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oz

Amag: Infertil ciftlerin yaklasik yarisinda sebep erkege bagh faktorlerdir. Erkek
infertilitesinde en sik nedenler; kromozomal anomaliler, Y kromozom
mikrodelesyonlar1 ve hormon/reseptor anomalileri gibi genetik faktorlerdir. Son
zamanlarda yapilan incelemeler 1siginda, sperm motilite bozukluklari erkek
infertilitesinde ©nemli bir neden haline gelmistir. Sperm fonksiyonunda sperm
mitokondrisi onemli bir role sahiptir ve mtDNA’da olusan genetik degisimler
normal fertilizasyonu etkilemektedir. Arastirmamizda, en sik gorilen
mitokondriyal mutasyonlardan biri olan A3243G’nin, anormal sperm motilitesi
nedeniyle olusan erkek infertilitesindeki roltinii saptamay1 amacladik.

Yontem: Anormal sperm motilitesi bulunan 49 infertil erkek ve 22 fertil erkegin
semen ve periferik kanindan mtDNA A3243G mutasyon analizi yapildi. Anormal
sperm motilitesi olan olgularda, yas, sigara aliskanligi ve varikosel gibi diger
faktorler de sorgulandi.

Bulgular: Infertil ve fertil olgularm higbirinde bu mutasyona rastlanmadi.
Tartisma ve sonug: Calismamizin sonucu A3243G mutasyonunun sperm motilitesi
tizerinde pek bir etkisi olmadigim gosterse de, olgu sayimizin az olmasi ve Tiirk
popiilasyonunun heterojen olmas: bu duruma yol agmis olabilir.

Anahtar Kelimeler: mutasyon, infertilite, mitokondri, A3243G mitokondriyal
mutasyon, MTL1 geni

ABSTRACT

Objective: Male factor is responsible from nearly half of the infertility cases.
Genetic factors such as chromosomal anomalies, Y chromosomal microdeletions,
hormonal and/or receptor anomalies are the most common causes of male

Elcin BORA infertility. Sperm motility anomalies are also gaining importance among the causes
Dokuz Eyliil Universitesi being investigated recently. Since sperm mitochondria plays a significant role in
Tip Fakiiltesi sperm function, genetic changes in mtDNA affect normal fertilization. Therefore,
Tibbi Genetik AD we tried to detect the role of A3243G mutation, one of the most common
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mitochondrial mutations, in male infertility cases caused by abnormal sperm

motility.

Methods: A3243G mutation in mtDNA was studied in semen and blood samples
of 22 normal male and 49 infertile cases with abnormal sperm motility. Other
factors such as age, smoking habits and presence of varicocele were also
investigated in cases with abnormal sperm motility.

Results: A3243G mutation was not observed in any of the samples.

Discussion and conclusion: We studied A3243G mutation in infertile males with
abnormal sperm motility, but we did not detect any association of this mutation
with sperm motility. Small number of investigated cases or heterogeneity of our
population could be regarded as the reasons of this result.

Keywords: mutation, infertility, male, mitochondria, A3243G mitochondrial
mutation, MTL1 gene

Bati toplumlarinda erkeklerin yaklasik %251 infertilite
nedeniyle kliniklere bagvurmaktadir ve saglikli erkeklerin
%8-10"unda (1-3). Infertil
ciftlerin yaklasik yarisinda sorun erkeklerdedir ve infertil
%30-40"1nda
edilememektedir (4). Olgularin ¢ogunda genetik faktorler

subfertilite bulunmaktadir

erkeklerin neden tam olarak tespit
sorumludur (5). Sperm kalitesinde, sperm motilitesi
onemli bir belirtectir. Tiirler arasinda spermatazoon
motilitesi iizerine ¢ok fazla bilgi bulunmasina ragmen,
insan flagella fizyolojisi ve patofizyolojisi ile ilgili bilgiler
kisithdir (6-7). Motilite anomalisi
izole bir eksiklik olarak erkek

subfertilitesi olarak degerlendirilen hastalarin yaklagik

olduk¢a

(astenozoospermi)

%24'iinde saptanmaktadir ve bu, hastalarin %55’inde
sperm miktari, motilite ve morfolojideki kombine defektin
bir pargasidir (8). Kombine defekte sahip hastalardaki
motilite anomalisi, ¢ogunlukla spermatogenezisteki
defektlere baghdir. Diger yandan, flagellar fonksiyonlarda
sonradan kazanilan veya konjenital olan defektler, izole

astenozoospermisi olan hastalarda daha olas: faktorlerdir.

Mitokondriyal transfer RNA 16sin 1 (MTTL1) geni,
mitokondriyal transfer RNA (tRNA)'y1 kodlayan énemli
genlerden biridir. Bu gendeki mutasyonlara bagli olarak,
solunum  zincirindeki

mitokondriyal disfonksiyon

nedeniyle sentezi  bozulur.
Mitokondriyal tRNA, 3230-3304 arasindaki niikleotidlerce
3243.

niikleotidinin guanine doéniisiimii mitokondriyal genlerde

mitokondriyal protein

losine  kodlanir  ve pozisyondaki  adenin
gozlenen en yaygin mutasyonlardan biridir. Ayrica bu
mutasyon, mitokondriyal DNA (mtDNA)daki patojenik
nokta mutasyonlarindan biridir, heteroplazmiktir ve

genellikle mitokondriyal ensefalomiyopati-laktik asidoz-

inme benzeri epizotlar (MELAS) sendromu ile iligkilidir
(9-11). Hastaligin semptomlar1 biyokimyasal olarak ortaya
¢ikmadan &nce mutant mtDNA’nin normal mtDNA’ya
orani %85’in iizerinde olmalidir (12). Bu mutasyon, farkli
dokulardaki heteroplazmi orani ve heniiz net olarak tespit
edilememis niikleer genlerin bir sonucu olarak degisken
fenotipik bulgulara yol acar (13). Hastaligin prognozu
nesiller arasinda veya ayni nesildeki farkli bireyler

arasinda degiskenlik gosterebilir (14).

Sperm motilitesinde mitokondriyal fonksiyon 6nemli
oldugu icin, calismamizda, sperm motilite bozukluguna
bagli infertil olan erkeklerin mtDNA’sinda, A3243G
mutasyonu ile sperm motilitesi arasinda bir iligski olup

olmadigini bulmay1 amagladik.
MATERYAL ve METOD

Bu c¢alismada, onaylar1 alinmis diisiik sperm motilitesi
olan 57 subfertil erkek ve 23 fertil erkek kontrolden semen
ve periferik kan Ornekleri toplanmistir. Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Béliimii'ne infertilite
nedeniyle basvuran ve androloji laboratuvarinda yapilan
semen analizleri sonucunda diisitk sperm motilitesi
saptanan subfertil erkekler secilmistir. Semen analizleri,
WHO (World Health Organisation) kriterlerine (1999)
gore incelenmistir. Anormal sperm motilitesi bulunan
olgularda, yas, sigara aliskanligi ve varikosel olup

olmadig1 da sorgulanmustir.

Hastalarin ve kontrol grubu olgularinin periferik kan
ornekleri potasyum EDTA (KsEDTA)'l1 tiiplere alinmistir
ve DNA izolasyonu 10 ml kan &rneklerinden standart
prosediire uygun bir sekilde manuel olarak tuzda
¢Oktiirme yontemi ile yapilmistir.
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Semenden DNA izolasyonu icin Roche doku izolasyon

kiti  kullanilmigtir.  Semen  Ornekleri  g¢alismanin

baslangicinda elde edilmistir ve -20°C’de saklanmusgtir.

A3243G

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve restriksiyon enzim

Tim Ornekler allelik varyasyonu igin
uzunluk polimorfizmi (RFLP) yoéntemi ve sonrasinda
poliakrilamid jel elektroforezi ile, daha oOnceden tarif

edildigi sekilde taranmustir (15).

Olgularin kan 6rnekleri, Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurul

alindiktan sonra toplanmaya baglanmistir ve hem hasta

Komisyonu tarafindan onay
gruptan, hem de kontrol grubundan bilgilendirilmis

goniillit onam formlar: alinmigtir.
SONUCLAR

Caligma siiresince, %66,7’si kontrol grubundan olan 12
erkegin semen DNA’lar1 izole edilememistir. Infertil
erkeklerin ortalama yas1 35,8+13,2 yild1 ve kontrol grubu
ile yas ortalamasi benzerdi (p>0,05). Subfertil olan 49
erkegin 20’sinde degisik derecelerde varikosel mevcuttu
ve kontrol grubunda varikosel olan olgu yoktu. Bu durum
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). Ortalama sperm
viabilite degeri infertil grupta %73,3, kontrol grubunda
%89,6 idi ve istatistiksel olarak anlamli degildi. Sigara
igme orani infertil grupta %63,3, kontrol grubunda ise
%40,9'du (p=0,067).

Her iki grupta da A3243G mutasyonuna rastlanmadi.
TARTISMA

Erkek infertilitesinde en sik kargilagilan sorunlar
kromozomal bozukluklar, Y kromozom mikrodelesyonlar1
(16,17).

disinda, erkek infertilitesine neden olabilecek diger bir

ve hormon/reseptér problemleridir Bunlarin
sorun olan sperm motilite bozukluklar1 son yillarda énem
kazanmigtir. Bu ¢alismada, infertiliteye neden olan sperm
motilite anomalileri incelenmistir. Calisma grubumuzda
ana sorun sperm motilite bozukluklar1 oldugu igin,

infertiliteye neden olan diger problemler ele alinmamustir.

Herediter ve cevresel faktorler sperm motilitesini
etkileyebilir. Ancak, kromozomal bozukluklar ve Y
izole motilite

kromozom mikrodelesyonlari

bozukluklarinda belirgin bir rol oynamaz. Azospermi ve

oligozoospermi Y kromozom mikrodelesyonlarinda
bozukluklar

anormal sperm fiiretimine neden olur (18,19). Sperm

goriilebilirken, kromozomal ¢ogunlukla

mitokondisi sperm fonksiyonunda Onemli bir rol
oynadigindan, mtDNA’da meydana gelen genetik
degisiklikler normal fertilizasyonu etkileyebilir. Bu

genetik degisiklikler mtDNA’daki patojenik mutasyonlar
veya daha yaygin varyantlar olabilir. Mitokondriyal DNA
anneden kalitildig1 igin mtDNA ile iligkili hastaliklar
sadece erkekleri etkiler (20). Mitokondriyal bir hastalik
olan MELAS sendromuna neden olan mutasyonlardan biri
olan A3243G mutasyonuna sahip erkeklerde sperm
motilitesinin azalabildigi saptanmistir (21). Karsit goriisler
de bulunmasina ragmen, mtDNA’daki tek veya birkag
mutasyonun sperm disfonksiyonuna neden oldugu
(22,23).  Ozellikle

mitokondriyal hastalik tanisi almis erkeklerde sperm

yoniinde  goriisler de  vardir
motilite problemi olabilecegi diisiiniilerek bu yonde tetkik
yapilmasi uygun olabilir. Erkek infertilitesi ve niikleus
tarafindan kodlanan mtDNA polimerazdaki spesifik
alleller arasinda da bir baglanti vardir. Mitokondriyal
oksidatif
aktivitesindeki farkliliklar, direk olarak sperm motilite

bozukluklariyla iligkilidir (24).

genetik temele bagh olan fosforilasyon

Bu ¢alismada, sperm motilite bozukluklarinda mtDNA
A3243G mutasyonunun rolii olup olmadigini arastirmayi
hedefledik. Bu mutasyonun MELAS sendromu, progresif
eksternal oftalmopleji (PEO) ve diabetes mellitus gibi
farkli fenotipik yansimalar1 olabilir (10,25,26). Ayrica, bu
mutasyon daima heteroplazmiktir ve mutasyona maruz
kalan mtDNA’larin difiizyonu, bu mutasyon sonucu

olusan farkli fenotipleri saptamada énemlidir.

Yaglanmanin sperm motilitesini etkiledigini
destekleyen veya karsi ¢ikan goriisler olmakla birlikte,
ileri yasin negatif etkisi oldugu daha asikardir (27).
Babanin ilerleyen yasi ve sperm kalitesinin azalmasiyla
birlikte sperm motilitesi de azalir. Sperm motilitesinin
enerji gereksinimi mitokondriden saglanir. Herleyen yasla
mitokondride deformasyon baglar ve bu deformasyonun
artmasiyla sperm motilitesi i¢in enerji gereksinimi azalir,
motilite problemleri ortaya c¢ikar. Amerikan Fertilite
Dernegi, sperm donasyonu yapilacak kisilerin yasini

maksimum 50 olarak Onermektedir. Calismamizdaki
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infertil grupta yasmn motiliteyi etkiledigi goriilmedi.
Cilinkii sadece ii¢ olgu 50 yasin {izerindeydi ve ortalama
yas 36'yd1.

Daha dnceden yapilan bir¢ok arastirmaya gore, sigara
ve normal
(28).

icenlerde sperm kalitesini inceleyen 27 arastirmadan elde

sperm konsantrasyonunu etkilemektedir

morfolojideki motiliteyi azaltmaktadir Sigara

edilen metaanaliz sonuglarina gore, sperm
konsantrasyonu %13, motilite %10 azalmis bulunmus ve
normal morfolojide %8 deformasyon oldugu goriilmiis
(29). Sigara igenlerin orani infertil grupta %63,3, kontrol
grubunda %40,9 idi. Bu durum istatistiksel olarak anlamh
bulunmasa da, sigara icme orani infertil grupta 1,5 kat
fazlaydi. Buna gore, sigara icme anormal sperm motilitesi
ile iliskili olabilir.

Genel varikosel orani yetiskin erkeklerde %15-22"dir
ve bu oran infertilitesi olanlarda %30-40'dir (30, 31).
Varikosel, testiste atrofiye neden olarak ve sperm
miktarini azaltarak subfertiliteye neden olabilir. Anormal
semen analizi olan infertil erkeklerde varikosel orani %25
civarindadir (32). Sekonder infertilitesi olan erkeklerde ise
varikosel orani %69-81’dir, ancak varikosel olan olgularda
fertilite oran1 %80 kadardir (34). Calismamizda, 49 infertil
erkegin 20’sinde farkli derecelerde varikosel mevcuttu.
Bunlarin dokuzu bilateral, geri kalan sol yerlesimliydi ve

sadece dort olguda grade 3 varikosel vardi.

Erkek
onemli bir nedendir (35). Yapilan bir¢ok c¢alismada,

infertilitesinde mitokondriyal disfonksiyon
astenospermik kisilerde spermin orta kisminin daha kisa

ve mitokondriyal kivrimlarin daha az oldugu
goriilmiistiir. Mitokondriyal hacim ile sperm uzunlugu ve
spermdeki flagellar vurus uzunlugu arasinda bir baglanti
(36).

hastalig1 olanlarda sperm motilitesinin daha az oldugu ve

oldugu da saptanmistir Primer mitokondriyal

kontrol olgularina oranla astenospermik kisilerde mtDNA
mutasyon oranlarmin daha yiiksek oldugu bulunmustur
(22).

A3243G

tastyanlarda, reprodiiksiyon orani ve ortalama fertilite

Yine bir ¢alismada, mutasyonunu
degerleri genel popiilasyon ile benzer bulunmus (37).
Ancak diger bircok arastirma, bu mutasyonun farklh

fenotipik etkileri tizerine odaklanmustir (25,38,39). Diger

bir yandan, bu durum, motilite bozukluguyla giden
primer erkek infertilitesinde hala net olarak ortaya
konulamamistir ve A3243G mutasyonu ile motilite

arasindaki iligki tam olarak tanimlanmamustir.

Sonug olarak, A3243G mutasyonunu anormal sperm
motilitesi olan infertil erkeklerde arastirdik, fakat sperm
motilitesi ile bu mutasyon arasinda herhangi bir iliski
saptamadik. Bu nedenle, elimizdeki verilere gére nedeni
tam olarak saptanamayan erkek infertilitesi olgularinda
A3243G mutasyonu bakilmasmi Onerememekteyiz. Bu
durum, popiilasyonumuzun heterojen olmasi ve olgu

sayimizin az olmasindan kaynaklanmus olabilir.

Anormal sperm motilitesi olan infertil olgulardaki
daha mtDNAnin daha
caligmalar, erkek mitokondriyal

mutasyonlarin roliinii anlayabilmemizi saglayacaktir.
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