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ARASTIRMA

Oligoastenospermik infertil Hastalarda Varikosel
Saptanan ve Varikosel Saptanmayan Gruplarin
Mitokondrial DNA Delesyonlarinin Arastiriimasi

Erkege bagli infertilite nedenleri icinde en sik gorilen varikoseldir. Bu calismada
varikosel ile birlikte veya varikosel olmaksizin oligoastenospermi saptanan infertil
hastalarin, mitokondrial DNA (mtDNA)’'daki 7345bp ve 7599bp’lik delesyonlar agisindan
normospermik kontrol grubu ile kargilastiriimasi amaclandi.

Oligoastenospermi saptanan varikoselli (V+) 20 hasta ve varikosel saptanmayan (V-)
oligoastenospermili 20 hasta ile kontrol grubu olarak da normospermik 20 hasta
calismaya dahil edildi. DNA izolasyonu ejakilat 6rneklerinden yapildi. mtDNA’daki
7345bp ve 7599bp’lik delesyonlarin tespitinde primer shift Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) yéntemi kullanildi.

Varikosel tespit edilen oligoastenospermik grup ve kontrol grubu 7345bp ve 7599bp’lik
delesyonlar acgisindan karsilastirildiginda, her iki grup arasinda anlamli farklihk
bulunmustur (p=0.009 ve p=0.019). Varikosel tespit ediimeyen oligoastenospermik grup
ve kontrol grubu 7345bp ve 7599bp’lik delesyonlar agisindan karsilastirildiginda da her
iki grup arasinda anlamli bir farkhlik bulunmustur (p=0.011 ve p=0.009). V(+) ve V(-)
gruplar 7345bp ve 7599bp’lik delesyonlar agisindan karsilastirildijinda ise sirasiyla her
iki delesyon agisindan iki grup arasinda anlamh bir farklihk bulunmustur (P=0.02 ve
P=0.042).

Calismamizda mtDNA delesyonlarinin  6zellikle varikosel tespit edilmeyen
oligoastenospermik infertil hastalarda daha sik oldugu bulunmustur. Varikosel tespit
edilen infertil hasta grubunda da kontrol grubuyla karsilastirildiginda bir artis oldugu
tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Infertilite, mtDNA delesyonu, Varikosel.

Investigation of Mitochodrial DNA deletions in Oligoasthenospermic Infertile
Patients with and without Varicocele

The most common cause of male infertility is varicocele. In the present study we aimed
to investigate the mitochondrial deletions in the control fertil group compare to the
oligoasthenospermic infertil patients with varicocele and without varicocele according to
their 7345 bp and 7599 bp deletions in the mitochondrial DNA.

Twenty oligoasthenospermic patients with varicocele (V+),20 oligoasthenospermic
patients without varicocele (V-) and 20 normospermic controls are included to the
study.The DNA isolation is performed by using ejaculate samples.Primary shift
polymerase chain reaction method is performed in order to detect the 7345 bp and 7599
bp deletions.

After comparison of 7345bp and 7599bp deletions a significant difference was revealed
between the oligoasthenospermia group with varicocele and the control group (p=0,009
and p=0,019). Also, a significant difference was shown after comparison of 7345bp and
7599bp deletion between the oligoasthenospermia group without varicocele and the
control group (p=0,011 and p=0,009). The comparison of 7345bp and 7599bp deletions
between the oligoasthenospermia groups with and without varicocele showed a
significant difference, too (p=0,02 and p=0,042).

In our study it was shown that mtDNA deletions are more common especially in the
oligoasthenospermia group without varicocele. After comparing the infertile

oligoasthenospermia group with the control, it was shown that deletions were more
commonly detected in the infertile varicocele group than the control group.

Key Words:. Infertility, mtDNA deletions, Varicocele.
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Girig

Tdm infertilite olgularinin % 30-50'sinde erkek
faktor bulundugu igin erkek infertilitesi énemli bir tibbi
problem olarak kabul edilmektedir (1). Pleksus
pampiniformisin patolojik dilatasyonu seklinde
tanimlanan varikosel infertilite arastirmasi nedeniyle
basvuranlarin ortalama % 30-40'nda saptanmaktadir (2,
3, 4). Varikosel semen parametrelerinde Oligozoospermi,
Astenozoospermi, Teratozoospermi gibi bozukluklara
neden olmaktadir (4). Erkeklerin % 30-40'inda anormal
sperm Uretim nedeni tam olarak ortaya konamamaktadir.

Genetik degigkenliklerin agir infertilite olgularinin
biyik kismindan sorumlu oldugu dustnilmektedir (5).
infertil ve subfertil erkeklerde kromozomal bozukluklar
sik olarak bulunabilmektedir; normal populasyonda %
0.5 civarinda bulunan bu durum 9766 infertil erkegin
degerlendirildigi bir galismada % 5.8 civarinda bildirilmigtir

(®).

Mitokondri Okaryot hicrelerin ener;ji
metabolizmasinda 6nemli rol oynamakta ve sperm
oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) ile saglanan eneriji ile
hareket etmektedir. mMtDNA OXPHOS enzimatik
kompleksinin bir kisim alt Gnitelerini kodlamaktadir (6).
mtDNA‘da 7345 ve 7599bp’lik delesyonlar pek ¢ok
yapisal genin delesyonuna veya kismi kaybina (ATPase
6/8, COIIl, ND3, ND4L, ND4, ND5, ND6, Cytb, ve 8 tRNA
geni) neden olmaktadir (6). Bu mtDNA genlerinin kaybi
solunum zincirinde eksikliklere neden olabilmektedir.
Delesyonlu mtDNA boélgesinden kodlanan proteinleri
iceren defektli solunum zincir proteinleri serbest oksijen
radikalleri olusumunu arttirmakta ve sonugta oksidatif
hasar ortaya c¢ikmaktadir. Spermatozoalarin plazma
membranlari doymamis yag asitlerinden zengin oldugu
icin oksidatif hasardan diger hicrelerle
karsilastirildiinda daha fazla etkilenmektedirler (7,8).
Kao ve arkadaslarinin yaptigi bir c¢alismada mtDNA
delesyonunun insan sperm hareket azligi ve infertilite ile
iliskili oldugu saptanmistir (9).

Bu galismada, varikosel pozitif ve varikosel negatif
oligoastenospermili infertil hastalarda 7345bp ve 7599bp’lik
mtDNA delesyonlarinin spermiogram testi normal olan
kontrol grubu ile kargilastirlarak delesyonlarin varikosel ve
infertiliteyle iliskisinin tespit edilmesi amaglanmaktadir.

Gereg ve Yontem

Calismaya Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
onayi alindiktan sonra Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji
poliklinigine infertilite nedeniyle bagvuran ve ayni laboratuar
teknisyeni tarafindan 3-5 glnlik cinsel perhiz sonrasi
alinan semen &rneklerindeki spermiyogram galismasinda,
Dinya Saglk Orgiti (DSO) kriterlerine  gore
oligoastenospermi tespit edilen hastalar dahil edildi.
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Hastalar varikosel olan ve varikosel olmayan olmak lzere 2
gruba ayrildi. Normal sperm parametrelerine sahip 20 hasta
da kontrol olarak kullanildi. Hastalardan alinan ejakulat
ornekleri kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi. Hastalarin
hormon profili (FSH, LH, Total Testosteron, Prolaktin,
Estradiol) taranarak normal hormon profiline sahip hastalar
calismaya alindi. Hastalardan alinan semen Orneklerinden
DNA ekstraksiyonu Pure Gene DNA izolasyon kitinin
protokoliine gore yapildi. mtDNA’daki 7345bp ve 7599bp’lik
mutasyonlarin tespiti icin Kao ve arkadaglarinin yontemi
kullanildi (7). Her bir hasta igin PZR urini 3 pl hasta
DNA'’sI, 6 yl MgCl,, 6 pl 10X buffer, 6 yl dNTP (2.5mM),
1 pl primer 1 (30pmol), 1 pl primer 2 (30pmol), 0.3 U Taq
DNA polimeraz ve 19.7 pl ddH2O icerecek sekilde
hazirlandi. PZR  kosullari  94°C'de 5  dakika,
denatirasyon igin 94°C’de 40 saniye, yapisma igin
60°C’de 40 dakika, uzatma igin 72°C’de 40 dakika olmak
Uzere toplam 35 dongl ile gergeklestirildi. En son
dongudeki uzatma periyodu 72°C’de 10 dakika olacak
sekilde gerceklestirildi ve o6rnekler 4°C’ye kadar hizla
sogutuldu. Elde edilen PZR drinleri %1,5’lik agaroz jelde
yuratulda.

istatistiksel analiz SPSS programinda Mann Whitney-
U Testi ile degerlendirildi. P<0.05 ise sonuglar anlaml
olarak de@erlendirildi.

Bulgular

Calismaya kontrol grubu olarak alinan 20 hastanin
yaslari ortalama 33+7 (26- 40), varikosel negatif 20
bireyin yaslari ortalama 33,5+5,5 (28-39) ve varikosel
pozitif 20 hastanin yaslar ise ortalama 34+9(25-43)
olarak tespit edildi.

Calismada V(+) ve V(-) gruplar 7345bp ve 7599bp’lik
delesyonlar acisindan karsilastirildiginda sirasiyla her iKi
delesyon agisindan iki grup arasinda anlamli bir farklilk
bulunmustur (P=0.02 ve P=0.042).

V(+) ve saglkli kontrol 7345bp ve 7599bp’lik
delesyonlar agisindan karsilastirildiginda her iki grup
arasinda anlaml bir farkhlik bulunmustur (p=0.009 ve
p=0.019).

V(-) ve saglikli kontrol grubu 7345bp ve 7599bp’lik
delesyonlar agisindan karsilastirildiginda her iki grup
arasinda anlamh bir farkhlik bulunmustur (p=0.011 ve
p=0.009).

V(-) ve V(+) gruplarda 7345bp ve 7599bp’lik
delesyonlar sirasiyla %60 ve %55, %25 ve %20
oranlarinda tespit edildi.

Tablo1’de olgular ve tespit edilen delesyonlar
gOsterilmigtir.
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Tablo 1. V(+) ve V(-) gruplarda 7345bp ve 7599bp’lik
delesyonlar.
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No 7345bp’lik 7599bp’lik Klinik
delesyon delesyon Bulgu
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+: Belirtilen delesyonun varhgi, -: Belirtilen delesyonun yoklugu,1: V(-)
infertilite, 2: V(+) infertilite.

Sekil 1’de primer shift PCR kullanilarak 7345 ve7599
mtDNA delesyonlarinin varligi gésterilmistir.

Sekil 1. 7345bp ve 7599bp’lik mtDNA delesyonlarinin gdsterimi.
Satun1: DNA boyut markiri, Sttun 2 ve 4: 756bp ve 702bp’lik
urlnler (7345bp’lik delesyon igin), Situn 3: 555bp’lik Grin
(7599bp’lik delesyon igin).

Agustos 2006

Tartisma

Defektif sperm fonksiyonu erkek infertilitesinin en sik
karsilasilan nedenlerindendir (7). Erkek infertilitesi
astenospermi veya oligoastenospermi ile beraberlik
gOstermektedir. Her iki durumda da mtDNA’da nokta
mutasyonlari ve blylk delesyonlar tespit edilmistir (10).
Delesyonlu mtDNA bélgesinden kodlanan proteinleri
iceren defektli solunum zincir proteinleri serbest oksijen
radikalleri olusumunu arttirmakta ve sonugta oksidatif
hasar ortaya c¢ikmaktadir. Spermatozoalarin plazma
membranlari doymamis yagd asitlerinden zengin oldugu
icin oksidatif hasardan diger hiicrelerle
karsilastirildiginda daha fazla etkilenmektedirler (7).
Mitokondrial disfonksiyona endojen ve ekzojen serbest
radikallerin neden oldugu oksidatif hasar ve mtDNA
mutasyonlarinin neden olabilecegi gosterilmistir (8).

Pek c¢ok calismada 4977bp’lik delesyon ve sperm
disfonksiyonu arasindaki iligkiler incelenmistir. 4977bp’lik
delesyonun incelendidi 2 galismada farkli sonuglar elde
edilmistir. Bu c¢alismalardan ilkinde  4977bp’lik
delesyonun dizeyi ve ayriimis sperm fraksiyonlarindaki
hareketliligin derecesi arasinda negatif bir iligki
bulunmustur (9). Diger g¢alismada ise semen Ornekleri
analiz edilmis ve sperm patolojisiyle delesyon arasinda
herhangi bir korelasyon tespit edilememistir (11). Kao ve
arkadaslari 7599bp’lik mtDNA delesyonunu normal fertil
kisilerin %11’inde, primer infertillerin %83.3’linde ve
sekonder infertillerin %42.8’'inde tespit etmislerdir (7).
Calismamizda 7345 ve 7599bp’lik mtDNA delesyonlari
Varikosel (-) infertil grupta sirasiyla %60 ve %55,
Varikosel (+) infertilite grubunda %25 ve%20
oranlarinda, saglikli kontrolde %20 ve %15 oranlarinda
tespit edilmigtir.

Lestienne ve arkadaglari  oligoastenospermili
hastalarda yaptiklari ¢alismada mtDNA’'da pek c¢ok
delesyonunun varligini  tespit etmiglerdir. Ozellikle
intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) programlarina
alinan bireylerde mtDNA delesyonlarinin arastiriimasinin
gerekli oldugunu belirtmislerdir (12). Sperm mtDNA’sinin
PZR ile amplifikasyonu, fertil bireylerle
karsilastirildiginda, infertil ve subfertil erkelerde mtDNA
delesyonlarinin yiiksek insidansini gostermektedir (13).
Calismamizda da Varikosel (-) ve Varikosel (+) infertilite
gruplarinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha
fazla mtDNA delesyonlarina sahip oldugu gdsterilmigtir.

Smith ve arkadaslari varikoselli hastalarin semen
orneklerindeki total oksidatif stres ve sperm DNA hasari
arasinda bir iligkinin bulundugunu belirtmislerdir (14).
Chen ve arkadaslarn 4977bp’lik mtDNA delesyonunu
oligospermili grupta %47.3, oligoastenospermili grupta
%17.7 oraninda tespit etmislerdir. Seminal oksidatif
stresteki artigsla mtDNA 4977bp’lik delesyon arasinda bir
iliski oldugunu ileri surmuslerdir (15). Bu c¢alismada
varikosel sonucu olusan infertii hastalarda mtDNA
delesyonlarinin saglikli  kontrollerle karsilastirildiginda
arttig1 tespit edilmistir. Weese ve arkadaslari kontrol
bireylerle kargilastirildiginda Reaktif Oksijen Tirleri
(ROT)Ynin varikoselli infertil ve fertil erkeklerde arttigini
tespit  etmisleridir  (16).  Varikoselli  hastalarin
spermatozoalarinda oksidatif hasar bu bireylerdeki belirli
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antioksidanlarin  hilicredeki  yetersizliginden  dolayi
artabilir. Sharma ve arkadaslari varikoselli hastalarda
kontrollerle karsilastirildiginda total ROT’'un yuksek
antioksidan kapasitenin digsik oldugunu belirtmiglerdir
(17). Hendin ve arkadaslari varikosel éncesi ve sonrasi
ROT o&lgumlerini yapmiglar ve varikoselde ROT’un
arttigini tespit etmislerdir (18). ROT nukleer DNA'da
hasar meydana getirebilecegi gibi mtDNA’da da benzer
sekilde hasara neden olabilmektedir (16). Calismamizda
V(+) grupta, V(-) oligoastenospermik gruptan mtDNA
delesyonlarinin daha az oranda gérilmesi, varikoselde
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