
Arnavutluk,

PSAT1 917+2015 | Japonya Uyumsuz BRDT 259+343 Makedonya, Hayir
Israil

RAG1 580+580 Cin Evet DAZL 2715+1835 | Meta-analiz Uyumsuz

RFC1 153+184 Isveg Hay1r EPPIN 473+198 Cin Evet

RGS9 3608+5909 | Cin Hay1r H2BFWT 851+445 Cin, Kore Evet

SHMT1 153+184 Cin Hay1r HORMAD1 | 391+448 Cin, Japonya Evet

SFRS1 962+1931 | Cin Hay1r HORMAD?2 | 361+368 Cin Hayir

SFRS2 962+1931 | Cin Hayr MOV10L1 30+70 Iran Hayir

SFRS3 962+1932 | Cin Hay1r NANOS1 719+383 Cin Hayir

SFRS4 962+1933 | Cin Hayir PIWIL1 490+468 Cin Hayir

SFRS5 962+1934 | Cin Hay1r PIWIL2 490+469 Cin Hayir

SFRS6 962+1935 | Cin Evet PIWIL3 490+470 Cin Hayir

SFRS7 962+1936 | Cin Hay1r PIWIL4 490+471 Cin Hayir

SFRS9 962+1937 | Cin Hay1r PRDM9 309+377 Cin Hayir
Cin, Iran,

SIRPA 1402+1172 | Cin Evet PRM1 851+955 Japonya, Evet
Ispanya

SIRPA-SIRPG | 490+1167 | Cin Hayir PRM?2 525+648 Cin, Japonya | Hayir

SIRPG 1402+1172 | Cin Uyumsuz PRMT6 236942946 | Cin, Japonya | Hayir

SOD2 690+649 Cin, Fransa | Uyumsuz REC8 96+96 Amerika Hayir

soD3 580+580 | Cin Hayr SEPT12 290+480 JTaar;g/r;)r/]a, Uyumsuz

SOX5 298743526 | Cin, Japonya | Uyumsuz SPATA17 38+96 Japonya Evet

Makedonya,
TAS2R38 623+530 Arnavutluk, | Hayir SPO11 186+167 Cin, Iran Uyumsuz
Japonya

TChIR 153+184 | Isveg Evet STRAS 719+383 | Cin Evet
Arnavutluk,

TCN2 153+184 Isveg Hayir TEX15 445+538 Makedonya, Hayir
Cin

TMEM132E | 3608+5909 | Cin Hayir TSSK4 372+220 Cin Hayir

TNF 780+260 Hindistan Evet TSSK6 519+359 Cin Hayir

TP53 1134+1545 | Meta-analiz | Hayir UBE2B 568+612 | T Evet
Hindistan

UBR2 30+80 Japonya Uyumsuz YBX2 326+210 Cin Evet

USP26 1716+2597 | Cin Hayir (C) Endokrin islev

USP8 917+2015 | Cin Uyumsuz AR 2084+1831 | Meta-analiz Evet

XPC 252+288 Cin Hay1r ESR1 1576+1777 | Meta-analiz Uyumsuz

XRCC2 580+580 Cin Hayir ESR2 2815+3178 | Meta-analiz Uyumsuz

. Makedonya,

XRCC3 580+581 Cin Hayir INSR 624+530 Hayir
Japonya

XRCC4 580+582 Cin Hayir MSMB 338+382 Cin Evet

XRCC5 580+583 Cin Hayir SRD5A2 132+111 Estonya Hayir

"Evet"

belirtilen SNP biitiin ¢alismalarda iliskili bulunmustur; "Hayir", belirtilen SNP hi¢ bir ¢calismada
iligkili bulunmamigtir; "Uyumsuz", ayn1 SNP farkli ¢caligmalarda analiz edilmis ve birbirine uyumsuz
sonuglar elde edilmistir.




2.5. DAZL Geni (Deleted in AZoospermia Like) ve Erkek Infertilitesi

"Deleted in AZoospermia" olarak adlandirilan DAZ geni (OMIM 400003), insan
Y-kromozomal azoospermi faktorii olan AZF bdlgesi i¢inde yer alan genlerden biridir.
DAZ geninin spermatogenez siirecinde, AZF delesyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan, defektler
tizerinde etkili olabilecegi disiiniilmektedir. Saxena ve arkadaslart (1996) AZF
bolgesinde toplanmis ¢ok sayida DAZ kopyasi ve kromozom 3 iistiinde DAZL olarak
adlandirilan islevsel bir DAZ homologu bulundugunu rapor etmistir (35). Tim gen
ailesinin esey hiicrelerinde eksprese oldugu belirlenmistir. DNA dizileme analiz
sonuglarinda ise, Y kromozomu DAZ kiimelenmesinin primat evrimi sirasinda otozomal
bir genin Y kromozomuna transpozisyonu, transpoze olan gendeki ekzonlarin
amplifikasyonu ve kirpilmast ve modifiye genin amplifikasyonu ile olustugunu
gostermistir. Saxena ve arkadaslari (1996) DAZL geninin DAZ gen ailesinin Onciisii
oldugunu 6ne siirmiistiir (35). Ayrica, Yen ve arkadaslar1 (1996), DAZL geninin; DAZ
geninde bulunan yedi tekrardan yalnizca bir tanesini i¢erdigini ortaya ¢ikarmislardir

(49). DAZL geni (NC_000024.10); Y-baglantili DAZ geninin bir otozomal

homologudur. RNA baglama proteinini kodlayan germ/esey hiicrelerinde ifade olarak
spermatogenezde rol oynamaktadir. Kromozom 3'iin p24.3 bolgesinde yer almakta ve 12
ekzondan meydana gelmektedir (Sekil 4) (16).

Reijo ve arkadaglar1 (1995), Yq'nun 6kromatin bdlgesinde de novo delesyonu
olan azoospermik erkeklerde, siirekli olarak delesyona ugrayan tek transkripsiyon
faktoriinin DAZ oldugunu saptamiglardir (17). Bu gendeki mutasyonlarin, erkeklerde
siddetli spermatogenik basarisizlik ve infertiliteye neden oldugu saptanmistir (18). RBM
ve DAZ/SPGY; RNA baglanma motifini de igeren proteinleri kodlayan ve Y kromozomu
tizerinde yer alan iki gen ailesidir. Her iki gen de spermatogenezde etkili olan genlerdir
(77). Ruggiu ve arkadaslarinin 1997 yilinda yaptig1 ¢caligma ile DAZL proteininin erkek
ve kadinlarda sitoplazmik oldugu, DAZL genindeki bozulmalarin germ hiicresi kaybi
nedeniyle gamet iretiminin durmasma yol agtigt ve DAZL geninin germ hiicre
farklilagsmalari i¢in esas etken oldugu ortaya koyulmustur (78). Reynolds ve arkadaslar
2005 yilinda yaptiklar1 immiinopresipitasyon ve mikroarray caligmalari ile DAZL
proteinleri tarafindan baglanan spesifik transkriptleri tanimlamis; bu transkriptlerin
baglanma bdlgelerinin evrimsel olarak korunmus ve erkek gametogenezi ic¢in kritik

oneme sahip oldugunu ortaya koymustur (79).
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Bugiine kadar, DAZL geninde; ekzon 2'de yer alan 260 A/G ve ekzon 6'da yer
alan 386 A/G (rs121918346) tek niikleotit polimorfizmleri (SNP) bu genle ilgili en
yaygin olarak calisilan polimorfizmlerdir. Teng ve arkadaglar1 ise 2002 yilinda, ilk
olarak Tayvan orijinli siddetli oligozoospermi ve non-obstriiktif azoospermi goriilen
160 bireyde yaptiklar1 ¢calisma sonucunda; siddetli spermatogenik yetmezlige yatkinlik
ile iligkili DAZL geninde ekzon 3'te, proteinin RNA tanima bolgesinde degisime neden
olan 386 G/A degisimini tanimlamistir (19). Bartoloni ve arkadaslarinin 2004 yilinda
Italyan infertil bireylerle yaptig1 calisma sonucunda ise 386 G/A polimorfizmine
rastlanmamis ve 386 G/A polimorfizminin yalnizca Tayvan ve Asya populasyonlarinda

infertilite sebebi olabilecegi 6ne siiriilmistiir (20).
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Sekil 4. DAZL gen yapis1 ve yer alan tek niikleotit polimorfizmleri.

Tayvan orijinli infertil erkeklerde yapilan ilk SNP analiz ¢alismasi sonucunda
(19), 260 A/G tek niikleotit polimorfizminin infertil ve kontrol bireyleri arasinda benzer
oranlarda dagildigr belirtilmistir. Ancak 260A/G olarak diisiiniilen bu tek niikleotit
polimorfizminin aslinda 386. pozisyonda oldugu, bu polimorfizmin yiiksek oranda
korunmus RNA tanima motifi icinde yer aldigi ve 54. pozisyondaki Threonin
aminoasitinin Alanin aminoasitine degismesine neden oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda 386 A/G degisiminin erkek infertilitesi ile dnemli Olgiide iliskili oldugu
belirlenmistir (19).

2.6. MTHFR Geni (5-metilentetrahidrofolat rediiktaz) ve Erkek Infertilitesi

Goyette ve arkadaslarinin 1998 yilinda yaptigi ¢alisma ile MTHFR geninin,
kromozom 1'in p36.22 bolgesinde yer aldigi, 11 ekzondan olusmus olup 656 aminoasit
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kodladig ortaya koyulmustur (Sekil 5)(50). 5-metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR)
enzimi, homosisteinin metionine doniistiiriillmesinde etkilidir. MTHFR geninde
meydana gelen mutasyonlarin; spermatogenezde etkili olan genlerin ifadesinde
metilasyona bagh degisiklikler meydana getirebilecegi ve bu sekilde erkek fertilitesi

tizerinde olumsuz etkisinin olabilecegi One stiriilmektedir. (51).
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Sekil 5. MTHFR gen yapisi ve yer alan tek niikleotit polimorfizmleri.

Folat metabolizmasi; DNA sentezi, onarimi ve metilasyonundaki rolii nedeniyle
genom biitiinliigii icin Onemli bir etkendir. Insanlarda folat eksikligi siklikla
gozlenmekte ve infertilite dahil gesitli hastaliklar i¢in risk faktorii olarak gosterilen
hiperhomosisteinemi ile iliskilendirilmektedir. Ayrica sperm DNA'sinda olusan
metilasyon anomalileri de erkek infertilitesi sebepleri arasinda gosterilmektedir (24).

MTHFR geni ile bagdastirilan infertilite caligmalarinda en yaygin olarak 677
C/T (rs1801133) ve 1298 A/C (rs1801131) polimorfizmine rastlanmaktadir. MTHFR
geninde ekzon 4’te yer alan 677 C/T niikleotit degisimi 222.pozisyondaki Alanin
aminoasitinin Valin aminoasitine degismesine ve ekzon 11'de yer alan 1298 A/C
niikleotit degisimi 429. pozisyondaki Glutamik asit aminoasitinin Alanin aminoasitine
degismesine neden olmaktadir.

Frosst ve arkadaslar1 1995 yilinda; MTHFR geninin 677. niikleotitindeki
polimorfizmin (607093.0003), alaninin valine doniismesine neden olarak termolabil bir
MTHFR formunun olustugunu o6ne sirmislerdir (25). Heterozigot veya homozigot
durumdaki bu varyantin, azalmis enzim aktivitesi ve artan termostabilite ile iligkili
olabilecegi diisiinlilmiistiir. 2008 yilindan itibaren yapilan SNP arastirmalarinda,
MTHFR genindeki polimorfizmler nedeniyle ortaya c¢ikan diisiik enzim aktivitesi;

infertilite de dahil olmak {izere pek ¢ok hastalik icin risk faktorii olarak
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degerlendirilmektedir (24,25). MTHFR geninin kodlayic1 bolgesinde yer alan 677C/T
varyantinin enzim aktivitesini heterozigotlarda (CT) %35, homozigotlarda (TT) %70
azalttigi  belirlenmistir  (24,26,27). Bu  varyantin en yaygm  fenotipi,
homosistiniiri/homosisteinemiye yol acan homosistein birikmesidir. MTHFR 677C/T
varyantinin erkek fertilitesi tizerindeki olumsuz etkisinin, diisiik metilasyon nedeniyle
spermatogenezde etkin rol oynayan genlerin ekspresyonunda meydana gelen degisime
bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Alternatif goriisler; spermin, DNA hasarina neden olan toksik reaktif oksijen

metabolitleri ile zarar gorebilecegi tizerinedir.

2.7. FSHR Geni (Follikiil Stimiile Edici Hormon Reseptorii) ve Erkek infertilitesi

FSH ve FSH reseptorii (FSHR) arasindaki etkilesim normal oogenez ve
spermatogenez i¢in Onemlidir. Follikiil stimiile edici hormon; hipofiz bezinden
salgilanan bir hormondur ve Luteinize edici hormonla (LH) beraber overlerin ve
testislerin islevine katkida bulunur. Kadinlarda over follikiillerinin olgunlagmasini,
erkekte spermatozoonlarin tiretimini ve olgunlagmasini saglar.

FSHR (Follikiil Stimiile Edici Hormon Reseptoér) geni (NM_000145.3) 2
numarali kromozomun p16.3 bolgesinde yer alir, 54 kb'lik bir bolgeyi kapsar, 14 ekzon
ve 9 introndan olusur (Sekil 3). Spermatogenezde yer alan hiicrelerin normal islevi,
FSH reseptoriiniin (FSHR) ekspresyonuna bagimlidir. FSHR gen polimorfizmlerinin;
FSH artis1, progesteron diislisii ve semende sperm konsantrasyonlarinda azalma ile
iliskilendirilebilecegi belirtilmistir. Ancak tek niikleotit polimorfizmleri (SNP'ler) de
dahil olmak tlizere FSHR varyantlarinin erkek fertilitesi lizerindeki etkisi heniiz tam
olarak anlagilamamstir (34).

Tapanainen ve arkadaglarinin 1997 yilinda yaptiklart ¢alismada; inaktive edici
bir mutasyona sahip erkeklerde, degisen derecelerde spermatogenik basarisizlik
goriilmesine ragmen azoospermi ya da infertilite goriilmedigini tespit etmislerdir (35,
52). 1999 yilinda Simoni ve arkadaslar ise; idiyopatik infertiliteye sahip 48 erkekte
FSHR tiim gen analizi yaparak, calisma sonucunda FSHR mutasyonlarinin idiyopatik

erkek infertilitesinde patojen bir role sahip olmadigini belirlemislerdir (36,60).
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Sekil 6. FSHR gen yapisi ve yer alan tek niikleotit polimorfizmleri

Son yillarda, FSHR geninde yer alan tek niikleotit polimorfizmleri (SNP'ler)
lizerine gesitli arastirmalar yayinlanmistir. Bu ¢aligmalarda arastirilan SNP'ler, FSH'nin
etkisini degistiren farkli FSHR haplotiplerine yol agmaktadir.

FSHR geninde ekzon 10'da, proteinin 307. aminoasit pozisyonuna karsilik gelen
919 A/G (rs6165) polimorfizmi ve 680. aminoasit pozisyonuna karsilik gelen 2039 A/G
(rs6166) polimorfizmi bulunmaktadir (Sekil 6) .

FSHR geninde yer alan 919A/G ve 2039 A/G polimorfizmlerinin, kadmnlarda
serum FSH seviyelerini, menstruel dongii uzunluklarini, follikiil biiylimesini ve over
stimiilasyonunu etkiledigi belirtilmektedir (60, 63). Ancak bu polimorfizmlerin erkek
infertilitesi tizerindeki etkisine dair heniiz net bir veri elde edilememistir. Yalnizca
FSHR genini inaktive olmasi durumunda, homozigot olan erkeklerde spermatogenik
basarinin etkilendigi belirtilmistir. Bu iki polimorfizm, Beyaz Avrupali populasyonunda
erkek infertilitesinde en sik karsilasilan polimorfizmlerdir (60, 62, 63, 64).

Bagka bir SNP olan G-29A (NM_000145.3:c.-29G>A) (rs1394205) ise, tek
basina veya ekzon 10'daki SNP'ler ile birlikte FSHR geninin 5’-translasyon olmayan
bolge'de (5'UTR) yer almaktadir (Sekil 6). FSHR geninin promotor bdlgesinde yer alan
bu polimorfizm, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini etkilemektedir. Bunun
sonucunda genin ifadelenmesinde diisiise neden olarak serum FSH seviyelerinin

diismesi ile sonuglanmaktadir (63, 82).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Bu calisma (Proje No: KA 17/86) Baskent Universitesi Tip ve Saglk
Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan onaylanmis ve Baskent Universitesi
Aragtirma fonunca desteklenmistir. 2014-2016 yillar1 arasinda Anabilim Dalimiza
genetik test i¢in bagvuran ve biyolojik materyalinin bagka bir ¢aligmada
kullanilmas1 i¢in onay formu bulunan 156 hasta birey arastirmamiza dahil

edilmistir.

3.2. Hasta Grubu

2014-2016 yillar1 arasinda Anabilim Dalimiza basvuran olgular,
yonlendirildikleri 6n taniya gére azoospermi Ve oligospermi, olgulari olarak iki
gruba ayrilmistir. Calisma kapsamina daha sonraki ¢alismalar igin kalan biyolojik
materyalinin kullanilmasina izin veren olgularin DNA o6rnekleri dahil edilmistir. Bu
kapsamda oligospermi 6n tanisi ile daha 6nce Y-mikrodelesyonu taranarak
delesyon saptanmamis, karyotipi 46,XY normal olarak rapor edilmis 72
oligospermi olgusuna ve aymi sekilde Y-mikrodelesyonu taramasi sonucunda
delesyon saptanmamuis, karyotipi 46,XY normal olarak rapor edilmis 84 azoospermi
olgusuna ait DNA o6rnekleri ¢alisilmistir. Ayrica ¢alismaya dahil edilen hastalarin
FSH sonuglar1 da incelenmis, 25 hastanin hormon analizi sonuglarina ulagilmistir.
Bu hastalardan 18 tanesinin hormon degerlerinin normal aralikta, 2 tanesinin
normal araliktan daha diisiik ve 5 tanesinin normal araliktan daha yiliksek degerde
oldugu belirlenmistir.

Calisma kapsamina almman hastalardan MTHFR genine ait C677T
(rs1801133) ve A1298C (rs1801131), DAZL genine ait A260G ve A386G
(rs121918346), FSHR genine ait G-29A (rs1394205), A919G (rs6165) ve A2039G
(rs6166) polimorfizmleri ¢alisilmistir. Her genin ilgili ekzonik bdlgesi, bolgeye
ozgii primerler kullanilarak polimeraz zincir tepkimesi ile c¢ogaltilmis, DNA
ornekleri SNP bolgesine 6zgiil restriksiyon enzimi ile kesilerek polimorfizmlerin

varligi arastirilmistir.
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3.3. Kullanilan kimyasal malzemeler
e Bolgeye 0zgii primerler (7 ¢ift)

e Bolgeye 0Ozgil restriksiyon enzimleri (Alul, Mboll, Hinfl, Ddel,
Hpy188l, Bsrl)

e 05XTBE

e  DNA molekiil agirlik belirteci (50bg, 100bg)

3.4. Kullanilan Alet ve Cihazlar

e Yatay elektroforez tanki (Cleaver Scientific)

e Elektroforez gii¢ kaynagi (Consort)

e Jel goriintiileme sistemi (Syngene InGenius LHR)
e  Mikro Pipet takimi (Eppendorf)

e Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, USA)

e  Buz makinesi (Elektrolux)

e  Mini santrifiij (Biosan combispin FVL-2400N)
e Derin dondurucu (Argelik)

e Ependorf Tiipii (1,5 ml lik)

e PZR tiipleri (0,2 ml ve 0,5 ml)

e PZR cihazi

e Etiv

3.3. DNA Ornekleri

Bu calisma Bagskent Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dalr’nda planlanmis ve yiiriitiilmiistiir. Hasta grubunun secimi Baskent Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Calismada
genetik calismalar i¢in riza-onay formu imzalatilarak periferik kan o6rnekleri

gonderilmis 156 hastanin arsiv DNA’lar1 kullanilmistir.
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3.3.1. DNA’nin konsantrasyon ve safliginin él¢iimii

Ependorf marka 10 pl’lik pipet ile hastalarin daha 6nceden izole edilip
-20°C’de saklanan DNA o&rneklerinden 2ul almarak hasta DNA 6rneklerinin
konsantrasyonlart1 ve saflifi  Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, USA)
kullanilarak o6l¢iilmiistir. DNA konsantrasyonlart 50-150 ng olan Ornekler
kullanilmistir.  Yiiksek konsantrasyona sahip DNA’lar 50 ng olacak sekilde

sulandirilmastir.

3.4. Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT) ve agaroz jelde goriintiileme

PZT reaksiyonlar1 i¢in polimorfizmlerin ait olduklar1 gen bolgelerine 6zgii
primerler kullanilmistir. Liyofilize halde ticari olarak satin alinan primerler firmanin
belirttigi kosullara uygun olarak 100 pmol skalasinda ana stok olarak sulandirilmis,
20 pmol ara stoklar halinde kullanilmigtir. Hasta DNA'lar1 ile ¢aligmaya baglamadan
once, daha oOnceden c¢alistig1r bilinen bir kontrol DNA's1 ile baglanma sicakligi
optimize edilmis, kullanilan kimyasal ve reaktiflerin calistigi belirlenmistir. Bu
basamaktan sonra c¢alismaya dahil edilen 156 DNA 0Ornegi ile reaksiyonlar

gerceklestirilmistir.

Her bir PZT reaksiyonu i¢in uygun c¢alisma kosullart ve Tm dereceleri
primerlerin 6zelliklerine gore belirlenmis olup her bolgeye 6zgii primer dizileri ve

kosullar Tablo 3'te verilmistir.

Tablo 3. MTHFR, DAZL ve FSHR genlerinin ilgili kodonlar1 i¢in kullanilan primer dizileri, amplikon
biiyiikliikleri ve Tm dereceleri

PZT

Gen/SNP Bolgesi | Forward/ Reverse Primer Dizileri Uriinii Tom MgCl,
(bp) ( C) 25mM

FWD:5’-CTTTGAGGCTGACCTGAAGC-3’ .
MTHFR 677C/T | oy 57 .CTCACCTGGATGGGAAAGAT-3" 168bp | 60°C | 2mM

FWD:5'-CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTA-3" .
MTHFR 1298A/C | Rv: 5°-CACTTTGTGACCATTCCGGT-3' 163bp | 61°C | 1,5 mM

FWD:5"-TCACATTATGTATAGGTTTTTC-3" .
DAZL 260A/G | pv: 5°-ATATAGCCTTGGCTGGTTGC-3° 150bp | 55°C | 2mM

FWD:5’-GAATGCTGAATTTTTACTCTTGAAG-3’ o
DAZL 386A/G | pv. 5 TGATAAAATTACTCACCCTTTGGA-3’ 151bp| 59°C | 2mM

FWD:5’-TCATAAGGGCACTGTGTGGA-3’ o
FSHR-29G/A | Rv: 5" TTGGCAGAGAAAAACCCTGT-3' 187bp| 58°C | 1mM

FWD:5'-TCATCCAATTTGCAACAAATCTAT-3" .
FSHROI9A/G | pv. 5°-CCACTTCATTGCATAAGTCATAGTC-3 | 161bP| 60°C | 1.5mM

FWD:5’-CTTCATCCACTGTCCACAACA-3’ 0
FSHR 2039A/G | pv.5°-CATTCAATACTCAGATACATTTTCACA-3 | 1°0bP| 60°C [15mM
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PZT’ler, son hacim 25 pul olacak sekilde 25mM MgCl,, 10mM
deoksiriboniikleotit trifosfat (dNTP, 2.5mM) ve 5 U/ul Tag DNA polimeraz

kullanilarak hazirlanmstir.

DAZL 260A/G icin PZT kosullari;

95 °C 5dk

94 °C 1dk

55°C 1 dk 40 dongii
72°C 1dk

72°C 10 dk

+4°C ©

DAZL 386A/G icin PZT kosullari;

95°C 5 dk

94 °C 1dk

59°C 1 dk 40 déngii
72°C 1dk

72°C 10 dk

+4°C o0

MTHFR 677CIT icin PZT kosullari;

95°C 5dk

94 °C 1dk

60°C 1dk 40 dongii
72°C 1dk

72°C 10 dk

+4°C ©
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MTHER 1298A/C icin PZT kosullari,

95°C
94 °C
61°C
72°C
72°C
+4°C

5dk
1dk
1dk 40 dongii

1dk
10 dk

o0

FSHR -29G/A4 icin PZT kosullari;

95°C
94 °C
58°C
72°C
72°C
+4°C

5 dk
1dk
1dk 40 dongi

1dk
10 dk

o0

FSHR 919A/G icin PZT kosullari;

95°C
94 °C
60°C
72°C
72°C
+4°C

5 dk
1dk
1dk > 40 dongii

1dk
10 dk

o0

FSHR 2039A/G icin PZT kosullari;

95 °C
94 °C
60°C
72°C
72°C
+4°C

5 dk
1 dk
1 dk 40 déngii

1dk
10 dk

o0
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Tim PZT friinlerinin amplifikasyonu, etidyum bromiir (EtBr) ile boyanmis

%2" lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol edilmistir (Sekil 7-9).

A B

Sekil 7. DAZL geni amplifikasyon iiriinlerinin jel goriintiisii. (A) DAZL 260A/G bolgesini igeren
amplifikasyon triinii (150 bg). (B) DAZL 386A/G bolgesini igeren amplifikasyon iiriinii (151 bg).
(100 bp: 100 b¢ molekiil agirlik belirteci, NK: negatif kontrol, 1-2: amplifikasyon {iriinlerinin
yiiklendigi kuyular.)

B

Sekil 8. MTHFR geni amplifikasyon triinlerinin jel gortntiisii. (A) MTHFR 677C/T bdlgesini iceren
amplifikasyon iiriinii (168 bg). (B) MTHFR 1298A/C bdlgesini igeren amplifikasyon iiriini (163 bg).
( 100 bp: 100 b¢ molekiil agirlik belirteci, NK: negatif kontrol, 1-2: amplifikasyon iiriinlerinin
yiiklendigi kuyular.)

A

Sekil 9. FSHR geni amplifikasyon {irtinlerinin jel goriintiisii (A) FSHR -29G/A bdlgesini igeren
amplifikasyon tiriinii (187 bg). (B) FSHR 919A/G boélgesini igeren amplifikasyon tiriinti (161 bg).
(C) FSHR 2039A/G bolgesini i¢eren amplifikasyon iriini (150bg). ( 100 bp: 100 b¢ molekiil agirlik
belirteci, NK: negatif kontrol, 1-2: amplifikasyon iirtinlerinin yiiklendigi kuyular.)
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3.5. Restriksiyon Par¢acik Uzunluk Polimorfizm (RFLP) reaksiyonu ve Analizi

Her polimorfizm i¢in, PZT ile ¢ogaltilan bolgeler; bolgeye 6zgii restriksiyon
enzimi ile kesilmistir. Enzimin kesim siiresi ve sicakligi, enzimin veri sayfasindaki
bilgilere gore uygulanmistir (Tablo 4). Reaksiyonlar; 0,5 ml’lik tiiplerde, 0,5ul
enzim, 1ul tampon, 3,5ul distile su ve 5ul PZT iriinii eklenerek toplam 10 ul’lik
hacimlerde gercgeklestirilmistir. %3'liilk agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilen
restriksiyon enzim kesim iiriinleri EtBr ile boyanarak, goriintiilemesi Syngene

InGenius LHR cihazi ile gergeklestirilmistir.

Tablo4. RFLP analizinde kullanilan enzimler, kesim paternleri, inkiibasyon siire ve sicaklik
dereceleri.

Restriksiyon | Kesim Inkiibasyon | inkiibasyon
Gen Bolgesi Endoniikleaz | Paterni Siiresi sicakhigi
CC: 168 bp
MTHFR 677C/T | Hinfl CT: 168 bp, 122 bp, 46 bp 16 saat 37°C

TT: 122 bp, 46 bp
AA: 30 bp, 27 bp, 19 bp

MTHFR1289A/C | Mboll AC: 57 bp, 30 bp, 27 bp, 19bp | 16 saat 37°C
CC: 57 bp, 30 bp, 27 bp
AA: 150 bp

DAZL 260A/G | Ddel (HpyF3I) | AG: 150 bp, 88 bp, 62 bp 16 saat 37°C

GG: 88 bp, 62 bp
AA: 85 bp, 66 bp
DAZL 386A/G | Alul AG: 85 bp, 66 bp, 53 bp, 13 bp | 16 saat 37°C
GG: 85 bp, 53 bp, 13 bp

GG: 112 bp, 72 bp

FSHR -29G/A | Mboll GA: 187 bp, 112 bp, 72 bp 16 saat 37°C
AA: 187 bp
AA: 95 bp, 54 bp, 12 bp

FSHR 919A/G | Hpy188I AG: 95 bp, 66 bp, 54 bp, 12 bp | 1 saat 37°C
GG: 95 bp, 66 bp
AA: 150 bp

FSHR 2039A/G | Bsrl (BseNI) | AG: 150 bp, 86 bp, 64 bp 16 saat 65 °C

GG: 86 bp, 64 bp

Caligma kapsamina alinan hastalarin ilgili gen bdlgeleri i¢in kesim paternleri
asagidaki sunulan sekillerde (Sekil 10-16) genotipler belirlenerek, genotip ve allel

frekanslar1 grup icinde istatistiksel analize alinmistir.
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150 bg

88 b¢
62 b¢

Sekil 10. DAZL geninin ekzon 2'de yer alan 260A/G tek niikleotit polimorfizminin DNA fragmaninin
(150 bg) Ddel (HpyF3l) kesim enzimi ile kesim paterninin jel goruntiisi. (M: DNA molekiil agirlik
belirteci (50bg), U: kesilmemis PZT {irtinii (150bg), AG: heterozigot genotip, GG: homozigot genotip,
AA: yabanil tip genotip)

Sekil 11. DAZL geninin ekzon 3'te yer alan 386A/G tek niikleotit polimorfizminin DNA fragmaninin
(151 bg) Alul kesim enzimi ile kesim paterninin jel goriintiisii. (M: DNA molekiil agirlik belirteci
(50bg), U: kesilmemis PZT iiriinii (151bg), AA: yabanil tip genotip)
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168 bg
122 bg

46 be

Sekil 12. MTHFR geninin ekzon 4'te yer alan 677 C/T tek niikleotit polimorfizminin DNA
fragmaninin (168 bg) Hinfl kesim enzimi ile kesim paterninin jel goriintiisi. (M: DNA molekiil
agirhik belirteci (50bg), U: kesilmemis PZT triinii (168bg), TT: homozigot genotip, CT: heterozigot
genotip, CC: yabanil tip genotip)

57 bg

30 be
27 be

19 be

Sekil 13. MTHFR geninin ekzon 7'de yer alan 1298A/C tek niikleotit polimorfizminin DNA
fragmaninin (163 bg) Mboll kesim enzimi ile kesim paterninin jel goriintiisii. (M: DNA molekiil
agirlik belirteci (50bg), U: kesilmemis PZT {iriinii (163bg) CC: homozigot genotip, AC: heterozigot
genotip, AA: yabanil tip genotip)
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187 bg
115 bg¢
72 bg

Sekil 14. FSHR geninin promoter bolgesinde yer alan -29G/A tek niikleotit polimorfizminin DNA
fragmaninin (187 bg) Mboll kesim enzimi ile kesim paterninin jel goriintiisii. (M: DNA molekiil
agirlik belirteci (50bg), U: kesilmemis PZT firiinii (187bg) AA: homozigot genotip, GA: heterozigot
genotip, GG: yabanil tip genotip)

66 bg

12 be

Sekil 15. FSHR geninin ekzon 10'da yer alan 919A/G tek niikleotit polimorfizminin DNA
fragmanmin (161 bg) Hpy188I kesim enzimi ile kesim paterninin jel goriintiisii. (M: DNA molekiil
agirhik belirteci (50bg), U: kesilmemis PZT firiini (161b¢)GG: homozigot genotip, AG: heterozigot
genotip, AA: yabanil tip genotip)
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M U AA AG GG

150 bg

86 bg
64 bg

Sekil 16. FSHR geninin ekzon 10'da yer alan 2039A/G tek niikleotit polimorfizminin DNA
fragmaninin (150bg) Bsrl (BseNI) kesim enzimi ile kesim paterninin jel goriintiisii. (M: DNA molekiil
agirlik belirteci (50bg), U: kesilmemis PZT iriinii (150bg), GG: homozigot genotip, AG: heterozigot
genotip, AA: yabanil tip genotip)

3.6. Istatistiksel analiz

Calisma kapsaminda degerlendirilen hastalarin genotipleri ile ¢alisma gruplari
arasindaki iliskinin analizinde Pearson ki-kare testi kullanilmistir. Alleller ve calisma
grubu arasindaki iliski Fischer-Exact testi ile analiz edilmistir. Istatistiksel
degerlendirmelere iliskin sonuclar; n ve % orami olarak ifade edilmistir. p < 0,05
diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel analizler i¢in SPSS

17.0 yazilimi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Calisma kapsamina alinan gruplar; aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan,

Baskent Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum ABD ile Uroloji ABD’da

azoospermi tanist almis 84 olgu ve oligospermi tanisi almis 72 olgu olmak iizere

toplam 156 olgudan olusturulmustur.

Oligospermi ve azoospermi gruplari i¢in tim SNP genotiplerinin ve allel

frekanslarinin dagilimi Tablo 5 - 7°de verilmistir.

Tablo 5. DAZL 260A/G SNP genotipinin ve allel frekanslarinin gruplar arasi dagilimi

Azoospermi (n=84)

Oligospermi (n=72)

Azoospermi &

Oligospermi
Frekans % Frekans % p value
Genotip
GIG 3 3,6 1 14
AIG 16 19,0 15 20,8 0,676
AIA 65 77,4 56 77,8
Total 84 100,0 72 100,0
DAZL p value & odd's ratio
260A/G | AIG+G/G 19 22,6 16 22,2 0,953
AIA 65 77,4 56 77,8 1,023 (0,481-2,177)
Allel p value & odd's ratio
A 146 86,9 127 88,2
S 2 1.1 L 1LE | o65 (052 . 1,747
Total 168 100,0 144 100,0 888 (0, 147)

Tablo 6. DAZL 386A/G SNP genotipinin ve allel frekanslarinin gruplar arasi dagilimi

Azoospermi (n=84)

Oligospermi (n=72)

Azoospermi &

Oligospermi
Frekans % Frekans % p value
Genotip
G/G 0 0,0 0 0,0
AlG 0 0,0 0 0,0
A/A 84 100,0 72 100,0 i
Total 84 100,0 72 100,0
DAZL p value & odd's ratio
386A/G | AIG+G/G 0 0,0 0 0,0
A/A 84 100 72 100 i
Allel
A 168 100,0 144 100,0
G 0 0,0 0 0,0 -
Total 168 100,0 144 100,0
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4.1. DAZL 260A/G ve 386A/G polimorfizmlerine ait bulgular
Calisma gruplarinda DAZL 260A/G polimorfizmi; genotip ve allel dagilimi agisindan

p<0,05 anlamlilik diizeyinde incelendiginde aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamistir (p>0,05). DAZL 260A/G polimorfizminin erkek infertilitesi
tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi yoktur. DAZL 386A/G polimorfizmi

icin ¢alisma grubundaki tiim bireyler yabanil tipte genotipe sahip olmalar1 nedeniyle

istatistiksel bir degerlendirmeye alinmamustir.

Tablo 7. MTHFR 677C/T SNP genotipinin ve allel frekanslarinin gruplar arasi dagilimi.

Azoospermi (n=84)

Oligospermi (n=72)

Azoospermi &

Oligospermi
Frekans % Frekans % p value

Genotip

TIT 11 13,1 7 9,7

C/IT 42 50,0 30 41,7

0,329

CiC 31 36,9 35 48,6

Total 84 100,0 72 100,0
MTHFR p value & odd's ratio
677CIT | Cc/T+TIT 53 63,1 37 51,4 0.140

ciC 31 36,9 35 48,6 | 1,617 (0,853 - 3,068)

Allel

C 104 61,9 90 62,5 0.403

T 64 38,1 >4 37,5 1,223 (O,,762 -1,963)

Total 168 100,0 144 100,0

Tablo 8. MTHFR 1298A/C SNP genotipinin ve allel frekanslarinin gruplar aras1 dagilimi.

Azoospermi (n=84) | Oligospermi (n=72) Aéﬂ%ii%gp%‘i&
Frekans % Frekans % p value
Genotip
CiC 7 8,3 11 15,3
A/C 38 452 29 40,3
A/A 39 46,4 32 44,4 0,391
Total 84 100,0 72 100,0
MTHFR p value & odd's ratio
1298A/C | A/C+CIC 45 53,6 40 55,6 0,804
AIA 39 46,4 32 44,4 | 0,923 (0,490 - 1,737)
Allel
A 116 69,0 93 64,6 0914
c 2 | 310 | 51 | 354 | 4975(0616-1,543)
Total 168 100,0 144 100,0
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4.2. MTHFR 677C/T ve MTHFR 1298A/C polimorfizmlerine ait bulgular
Calisma gruplarinda; MTHFR 677C/T ve MTHFR 1298A/C polimorfizmleri; genotip

ve allel dagilimi agisindan p<0,05 anlamlilik diizeyinde incelendiginde aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). MTHFR 677C/T ve
MTHFR 1298A/C polimorfizmlerinin erkek infertilitesi tizerinde istatistiksel olarak

anlamli bir etkisi yoktur.

Tablo 9. FSHR -29G/A SNP genotipinin ve allel frekanslarinin gruplar arast dagilimi.

Azoospermi (n=84)

Oligospermi (n=72)

Azoospermi &

Oligospermi
Frekans % Frekans % p value
Genotip
A/A 8 9,5 5 6,9
G/A 35 41,7 31 43,1
0,844
G/IG 41 48,8 36 50,0
Total 84 100,0 72 100,0
FSHR p value & odd's ratio
-29G/A | GIA+AIA 43 51,2 36 50 0,882
GIG 41 48,8 36 50 1,049 (0,559 - 1,968)
Allel
G 117 69,6 103 71,5
A 51 30,4 41 28,5 0.716
i i 0,913 (0,560 - 1,489)
Total 168 100,0 144 100,0

Tablo 10. FSHR 919A/G SNP genotipinin ve allel frekanslarinin gruplar arasi dagilimi.

Azoospermi (n=84)

Oligospermi (n=72)

Azoospermi &

Oligospermi
Frekans % Frekans % p value
Genotip
G/G 24 28,6 14 19,4
AlG 47 56,0 41 57,0
0,264
AlA 13 15,5 17 23,6
Total 84 100,0 72 100,0
FSHR p value & odd's ratio
919A/G | AIG+GIG 71 89,3 55 76,4 0,031*
AIA 13 10,7 17 236 | 2,576 (1,069 - 6,208)
Allel
A 73 43,5 75 52,1 0.128
G % 56,5 69 479 | 0707 (0,2152 -1,106)
Total 168 100,0 144 100,0
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Tablo 11. FSHR 2039A/G SNP genotipinin ve allel frekanslarmin gruplar aras1 dagilimu.

Azoospermi (n=84)

Oligospermi (n=72)

Azoospermi &

Oligospermi
Frekans % Frekans % p value
Genotip
GIG 25 29,8 13 18,1
AIG 44 52,4 40 55,5 017
A/IA 15 17,9 19 26,4
Total 84 100,0 72 100,0
FSHR p value & odd's ratio
2039A/G | AIG+GIG 69 82,1 53 73,6 0,198
AIA 15 17,9 19 26,4 | 1,649 (0,767 - 3,547)
Allel
A 74 44,0 78 54,2 0.075
€ 94 56,0 66 458 0,666 (O,,426 -1,042)
Total 168 100,0 144 100,0

4.3. FSHR -29G/A ve FSHR 2039A/G polimorfizmlerine ait bulgular
Calisma gruplarinda FSHR -29G/A ve FSHR 2039A/G polimorfizmleri; genotip ve

allel dagilimi agisindan p<0,05 anlamlilik diizeyinde incelendiginde aralarinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). FSHR -29G/A ve FSHR

2039A/G polimorfizmlerinin erkek infertilitesi iizerinde istatistiksel olarak anlamli

bir etkisi yoktur.

Tablo 12. Hormon degerlerine gore hastalarin FSHR -29G/A polimorfizmi igin genotip dagilimlari.

FSH diizeyleri Normal | Yiiksek | Diisiik
Genotip
AlG 2 2
G/G - -
A/A 3 -

Tablo 13. Hormon degerlerine gore hastalarin FSHR 2039A/G polimorfizmi igin genotip dagilimlari.

FSH diizeyleri | Normal | Yiiksek | Diisiik
Genotip
AIG 12 - 2
GIG 4 -
A/A 3 -
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4.4. FSHR 919A/G polimorfizmine ait bulgular

Calisma gruplarinda FSHR 919A/G polimorfizmi; genotip ve allel dagilimi agisindan
p<0,05 anlamlilik diizeyinde incelendiginde aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamistir (p>0,05). FSHR 919A/G polimorfizminin erkek infertilitesi
tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi yoktur. Ancak AG heterozigot ve GG
homozigot genotipleri polimorfik grup igerisinde bir arada ele alinarak, AA wild type
genotipi ile istatiksel olarak p<0,05 anlamlilik diizeyinde karsilastirildiginda; FSHR
919A/G polimorfizminin polimorfik genotipleri ve yabanil tip genotipinin erkek
infertilitesi tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir farki vardir (p<0,05; p=0,031).

Tablo 14. Hormon degerlerine gore hastalarn FSHR 919A/G polimorfizmi icin genotip dagilimlart.

FSH diizeyleri | Normal | Yiiksek | Diisiik
Genotip
AG 13 ] 2
GIG 4 4 -
AIA 1 1 -
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5. TARTISMA

Infertilite, en az bir y1l boyunca korunmasiz iliskiye ragmen ¢ocuk sahibi
olamayan ciftlerin yaklasik %15'ini etkileyen bir saglik problemidir. Infertilite
vakalarinin %50'den fazlasi erkek kaynakli, erkek infertilite vakalarinin %10-15'
genetik temele dayalidir. Giiniimiizde genom bazinda yapilan ¢alismalarin
artmasiyla, spermatogenez ve oogenezde rol oynayan genlerin arastirilmaya
baslanmasi; infertilitenin tan1 ve tedavi stratejileri i¢in giderek 6nem kazanmaya
baglamistir. Bu ¢alismalarla birlikte erkek infertilitesi ve genetik arasindaki iliski
giderek ortaya c¢ikarilmakta ve infertilite genetiginin aragtirlmasina dayali
caligmalar giderek ©nem kazanmaktadir. Erkek infertilitesinin heterojen ve
multifaktoriyel olmasi ve genetik faktorlerin yani sira cevresel faktorlerin de fertilite
iistiinde biiylik etkisinin olmasi infertiliteyi karmasik bir siire¢ haline getirmektedir.
Bu nedenle infertilite calismalar1 da karmasik ve zor ¢aligmalardir.

Erkek infertilitesinin genetik temelini arastirmak iizere molekiiler diizeyde
yapilan calismalar 1s18inda; kromozomal anomaliler, Y kromozom delesyonlari,
translokasyonlar, bazi gen mutasyonlari ve polimorfizmleri, diger genetik ve
molekiiler etkenlerin yaninda gevresel faktorlerin de (kimyasal maruziyeti, ¢alisma
kosullari, sigara kullanimi, yagam tarzi, vb.) infertilite icin risk teskil ettigi ortaya
koyulmustur.

Erkek fertilitesi lizerinde pek ¢ok genin etkisi olmasina ragmen polimorfizm
caligmalar1 s6z konusu oldugunda, 2008 yilindan itibaren yapilan SNP analizlerinde,
homosistein veya folat metabolizmasinda yer alan enzimleri kodlayan genlerden biri
olan MTHFR geni, gametogenezde etkili olan hormonlardan biri olan FSH reseptor
geni ve mutasyonlarinin erkeklerde siddetli spermatogenik basarisizlia neden
oldugu belirlenen DAZL geni; erkek infertilitesi genetiginin arastirtlmasi i¢in yapilan
caligmalarda etki mekanizmalar1 nedeniyle 6n plana ¢ikan genlerdir.

Bu tez c¢alismamizda MTHFR, FSHR ve DAZL genlerinin bazi
polimorfizmlerini Tiirk populasyonunda arastirmayr ve elde ettigimiz sonuclar
caligsmaya dahil edilen olgularin klinik bulgulariyla iligkilendirmeyi hedefledik.

Bu tez ¢alismasinda arastirilmis olan DAZL, MTHFR ve FSHR genlerine ait
polimorfizmler farkli populasyonlarda yapilan caligmalarla da arastirilmis ve farkl
sonuclar elde edilmistir. Bu genlerin yanisira; sirkadyan ritim, hiicre farklilagsmasi ve
cogalmasi, DNA hasar1 ve onarimi gibi pek ¢ok temel hiicresel mekanizmada yer

alan ¢esitli genlerin polimorfizmlerinin de infertilite ile iliskisi ¢esitli
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populasyonlarda ¢alisilmistir (Tablo 4) (43). Sirkadyan ritim, embriyonik gelisim,
DNA onarimi, transkripsiyon gibi genel hiicresel islevlerde gorev alan ARNTL,
CHD2, CRISP2, POLG, TP53 gibi genlerin polimorfizmlerinin erkek infertilitesi ile
iligkisinin bulunmadigi sonucuna varilmistir. BCL2, BRCA2, CLOCK, CYP1Al,
CYP17A1, HLA-DRA, MTHFR, PARP, TNF gibi genlerin polimorfizmlerinin erkek
infertilitesi ile iligkili oldugu ve infertilite etkeni olabilcegi sonucuna varilirken;
ATM, CAT, MTRR, SIRPG, SOX gibi genlerin polimorfizmlerinin erkek infertilitesi
icin etken olup olmadigina dair ¢eliskili sonuglar elde edilmis ve calismalarin
detaylandirilmasi gerektigi belirtilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda; spesifik olarak
spermatogenez siirecinde gorev alan genlerden EPPIN, HORMAD1, PRM1,
SPATAL7, STRA8 ve endokrin islevde gorev alan AR, MSMB gibi genlerin
polimorfizmleri infertilite ile iliskili bulunurken; BRDT, NANOS1, PIWIL1,
PRDM9, PRM2, TEX15 ve INSR gibi genlerin polimorfizmlerinin erkek infertilitesi
iizerinde etkisinin olmadig1 sonucu elde edilmistir. Spermatogenezde gorev alan
DAZL, SEPT12 ve SPO11 genlerinin ve endokrin iglevde gorev alan ESR1, ESR2
genlerinin polimorfizmlerinin erkek infertilitesi tizerindeki etkisinin olup olmadigina
dair farkli calismalarda celiskili sonuclar elde edilmis ve daha detayli verilerle
arastirilmasi gerektigi vurgulanmistir (43).

DAZL genine ait 260A/G ve 386A/G  (rs121918346) polimorfizmleri; Cin
(54,18,56), Italya (20,21,57), Tayvan (77), Almanya (22), Japonya'da (23) ve Beyaz
Avrupali populasyonunda (74) yapilan g¢alismalarin yani sira gesitli meta-analiz
calismalariyla (12,18) da arastirilmis ancak bu calisgma sonuglar1 "klinik agidan
onemi bilinmiyor", "infertilite ile baglantili degil" ya da "etnik koken ile birlikte
arastirilmasi gerekmektedir" seklinde agiklanmistir. Ayrica, 386A/G polimorfizminin
AZFc-delesyona ugramis erkeklerin fenotipini koétiilestirmedigi ortaya koyulmustur
(19). Ulkemizde DAZL geninde yer alan SNP’lerin infertil erkek bireylerdeki
rastlanma siklig1 bilinmemekle beraber ilk genotip verileri tez c¢alismamizdan
ctkmistir. Ulkemizde DAZL genine ait herhangi bir genotip verisi bulunmazken
aragtirmamizda azoospermi ve oligospermi gruplart arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir. Calismamizda 260A/G polimorfizmine ait yabanil tip
(AA) genotip frekanst %77.8, heterozigot (AG) genotip frekansi %?20.8 ve
homozigot (GG) genotip frekansi %1.4 olarak bulunmustur ve p<0,05 anlamlilik
diizeyinde DAZL geni 260A/G polimorfizminin erkek infertilitesi tizerinde

istatistiksel olarak anlamli bir etkisi bulunmamaktadir.
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Calismamizin verileri daha once farkli iilke ve populasyonlarda yapilan
calisma sonuglariyla kiyaslandiginda, DAZL 260A/G polimorfizminin erkek
infertilitesi lizerinde etkisinin olmadigimi destekler niteliktedir. Ancak DAZL 386
A/G polimorfizmine ait ¢alisma grubundaki tiim bireyler yabanil tipte genotipe sahip

olmalar1 nedeniyle istatistiksel bir degerlendirmeye alinmamustir.

MTHFR genine ait 677C/T (rs1801133) ve 1298A/C (rs1801131)
polimorfizmleri; Kore (66), Pakistan (67), Polonya (68), Urdiin (69), iran (70) ve
Tirkiye (81) populasyonlarinda yapilan genetik c¢alismalart ve meta-analiz
calismalar1  (51,71,72,73) ile arastirilmistir. Bu arastirmalarin  sonuglari
incelendiginde; c¢ogunlukla 677C/T polimorfizminin erkek infertilitesi i¢in risk
olusturabilecegi bazi arastirmalarla desteklenmis; ancak homojen olmayan
popililasyon se¢imi ve etnik farkliliklar nedeniyle kesin veriler elde edilememistir.
Diger yandan, ayn1 populasyonlarda MTHFR geninde 1298A/C polimorfizmi i¢in
anlamli bir sonu¢ bulunamadigi yaymlanmistir. Almanya (28), Hindistan (29) ve
Kore (30) c¢alismalari, hem homozigot (TT) hem de heterozigot (CT) MTHFR
polimorfizmi ve azoospermi-oligozoospermi arasinda bir iliski oldugunu gosterirken,
Hollanda'dan (31) ve Italya'dan (32,33) yapilan calismalardan celiskili sonuglar elde
edilmistir.

Tiirkiye’de bu polimorfizmlere ait, ilk olarak 2014 yilinda yapilan ¢aligmada
75 azoospermi, 62 oligozoospermi hastasi ve 134 saglikli bireyden olusan ¢alisma
grubunda 677C/T ve 1298A/C polimorfizmleri arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda;
hasta ve kontrol gruplari arasinda, 677C/T polimorfizmi i¢in anlamli derecede fark
oldugu ve infertilite i¢in artmis risk olusturdugu bulunurken, 1298A/C polimorfizmi
icin iliski bulunmamistir. Bu ¢alisma sonucunda infertil grupta; 677C/T
polimorfizmine ait yabanil tip (CC) genotip frekansi %51.1, heterozigot (CT) genotip
frekanst 9%35.8 ve homozigot (TT) genotip frekansi %13.1 olarak bulunurken;
1298A/C polimorfizmine ait yabanil tip (AA) genotip frekans1 %46, heterozigot
(AC) genotip frekansi %43.1 ve homozigot (CC) genotip frekansi %10.9 olarak
bulunmustur. Fertil grupta ise 677C/T polimorfizmine ait yabanil tip (CC) genotip
frekans1 %353, heterozigot (CT) genotip frekans1 %41 ve homozigot (TT) genotip
frekanst %6 olarak bulunurken; 1298A/C polimorfizmine ait yabanil tip (AA)
genotip frekanst %36.6, heterozigot (AC) genotip frekansi %49.3 ve homozigot (CC)
genotip frekansi %14.2 olarak bulunmustur (80). Ayrica yine 2014 yilinda

Tiirkiye’de yapilan baska bir caligmada 50 azoospermi, 50 oligozoospermi hastasi ve
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50 saglikli bireyden olusan ¢alisma grubunda 677C/T ve 1298A/C polimorfizmleri
ele alinmig; c¢alisma sonucunda, hasta ve kontrol gruplar1 arasinda, 677C/T
polimorfizmi i¢in anlamli derecede fark oldugu ve infertilite i¢cin artmis risk
olusturdugu bulunurken, 1298A/C polimorfizmi i¢in iligki bulunmamistir. Bu
calisma sonucunda infertil grupta; 677C/T polimorfizmine ait yabanil tip (CC)
genotip frekans1 %44, heterozigot (CT) genotip frekans1 %44 ve homozigot (TT)
genotip frekanst %12 olarak bulunurken; 1298A/C polimorfizmine ait yabanil tip
(AA) genotip frekans1 %45, heterozigot (AC) genotip frekans: %41 ve homozigot
(CC) genotip frekanst %14 olarak bulunmustur. Fertil grupta ise 677C/T
polimorfizmine ait yabanil tip (CC) genotip frekans1 %60, heterozigot (CT) genotip
frekans1 %40 ve homozigot (TT) genotip frekans1 %0 olarak bulunurken; 1298A/C
polimorfizmine ait yabanil tip (AA) genotip frekansi %38, heterozigot (AC) genotip
frekansi %44 ve homozigot (CC) genotip frekansi %18 olarak bulunmustur (81). Bu
tez calismasinin verilerine goére azoospermi ve oligospermi gruplari arasinda MTHFR
geni polimorfizmleri i¢in anlamli bir fark bulunamamistir. Calismamizin sonucunda;
azoospermik grupta 677C/T polimorfizmine ait yabanil tip (CC) genotip frekansi
%36.9, heterozigot (CT) genotip frekansi %50 ve homozigot (TT) genotip frekansi
%13.1 olarak bulunurken; 1298A/C polimorfizmine ait yabanil tip (AA) genotip
frekans1 %46.4, heterozigot (AC) genotip frekans1 %45.2 ve homozigot (CC) genotip
frekans1 %8.3 olarak bulunmustur. Oligospermik grupta ise 677C/T polimorfizmine
ait yabanil tip (CC) genotip frekansi %48.6, heterozigot (CT) genotip frekansi %41.7
ve homozigot (TT) genotip frekansi %9.7 olarak bulunuken; 1298A/C
polimorfizmine ait yabanil tip (AA) genotip frekansi %44.4, heterozigot (AC)
genotip frekansi %40.3 ve homozigot (CC) genotip frekanst %15.3 olarak
bulunmustur. Calismamizin verilerine gére MTHFR geni 677C/T ve 1298A/C
polimorfizmlerinin erkek infertilitesi lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi
bulunmamaktadir. Calismamizin verileri daha dnce farkl iilke ve populasyonlarda
yapilan g¢alisma sonuclariyla kiyaslandiginda, MTHFR 677C/T polimorfizmi ig¢in
diger llkelerde yapilan calisma sonuclariyla celisir niteliktedir. Ancak MTHFR
1298A/C polimorfizmi farkli iilke ve populasyonlarda yapilan calisma sonuglariyla
kiyaslandiginda benzer veriler elde edilmistir ve erkek infertilitesi lizerinde etkisinin
olmadigini destekler niteliktedir. Calismamizdan elde ettigimiz veriler; MTHFR 677
C/T ve 1298 A/C polimorfizmlerinin erkek infertilitesi iizerinde etkisinin olmadigini

desteklemektedir.
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FSHR genine ait -29G/A (rs1394205), 919A/G (rs6165) ve 2039A/G (rs6166)
polimorfizmleri; Japonya'da (58), Tirkiye'de (59), Cin'de (76), Ukrayna'da (34),
Iran'da (62), Italya'da (65) yapilan ¢alismalarla ve meta analizlerle (61,63,64)
arastirtlmig; "gen polimorfizmleri infertilite i¢in artmis risk olusturur", "baglantili
degildir", "etnik kokenle birlikte calisilmahdir", "farkli polimorfizmlerin
kombinasyonlar1 infertiliteyi etkileyebilir" gibi degisken sonuglar ortaya ¢ikmustir.

Tirkiye’de 2010 yilinda yapilmis olan caligmada; 150 azoospermi, 120
oligozoospermi hastasi ve 240 saglikli bireyden olusan ¢alisma grubunda -29G/A ve
2039A/G polimorfizmleri ¢alisilmis; ancak erkek infertilitesi ile baglantili anlamli bir
sonu¢ elde edilememistir (59). Bu ¢alisma sonucunda azoospermik grupta; -29G/A
polimorfizmine ait yabanil tip (GG) genotip frekanst %77.3, heterozigot (GA)
genotip frekanst %17.3 ve homozigot (AA) genotip frekanst %5.3 olarak
bulunurken; 2039A/G polimorfizmine ait yabanil tip (AA) genotip frekanst %62.7,
heterozigot (AG) genotip frekansi %30.7 ve homozigot (GG) genotip frekanst %6.6
olarak bulunmustur. Oligospermik grupta; -29G/A polimorfizmine ait yabanil tip
(GG) genotip frekanst %72.5, heterozigot (GA) genotip frekanst 9%22.5 ve
homozigot (AA) genotip frekansi %5 olarak bulunurken; 2039A/G polimorfizmine
ait yabanil tip (AA) genotip frekanst %68.2, heterozigot (AG) genotip frekansi
%10.8 ve homozigot (GG) genotip frekansi %20.8 olarak bulunmustur. Fertil grupta
ise -29G/A polimorfizmine ait yabanil tip (GG) genotip frekans1 %74.2, heterozigot
(GA) genotip frekanst %20.4 ve homozigot (AA) genotip frekans1 %5.4 olarak
bulunurken; 2039A/G polimorfizmine ait yabanil tip (AA) genotip frekans1 %64.2,
heterozigot (AG) genotip frekansi %20.4 ve homozigot (GG) genotip frekansi %15.4
olarak bulunmustur (59). Bu nedenle, FSHR haplotiplerinin, tek basina veya
kombinasyon halinde bulunmasi durumunda, spermatogenezi etkileyebilecek gen
polimorfizmlerini  temsil etmesinin olast olmadig1 belirtilmektedir. Bu
polimorfizmlerin 6neminin, muhtemelen farkli etnik kokenlerden gelen diger
popiilasyonlarda yapilacak genetik tarama calismalari ile dogrulanmasi gerekli
goriilmektedir.

Arastirmamizda azoospermi ve oligospermi gruplari arasinda FSHR geni -29
G/A, 919 A/G ve 2039 A/G polimorfizmleri i¢in anlamli bir fark bulunamamistir ve
bu polimorfizmlerin erkek infertilitesi iizerinde anlamli bir etkisinin olmadigi
sonucuna ulasilmigtir. Ayrica FSHR -29 G/A polimorfizmi i¢in FSH degeri normal
araliktan daha yiiksek ¢ikan 5 hastadan 2 tanesinin heterozigot (GA), 3 tanesinin
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yabanil tip (GG); normal araliktan daha diisiik ¢ikan 2 hasta heterozigot (GA);
normal aralikta ¢ikan 18 hastadan 9 tanesinin heterozigot (GA), 2 tanesinin
homozigot (AA), 7 tanesinin ise yabanil tip (GG) genotipe sahip oldugu
belirlenmistir. FSHR 2039 A/G polimorfizmi i¢in FSH degeri normal araliktan daha
yiiksek c¢ikan 5 hastadan 4 tanesinin homozigot (GG), 1 tanesinin yabanil tip (AG);
normal araliktan daha diisiik ¢ikan 2 hastanin heterozigot (AG); normal aralikta ¢ikan
18 hastadan 12 tanesinin heterozigot (AG), 3 tanesinin homozigot (GG), 3 tanesinin
ise yabanil tip (AA) genotipe sahip oldugu belirlenmistir. Ancak 919 A/G
polimorfizmi i¢in AG heterozigot ve GG homozigot genotipleri polimorfik grup
icerisinde bir arada ele alinarak, AA yabanil tip genotip ile karsilastirildiginda; FSHR
919 A/G polimorfizminin polimorfik genotipleri ve yabanil tip genotipin erkek
infertilitesi iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir farkinin oldugu sonucuna
ulagilmistir (p=0,031, p<0,05). Ayrica FSHR 919 A/G polimorfizmi i¢in FSH degeri
normal araliktan daha yiiksek ¢ikan 5 hastadan 4 tanesinin homozigot (GGQG), 1
tanesinin yabanil tip (AG); normal araliktan daha diisiik ¢ikan 2 hasta heterozigot
(GA); normal aralikta ¢ikan 18 hastadan 13 tanesinin heterozigot (AG), 4 tanesinin
homozigot (GG), 1 tanesinin ise yabamil tip (AA) genotipe sahip oldugu
belirlenmistir. Caligmamizda -29G/A polimorfizmine ait yabanil tip (GG) genotip
frekans1 %50.0, heterozigot (GA) genotip frekanst %43.1 ve homozigot (AA)
genotip frekansi %6.9 olarak; 919A/G polimorfizmine ait yabanil tip (AA) genotip
frekans1 %23.6, heterozigot (AG) genotip frekanst %57.0 ve homozigot (GG)
genotip frekans1 %19.4 olarak; 2039A/G polimorfizmine ait yabanil tip (AA) genotip
frekanst %26.4, heterozigot (AG) genotip frekanst %55.5 ve homozigot (GQG)
genotip frekansi %18.1 olarak bulunmustur. Calismamizin verilerine gére FSHR geni
-29 G/A, 919 A/G ve 2039 A/G polimorfizmlerinin erkek infertilitesi iizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir etkisi bulunmazken 919 A/G polimorfizmi i¢in AG
heterozigot ve GG homozigot polimorfik genotiplerinin erkek infertilitesi {izerinde
istatistiksel olarak anlamli bir etkisi olabilecegi, kontrol grubu ve daha fazla sayida
bireyle yapilacak daha kapsamli caligmalarla test edilmesi gerektigi sonucuna
ulasiimstir.

Son yillarda infertilite ve infertilite genetigi alaninda yapilan arastirma
caligmalar1 ve genetik bazli meta-analiz ¢aligmalar1 g6z Oniine alindiginda,
populasyonlara 6zgii aday genlerin genotip verilerinin karsilastirmali ¢alismalarinin

olduk¢a onemli oldugu goriilmektedir. Literatiirdeki tiim bu bilgiler bir arada ele
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alindiginda hem genetik hem de cevresel faktorlerin erkek infertilitesinin gelisim
stirecini etkiledigi goriilmektedir. Saglikli fertil bireyler ile infertil gruplardaki
genotiplerin belirlenmesi ve olasi risk allelerinin belirlenmesi toplum sagligi
acisindan degerli olacaktir.

Infertilitenin gelisim siirecinde belirlenen olas1 aday genlerdeki mutasyon ve
polimorfizm profillerinin belirlenmesi biyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasina ve
infertilitenin gelisimi, teshisi ve tedavisine 151k tutacaktir.

Gegtigimiz son 15 yilda, erkek infertilitesinin genetik, epigenetik ve ¢evresel
etmenlerden kaynaklanabilen olduk¢a heterojen ve multifaktoriyel bir hastalik
oldugu anlagilmistir. Bu sebeple, popiilasyon bazinda yapilabilecek SNP

analizlerinin infertilite kapsaminda degerli bilgiler saglayacagina inanmaktayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

. Calisma kapsamina alinan gruplar; aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan
azoospermi ve idiyopatik infertilite tanisi almis 84 azoospermili, 72 oligospermili
olan toplam 156 olguda DAZL geninde A260G ve A386G; MTHFR geninde C677T
ve A1298C; FSHR geninde G-29A, A919G ve A2039G SNP genotipleri belirlenerek
allel frekanslarinin gruplar aras1 dagilimi degerlendirilmistir.

DAZL genine ait 260 A/G, MTHFR genine ait 677 C/T ve 1298 A/C, FSHR genine
ait -29 G/A ve 2039 A/G tek niikleotit polimorfizmlerinin erkek infertilitesi tizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).

DAZL geninde 386A/G polimorfizmi ¢alisma grubundaki tiim bireylerin yabanil tip
genotipe sahip olmalari nedeniyle istatistiksel bir degerlendirmeye alinmamustir.
FSHR geninde 919 A/G polimorfizminin AG heterozigot ve GG homozigot
genotipleri, AA yabanil tip genotip ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde incelendiginde
p<0,05 anlamhilik diizeyinde (p=0,031/p<0,05) c¢ikmig olmasi nedeniyle, saglikli
bireylerde de ilgili polimorfizmin ¢alisilmast gruplar arasi karsilastirmada daha
saglikli sonuglarin alinmasina yardime1 olacaktir.

. Erkek infertilitesinin multifaktoriyel olmasi ve gen-gevre etkilesiminin fertilite
iizerinde etkisinin olmasi nedeniyle infertilite olgulari; yasam tarzi, yasanan ve
maruz kalman c¢evre kosullari, sigara ve alkol kullanimi, kimyasal maruziyeti,
bireylerin etnik kokeni gibi parametrelerle birlikte ele alinarak ¢alisilmalidir.

. Calisgmamizda elde ettigimiz verilerin; daha fazla sayida hasta ve kontrol grubuyla
birlikte genetik faktorler disinda cevresel etkenler ve etnik koken de dikkate alinarak
daha kapsamli olarak degerlendirilmesi onerilmektedir.

Fertil ve infertil bireylerde ilgili polimorfizm profillerinin belirlenmesinin;
infertilitenin biyolojik mekanizmasinin aydmlatilmasina ve infertilitenin gelisimi,

teshisi ve tedavisine 151k tutacagi inancindayiz.
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