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OZET

Amag: Follikiil stimiile edici hormon (FSH) hormonu disilerde follikulogenezis ve erkeklerde spermatogenezisde temel rol oynamaktadir. Erkekte
FSH yetiskinlerde spermatogenezisin pubertal baglamasinda ve kantitatif olarak normal sperm tiretiminin korunmasinda gorevlidir. Follikiil stimiile
edici hormon reseptér (FSHR) geninde aktivasyon ve inaktivasyon mutasyonlart tanimlanmistir. 566C—T mutasyonu reseptér molekiiliiniin
ekstraselliiler alanin1 kodlayan bdlgede olup FSHR geninin ekzon 7’sinde lokalizedir. Fonksiyonel testler mutasyonlu reseptdr tarafindan ligand
baglanmast ve sinyal iletiminin azaldigini gostermektedir. Caligmanin amaci Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterlerine gére, ayn1 laboratuar teknisyeni
tarafindan spermiogram tetkikleri degerlendirilen 80 oligospermik hastada FSHR genindeki Alal89Val mutasyonunu incelemektir.

Gereg¢ ve Yontem: FSHR geninin ekzon 7’sindeki Alal89Val mutasyonu Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizm (RFLP) yontemi kullanilarak
analiz edildi.

Bulgular: Homozigot veya heterozigot mutasyonlar tanimlanamamustir.

Sonu¢: Degerlendirilen hastalarin sayis1 kiiciik olmasina ragmen Fin populasyonu disinda tiim diger populasyon raporlart géz Oniinde
bulunduruldugunda bu gendeki Alal89Val mutasyonunun sikligi oldukca diisiiktiir. FSHR’deki Alal89Val mutasyonu oligospermili infertil Tiirk
erkeklerde yaygin degildir. Bu sonuglar FSHR genindeki C566T mutasyonunun Finlandiya’da yaygin ancak diger populasyonlarda yaygin olmadigini
desteklemektedir.©2006, Firat Universitesi, Ti 1p Fakiiltesi
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ABSTRACT

FSHR Ala189Val Gene Polymorphisms in Men Presenting with Infertility and Abnormal Semen Analysis

Objective: The follicle-stimulating hormone (FSH) is considered essential for folliculogenesis in the female and spermatogenesis in the male. In the
male, FSH is generally considered essential for the pubertal initiation of spermatogenesis and maintenance of quantitatively normal sperm production
in adults. Mutations of the the follicle stimulating hormone receptor (FSHR) leading to either constituve activation or inactivation of the receptor have
been identified. The 566C—T mutation, predicting an alanine to valine substitution, is located in exon 7 of the FSHR gene, in the region encoding the
extracellular domain of the receptor molecule. Functional testing showed a clear-cut reduction in ligand binding and signal transduction by the
mutated receptor. The purpose of the present study was to investigate in 80 patients with oligospermia which spermiograms were performed according
to World Health Organization (WHO) quidelines by the same biologist to presented Alal89Val mutation in the FSHR gene.

Materials and Methods: Alal89Val mutation in the exon7 of the FSHR gene analyzed by Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP)
method.

Results: No heterozygous or homozygous mutant alleles were present in any of the patients.

Conclusion: Although the number of patients evaluated was small, considering all other previous reports, it seems that except in the Finnish
population, proportion of men with Alal89Val mutation in this gene is very low. The Alal89Val mutation of FSHR is not a common polymorphism in
Turkish infertil men with oligospermia. These results suggest that the C566T mutation of the FSHR gene is enriched Finland, but is uncommon in
other population.©2006, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
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Gametlerin iretimi gonadlar {izerine etki eden liiteinizan G protein bagl reseptdr ailesinin bir iiyesi olan reseptoriine
hormon (LH) ve Follikiil stimiile edici hormon (FSH)’unun baglanarak ¢aligmaktadir (3). Follikiil stimiile edici hormon
hormonlarinin etkisi altinda gerceklesmektedir. Postnatal reseptdrii  (FSHR) Sertoli hiicrelerinde ve  gevresindeki
mitotik ve mayotik germ hiicre gelisimi sadece LH tarafindan germinal hiicrelerde vardir (4). FSHR geninde aktivasyon ve
kontrol  edilebilmesine ragmen tam  Sertoli hiicre inaktivasyon mutasyonlar1 tanimlanmistir (5). Fonksiyonel
proliferasyonu LH’ya gereksinim olmaksizin FSH tarafindan testler mutasyonlu reseptdr tarafindan ligand baglanmasi ve
basarilabilmektedir (2). sinyal iletiminin azaldigin1 gostermektedir. FSHR’deki
homozigot inaktivasyon mutasyonlarina sahip erkeklerde
Erkekte FSH hormonu Sertoli hiicre sayismin testikiiler voliim azalmis, serum FSH konsantrasyonlar1 artmig
belirlenmesinde ~ ve  normal  kantitatif ~ ve  kalitatif ve spermatogenezisde ¢esitli diizeylerde hasar olugmustur.
spermatogenezisin ger¢eklesmesinde gorev almaktadir. FSH, Erkek gonodal fonksiyonu i¢in FSH’nin kritik 6énemi, FSH B
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subunitinde bir mutasyona sahip infertil bir erkegin
tanimlanmasiyla ortaya konmustur. Bu bulgular FSH
reseptoriindeki mutasyonlarin erkek infertilitesinde patojenik
bir rol oynayabilecegini gostermektedir (3). S566C—T
mutasyonu reseptdr molekiiliiniin  ekstraselliller alanim
kodlayan  bolgede olup FSHR geninin ekzon 7’sinde
lokalizedir. Alal89Val mutasyonu 6zellikle erkek iiremesinde
olmak iizere FSH nin etkisini anlamli olarak degistirmektedir
(5). In vivo deneyler bu mutasyonun FSH etkisinin tam bir
inhibisyonuna neden oldugunu gdstermistir (3). Bu mutasyona
sahip olan bireylerde maskulinizasyon normal olarak
degerlendirilmis ve Onemsiz derecede testikiiler voliimde
azalma gozlenmistir. Farelerde yapilan deneylerde FSH
reseptoriine sahip olmayan erkeklerde diisiik testikiiler voliim
ve agirlikla beraber sperm miktar1 ve kalitesinde diisiis
mevcuttur (6). Alal89Val mutasyonu Finlandiya toplumunda
yiiksek sikliga sahip olmasina karsin Finlandiya disinda primer
amenoreli bir hastada bildirilmistir (7). Finlandiya disinda bu
mutasyonun sikligi hem primer amenoreli hemde infertil
oligospermik erkeklerde bilinmemektedir. Literatiirde Tiirk
populasyonunda bu konuda yapilan herhangi bir caligmaya
rastlanmamigtir. Caligmada Tiirk infertil oligospermik erkek
hastalar da Alal89Val mutasyonunun varligimin arastirilmasi
amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Caligmaya Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterlerine gore, ayni
laboratuar teknisyeni tarafindan spermiogram tetkikleri
degerlendirilen 80 hasta alindi. Kontrol grubu olarak DSO
kriterlerine gore normal sperm parametrelerine sahip 60 hasta
kullanildi (1). Hasta ve kontrol gruplarma hasta onay formu
imzalatildi. DNA izolasyonu i¢in periferik kan kullanildi.
Genomik DNA izolasyonu Promega Wizard Genomik DNA
izolasyon kiti kullanilarak yapildi. FSHR genindeki Ala189Val
polimorfizmi Kohek ve arkadaslarinin yontemine gore yapildi.
Kisaca, Ekzon 7°deki Alal89Val inaktivasyon mutasyonunun
belirlenmesi i¢in forward 5’-GGCCTTTTATTT-CAGATGG-
CTG-3* ve revers 5’-TGGCCTTGAAG-AATAGTCAGG-3’
primerleri  kullanildi. PZR sonunda 114bp’lik  iiriin
olugmaktadir. Bsml enzimi kesim sonrasi trlinler %4’lik
agoroz jele yiiklendi. Val varliginda 56bp ve 58bp’lik irtinler
olugmaktadir. Heterozigot bireylerde 3 bant goriilmektedir (8).

BULGULAR

Caligmaya alinan hastalarin yaslar1 en kiigiik 21, en biiyiik 43
olmak fizere ortalama 32+11 ve kontrol grubunun yas
ortalamasi en kiiglik 25, en bilylik 35 olmak {izere 30+5’dir.
Tiim hasta ve kontrollere PZR basar1 ile uygulanmistir.
Calismada hasta ya da kontrol grubunda Alal89Val
polimorfizmi tespit edilememistir. Resim 1’de Alal89Val
polimorfizmi igin agoroz jel elektroforez sonuglari verilmistir.

TARTISMA

Calisma Tirk populasyonunda Alal89Val mutasyonunun
infertil oligospermik hastalarda tarandigi ilk caligmadir.
Oligospermik erkeklerde ve infertil kontrolde herhangi bir
homozigot yada heterozigot mutasyona rastlanmamigtir.

FSH testisde Sertoli hiicre fonksiyonunu ve ovaryumda
granulosa hiicrelerinde estrojen {diretimini ve follikiiler
maturasyonu indiiklemektedir. FSH reseptor genindeki
Alal89Val mutasyonu resesif olarak kalitilan inaktive edici bir
nokta mutasyonudur. Mutasyon ekzon7’nin 566 pozisyonunda
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C—T transisyonu meydana getirerek reseptdr molekiiliiniin
ekstraselliiler alanindaki 189 alanin amino asidinin valine
subtitiisyonuna neden olmaktadir. Transfekte myeloid
suppressor hiicrelerde Alal89Val reseptér mutasyonunun in
vitro fonksiyonel testleri sinyal iletiminin tam inhibisyonu ve
azalmis baglanma kapasitesini gostermektedir. Vaskivuo ve
arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada 22 kadin ve 5 erkek bireyde
Alal89Val heterozigot mutasyonu tespit etmislerdir. Bu
mutasyon agisindan homozigot erkeklerde sperm iiretiminin
oldugunu belirtmislerdir. Ancak 5 erkekten 2’sinde

oligoastenospermi tespit edilmistir (3). Gromoll ve arkadaslari
hipofizektomi yapilan hipogonodotropik erkeklerde yaptiklart
calismada FSH reseptoriiniin aktivasyon mutasyonunun uygun
olmayan testis biyilikliigiine sahip vakalarin temelini
olusturabilecegini belirtmislerdir (9).

Sekill. Insan FSHR genindeki wild type Ala189Val allelinin
tespiti. Stitun1: 100 bp’lik DNA boyut markiri. Siutun 2-3:, bir
wild type bireyie ait PZR truna.

Chesnaye ve arkadaslari1 9 saf gonadal disgenezisli
Meksikal1 hastada yaptiklar1 ¢alismada bu mutasyona
rastlamamiglar ve mutasyonun Fin populasyonuna 06zgii
olabilecegini belirtmislerdir (10). Layman ve arkadaslar
prematiire ovarian yetmezligi olan 35 hastada yaptiklart
calismada bu mutasyonu tespit edememislerdir (6).

Populasyon diizeyinde sonuglar Finlandiya’da bu
mutasyonun frekansimin %0.96 oldugunu gostermesine ragmen
diger populasyonlarda siklig1 ya ¢ok diisiik diizeyde bulunmus
yada hig tespit edilememistir. Bu sonu¢ Finlandiya’da diger
hastaliklara neden olan genlerin yiiksek siklig: ile tutarlilik
gostermektedir. Finlandiya’da diger yerlerde olmayan yaklasik
30 kalitsal hastalik tanimlanmistir. Bu 6zellik izole bolgelerde
cogalan bir populasyonda genetik drift ile atasal etkilerin bir
kombinasyonu sonucu olugmaktadir (11).

Sonu¢ olarak, populasyon spesifik polimorfizmlerin
ortaya konmasi igin belirli bir populasyonda ilk defa belirlenen
bir polimorfizm diger populasyonlarda da c¢alisilmasi1 gerek-
mektedir. Polimorfizimler bazen belirli bir bélgeye spesifik
olabilmekte ve frekanslarini o bolgede atasal olarak
artirabilmektedirler. FSHR genindeki Alal89Val polimorfiz-
minin bolgesel frekansini bu tiir bir atasal kalitimla arttirdigt
muhtemeldir. Tiirk populasyonunda ve diger populasyonlarda
genin tam mutasyon analizleriyle genin aktivasyon veya
inaktivasyonuna neden olan FSHR mutasyonlarinin bulunmasi
muhtemeldir.
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