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ONSOZ

Prematiir over yetersizligi (POY) 40 yasindan 6nce ovaryan fonksiyonlarin durmasi
(diizenli menstriiel sikluslarin 4-6 aydan uzun siire kesilmesi) nedeni ile olusan
amenore durumu olarak tanimlanmaktadir. Etyolojisinde genetik faktorler rol
oynamaktadir. BMPI15 ve FOXL2 genleri bunlarin en oOnemlileri arasinda yer
almaktadir. POYlu hastalarda yapilan ¢aligmalarda BMP15 geni mutasyon sikliginin
yikksek oldugu gosterilmistir. BMPI5 ve FOXL2 geni aynm1 zamanda folikiil
gelisiminde rol oynayan onemli faktorlerdendir. Bu nedenle POY tanili hastalarda
BMP15 ve FOXL2 gen degisikliklerinin analizi bu teze konu olmustur.
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1. GIRIS

Prematiir over yetersizligi (POY') 40 yasindan 6nce ovaryan fonksiyonlarin durmasi
(diizenli menstriiel sikluslarin 4-6 aydan uzun siire kesilmesi) nedeni ile olusan
amenore durumu olarak tanimlanmaktadir. Bu tan1 birkag¢ hafta ara ile yapilan en az
iki folikiil stimiile edici hormon (FSH) 6l¢limiiniin menopozal diizeyde (40 IU/I ve
lizeri) saptanmasi ile konur (1,2). Bu klinik tablo ayn1 zamanda hipergonadotropik
hipogonadizm olarak da adlandirilmaktadir. 40 yasin altindaki kadinlarda goriilme

siklig1 yaklasik % 1-2, 30 yasin altindaki kadinlarda goriilme siklig1 ise % 0.1°dir (3).

POY’lu hastalarin klinik bagvurularinda 6zellikle sicak basmasi gibi vazomotor
semptomlarla beraber pollakiiri, disiiri, vajinitis ve disparoni gozlenmektedir. Eslik
eden bulgu olarak kilo kaybi, anoreksiya, abdominal agr1 ve gii¢siizliik gortilebildigi
bildirilmistir (4). POY klinik olarak insan yasamina etki eden iki onemli sonuca
neden olmaktadir. Bunlar hipodstrojenizm ve infertilitedir. Hipodstrojenizm bu
hastalarda osteoporoz, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastalik riskini
arttirmaktadir (5). POY olan gen¢ kadinlarda seks steroidlerinin eksikligi, dogal
olarak menopoza giren kadinlarda oldugundan daha uzun siirmektedir. Bunun sonucu

olarak bu kadinlarda osteoporoz riski anlamli derecede artmaktadir (6).

POY sonuglarindan biri olan hipodstrojenizm hormon replasmani ile tedavi edilse
bile diger bir sonucu olan infertilitenin tedavisi ¢ok zor olmaktadir. POY tanili
hastalarin yaklasik % 50°si degisen derecelerde rezidiiel over fonksiyonuna

sahiptirler. Bu hastalarin sadece % 5-10"unda spontan gebelik goriilebilmektedir (7).

POY etyolojisinde genetik, otoimmiin, metabolik, enfeksiyon ve iatrojenik
(antikanser tedavileri) gibi bir¢ok faktér rol oynamaktadir. Genetik faktorler
icerisinde POY’a neden olabilecek c¢ok sayida gen tanimlanmis olmakla birlikte
BMPI15 (Bone morphogenetic proteinl5) ve FOXL2 (Forkhead box protein L2)
genleri bunlarin en 6nemlileri arasinda yer almaktadir. Arastirmamiza POY 6n tanisi
ile takip edilen, kromozom analizi normal ve Frajil X premutasyonu tagimayan 79

hasta dahil edilmis ve bu hastalarda dizi analizi yontemi ile BMP15 ve FOXL2



genlerinde mutasyon taramasi gerceklestirilmistir. Planlanan bu g¢alisma POY’lu
hastalarin erken taninmasini saglayacak belirte¢lerin saptanmasi ve dolayisiyla
POY’lu kadinlara iireme hayatlarin1 erken planlama imkaninin saglanmasi agisindan

Onem arz etmektedir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Oogenez ve Folikiilogenez

Primordial folikiil bir kadinin reprodiiktif hayatinin siiresinin belirlenmesinde 6nem
arz etmektedir. Sessiz fazda bekleyen bu folikiiller siire¢ boyunca primer folikiil,
preantral ve antral folikiil safhalarii tamamlar. Gonadotropinlerin etkisi ile
dominant folikiil se¢imi ve ovulasyon ile siire¢ tamamlanir. Bu siirecte birgok faktor

rol almaktadir.

2.1.1. Primordial Germ Hiicre ve Folikiil Formasyonu

Oositlerin 6ncii formu olan primordial germ hiicrelerinin (PGH) olusumu BMP2
(endoderm kokenli), BMP4 ve BMPS8b (ektoderm kokenli) sinyalleri ile
gergeklesmektedir (8,9). Endodermal kokenli 1.000-2.000 kadar PGH gebeligin 5-6.
haftalarinda yolk sak’tan genital cikintiya (ridge) go¢ ederek burada mitotik
boliinmeye baglar. Gonada ulasan PGH sayis1 6. haftada 10.000, 8. haftada 600.000,
20. haftada 6-7 milyona ulasir (10).

20. haftadan sonra diisiis baslar ve yenidoganda 1 milyon ve pubertede 300.000-
400.000 kadar1 kalir. Kadmin reprodiiktif yasami boyunca 400-500 kadar germ
hiicresi ovule olur. ikinci hizli azalma donemi ise germ hiicre sayismin kritik deger
olan 25.000’lere ulastiginda, ortalama 37-38’li yaslarda goriilir. Bu donemden
itibaren FSH artarken, menstruel sikluslar kisalmaya bagslar ki bu durum oositlerin
tilkenme zamaniyla yerlesen menopoz tablosuna kadar devam eder (11). Menopoz

oncesi ise bu hiicrelerin sadece 1.000 kadar1 kalmaktadir (Sekil 2.1) (12).



Total Folikiil Sayisi
(Primordial / Primer)

Atrezi
Gebelik (20. hafta) 7 x 108
Dodum 1x 108 Ovulasyon
Puberte 300 000
Pre-menopoz < 1000 l
Menopoz 0 400 - 500

Sekil 2.1. Folikiil sayisinin yasam donemlerindeki degisimi. Persani ve ark.

2010’dan degistirilerek alinmistir (5).

PGH’lerin migrasyon ve proliferasyonunda bir¢ok faktoriin etkili oldugu
bilinmektedir. In vitro calismalarda Bmp2 ve Bmp4’iin fare PGH’lerinin sayisini
arttirirken, Bmp7 knockout farelerde PGH’lerin sayisinin azaldig1 gosterilmistir (13-
15). BLIMP1 (PRDMI1, PR domain containing 1), PRDM14 (PR domain containing
14) PGH’lerin migrasyon ve proliferasyonunda kritik rol oynamakla beraber OCT4
ve NANOG PGH’lerin yasaminin devamu i¢in gerekli faktorlerdir (16). Siiregte rol
oynayan diger bir faktor olan FI/GLa (factor in the germline alpha) zona pellusida
olusumunda rol alan glikoproteinlerin erken ekspresyonundan sorumludur. KI7/KIT
ligand (KITL) ve RNA baglayan ¢inko parmak proteini olan NANOS3 (nanos
homolog 3; Drosophila) ve DNDI (dead end homolog 1), PGH’leri apopitozdan
korumakla gorevlidir (17).

PGH’leri genital ¢ikintiya ulastiklarinda cinsiyet olusumu baslamaktadir. Wilms
tumor protein (WT1), steroidogenik faktor 1 (SF'7), Chromobox homolog 2 (CBX2),
Empty spiracles homeobox 2 (EMX2) ve LIM homeobox 9 (LHX9) genlerinin etkisi
ile bipotansiyel gonad olugmaktadir. Bipotansiyel gonaddan Wingless-type MMTV
integration site family, member 4 (WNT4), R-spondin 1 (RSPOI), Follistatin (FST),
FOXL?2 ve B catenin genlerinin etkisiyle over gelisimi olmaktadir (18).

PGH’leri overe ulastiginda oogonia admi alirlar. Overde kolonize olan PGH

inkomplet sitokinez ile birlikte mitoz boliinme sonucunda germ hiicre kisti ya da



germ hiicre yuvast adi verilen formasyonu olustururlar. Mitoz boliinme sonlanip
mayoz boliinme ve primer oosit olusumu baglar. Boylece oogonial dénem biter ve
oosit donemi baglar. Mayozun baslamasi ile primordial folikiillerde bulunan oositler
birinci mayoz profazinin diploten asamasinda durur. Ovulasyon oluncaya kadar
hiicre siklusunun GO olarak adlandirilan dinlenme asamasinda bekler. Mayotik arest

sirasinda germ hiicre kist yapisi degisip primordial folikiil olusumu baslamaktadir.

Germ hiicre kist yapisinin dagilmasi ile oositlerin bir kismi apopitoza gider.
Apopitoz primordial folikiil havuzunun belirlenmesinde ana siiregtir. Birgok pro ve
antiapopitotik gen bu siiregte rol oynar. Antiapopitotik rol oynayan BCL2 (B-cell
CLL/lymphoma 2) ve BCLX (BCL2-like 1) yoklugunda primordial folikiil sayisinda
azalma gosterilmistir (19,20). Proapopitotik rol oynayan BAX (BCL2-associated X
protein) hiicre 6liimiinii indiikler. Yapilan ¢alismalarda BAX yoklugunda primordial
folikiil sayisinda artis gézlenmistir (21). Kaspaz 2 (Caspase 2-casp2)’nin aktivasyonu
apopitoza yol agmaktadir. Yapilan ¢alismalarda kaspaz 2 yoklugunun primordial
folikiil sayisini artirdigi ifade edilmistir (Sekil 2.2) (22).
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Sekil 2.2. Primordial germ hiicre formasyonu, oogenez ve folikiilogenezde rol alan

faktorler. Sanchez ve ark. 2012°den degistirilerek alinmistir (17).



2.1.2. Primordial Folikiil Olusumu

Insanda primordial folikiil gelisimi en erken 16. haftada baslar ve en ge¢ postnatal 6.
ayda biter. Over rezervini temsil eden primordial folikiiller tek katli yassi pre-
graniilosa hiicreleri ile ¢evrili diploten oositten (30-60 um) olusur. Oogoniada
mitozun baglaylp graniilosa hiicreleri ile cevrilmesi yani folikiil olusumu onu
atreziden korumaktadir zira 28. haftadan sonra mayoza girmemis oogonia overde

artik izlenmemektedir. Yenidogan overinde de oogonia mevcut degildir.

2.1.3. Primordial Folikiil Aktivasyonu ve Primer Folikiile Gegis

Primordial folikiiller daha sonra yillar siirecek olan sessiz faza girmektedirler.
Folikiilogenezin ilk dalgasindan sonra primordial folikiiller tekrar aktive olurlar.
Aktive olan folikiil sayisi, over rezervi ve soz konusu tirliin mono ya da
poliovulasyon durumu ile iligkilidir. Primordial folikiil aktivasyonunda olusabilecek
bir diizensizlik over reserv kaybina ve prematiir menopoza yola agabilmektedir. Bu
proses iyi bir sekilde regiile edilmekle beraber, primordial folikiil aktivasyonunu
tetikleyen sinyallerin mekanizmasi hala net olarak anlagilamamistir. Yapilan
calismalar oosit ile graniiloza hiicresi (GH) arasindaki iletisimin bu slirecte anahtar

rol oynadigin1 géstermistir (23).

Primordial folikiil aktivasyonu icin bir¢cok faktor gereklidir. Bunlardan bir tanesi
KITL dir. KITL GH’lerinde iiretilir, reseptorii KIT ise oositte eksprese olmaktadir.
KIT reseptor mutasyonu bulunan farelerde folikiiler gelisim primer (folikiil)
asamasinda durmaktadir. GH farklilasmay1 baslatmasina ragmen oositler sessiz
fazdan ¢ikamamaktadirlar (24). KITL ile oosit stimiilasyonu PI3K/AKT yolagmin
aktivasyonuna bu da Forkhead box O3 A (FOXO034) (fosforilasyonunun)
inaktivasyonuna neden olmaktadir (25). Bu sonuglar PI3K/AKT yolagmin
inhibitorleri olan PTEN ve FOXO3A’nin rolleri ile uyum gostermektedir. Oosit
spesifik Pten knockout durumunda PI3K/AKT yolag1 yapisal olarak aktive olmakta
ve dogumu takip eden haftalar icerisinde primordial folikiiller aktive olmaktadir

(Sekil 2.3) (26).
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Sekil 2.3. PI3K/AKT yolaginin folikiil aktivasyonu ve aresti ile iligkisi. Sanchez ve
ark. 2012°den degistirilerek alinmigtir (17).

Yapilan baska bir calismada Foxo3 mutant fare overinde primordial folikiillerin
prematiir aktivasyonu gosterilmistir (27). Yolakta onemli diger faktorler 7SCI
(tuberous sclerosis complex 1) ve mTORCI (mammalian target of rapamycin
complex 1)’dir. 7SCI, mTORCI’i baskilamakta ve folikiillerin sessiz fazda

beklemesinin devamina neden olmaktadir (Sekil 2.4).

Folikiilogenezde rolii olan bir baska faktor ise norotrofinlerdir. Norotrofinlerin
primordial folikiil aktivasyonunda rol aldigi gosterilmistir (28). NTRK2 (Trk-b)
reseptorii primordial folikiiliin oositinde eksprese olmaktadir (29). Ligandlart BDNF
ve NT4 primordial folikiil aktivasyonu i¢in gereklidir. NT4/BDNF-NTRK2 reseptor



kompleksi, PI3K /AKT yolagmi uyarip folikiil aktivasyonuna neden olmaktadir (29).
Ayni1 zamanda FGF2 (fibroblast growth factor 2), LIF (leukemia inhibitory factor) ve
FGF7 (fibroblast growth factor 7); KITL ekspresyonunun diizenlenmesinde rol
oynayan primordial folikiil aktivasyonundan sorumlu diger growth faktorlerdir (30-

32).

Antimiillerian hormon (AMH), GH tarafindan sentezlenmektedir. Over rezervinin
devaminda anahtar faktor gorevini {iistlenmektedir. AMH’nin primordial folikiil
aktivasyonunu baskiladigi, negatif feed back mekanizmasiyla asir1 folikiil gelisimini
6nlemek amaciyla bu baskilamayr yaptigi diisiiniilmektedir. Amh™ farelerde asiri
primordial folikiil aktivasyonuna ve folikiiler reserv kaybina neden oldugu
gosterilmistir (33). AMH, BMP bagimli faktorlerin (SMAD1, SMADS ve SMADS)
aktivasyonunu indiikler. Bununla beraber diger BMP faktorleri (BMP4, BMP7 gibi)
farelerde folikiil aktivasyonunda rol oynar (34). AMH’nin, BMP4 ve diger uyarici

faktorlerin tiretimini baskiladigi diisiiniilmektedir (35).

Bu gegis siirecinde yassi graniiloza hiicreleri kiiboidal hale doniismekte ve oosit ¢ap1
da artmaktadir (36). Aktivasyonda ve gegiste rol oynayan oosit kokenli énemli diger
faktorler ise SOHLH1 (spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-
helix 1), SOHLH2 (spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix 2),
LHXS8 (LIM homeobox 8) ve NOBOX (NOBOX oogenesis homeobox)’tir. NOBOX
ekspresyon eksikliginde oosit primordial sathadan ¢ikamayip yassi graniiloza
hiicrelerinin kiiboidal hale donilistimii olamamaktadir. NOBOX ekspresyon eksikligi
ayni zamanda oosit gelisiminin farkli birgcok basamaginda rol alan MOS, OCTH4,
RFPL4, FGFS8, ZARI, DNMTI0, GDF9, BMP15 ve HIOO gibi faktorlerin down
regiilasyonuna neden olmaktadir (37). Benzer sekilde Sohlhl null mutant farelerde
yapilan calismalarda primordial sathada arest gelismektedir. Bu faktoriin ekspresyon
eksikligi Nobox geninin down regiilasyonuna ve Nobox geninin regiile ettigi yukarida
belirtilen genlerinde down regiilasyonuna neden olmaktadir (38). Sohlh2 ve Lhx8
eksikliginde folikiiler arest gelistigi gosterilmistir (39,40). Bu bilgiler 1si1ginda
SOHLHI ve NOBOX basta olmak flizere bu faktorlerin erken oogenez ve
folikiilogenezde anahtar rol oynadig1 kabul edilmektedir.
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Sekil 2.4. Primordial folikiil aktivasyonu. Georges ve ark. 2014’ten degistirilerek
alinmistir (41).

2.1.4. Primer Folikiilden Sekonder Folikiile Gegis

Bu evreye geciste aktivator olarak Aktivin, GDF9, BMP15, TATA-binding protein 2
(TBP2), TATA box binding protein (TBP)-associated factor (74AF4B); inhibitor
olarak ise AMH rol almaktadir (17).

2.1.5. Preantral ve Antral Donem

Graniiloza hiicrelerinin mitotik ekspansiyonu ile tek tabakali primer folikiiller cok
tabakali hale gelirler. Preantral ve antral donemde oosit ¢ap1 artmakta ve bazal
lamina, zona pellusida ve teka hiicreleri bu donemde olusmaktadir (42). Bu dénemde
ayrica antral bosluk olusmaktadir. Bu donemde rol alan bir¢ok faktdr gosterilmistir.
GDF9 ve BMPI5 bunlardan 1iyi bilinen faktorler olup graniiloza hiicre
proliferasyonunda sinerjik rol oynamaktadirlar. GDF9 primer ve sekonder folikiil
sayisint arttirmaktadir (43). Oosit kaynakli bir biiyime faktorii olan BMPIS5,

FSH'dan bagimsiz olarak graniilosa hiicrelerinin proliferasyonundan sorumludur.



Yani gonadotropin bagimliliginin olmadig1 erken folikiil biiylimesi doneminde
folikiil biiylimesini BMP15 saglayabilmektedir. BMP15 ilging olarak FSH reseptor

ekspresyonunu inhibe edebilmektedir. FST BMPI5'in bu etkilerini antagonize
etmektedir (44). Bu siirecte folikiil biiytimesinde rol alan diger faktorler Aktivin ve
Inhibin’dir (45). Folikiil biiyiime siirecinde aktivin etkisi azalirken inhibinin etkisi
artis gostermektedir. AMH insanda folikiil biiyiimesinin mid-antral sathasina kadar
graniiloza hiicrelerinden salinmaktadir. Primordial — primer folikiil gecisini inhibe

etmesinin yaninda preantral folikiil gelisimi lizerinde de negatif bir etkiye sahiptir.

Preantral ve antral donemde folikiil gelisimi ve biiylimesi FSH ve luteinlestirici
hormon (LH) reseptor ekspresyonu ve FSH’min indiikledigi aromataz enzimi
aktivitesi yoluyla gerceklesmektedir. Belli sayida antral folikiilden olusan bir grup
siklik olarak FSH’nin etkisi ile dominant folikiil se¢imi i¢in yarisa girerler. Secilen
grup biiyiimeye devam ederken bu gruptaki antral folikiillerin gonadotropinlere olan
yanitlarinin ve steroidogenik aktivitelerinin modiile edilmesi ve ayn1 zamanda olas1
bir prematiir luteinizasyonun inhibe edilmesi kritik 6nem tasir. Bu sayede belli
folikiiller FSH'a daha duyarli kilinarak dominant folikiil se¢imi i¢in zemin

olusturulmaktadir.

Aktivin A, BMP6, BMP4 ve BMP7 daha biiyiik preantral ve antral folikiillerden
salinarak daha kiigiik folikiillerin androjen destegini azaltip biiylimelerini inhibe edici
yonde etki etmektedirler. Folikiil gelisimi ile daha fazla inhibin A ve FST salinimi
olmakta, aktivin etki sahasini inhibin A’ya birakmaktadir. Inhibin A artisgt FSH’1
diistirmekte, bu durum LH ile indiiklenen androjen sentezini arttirmakta bdylece
ovulasyon oOncesi gerekli olan Ostradiol yiiksekligi i¢in substrat hazirlanmis
olmaktadir. Olusturulan bu ortam; aktivin A, GDF9 gibi faktorlerin etkisi ile daha
fazla FSH ve LH eksprese eden folikiiller ile daha fazla aromataz aktivitesi tagiyan
folikiillerin, ileri asamalarda daha az substrati daha etkili kullanmalarina ve sonug

olarak atreziden kurtulup dominant folikiil olarak secilmelerini saglamaktadir (46).
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2.2. Menopoz ve Fizyolojisi

Diinya genelinde menopoz i¢in kesin bir yas belirlemek olasi degildir. Yapilan ¢esitli
caligmalarda, menopoz yasinin ortalama 51 yas oldugu bildirilmistir. Fakat bu rakam
iilkelere gore farkliliklar gosterir. Ulkemiz icin belirtilen menopoz yast 48-51 yas
arasindadir (47). Menopozdan hemen sonra overde folikiillerin tilkenmesiyle beraber
FSH’da 10-20 kat, LH’da ise yaklasik ti¢ katlik artis goriiliir. Bu artistaki farkliligin
sebebi hormonlarin yarilanma siireleridir. LH 1n yarilanma 6mrii 20 dakika (dk) iken
FSH’1in yarilanma omrii 3-4 saattir. LH i¢in inhibin gibi negatif feedback yapacak

spesifik bir faktoriin olmamasi da bu duruma etki etmektedir.

Postmenopozal overler primer olarak androstenedion ve testosteron salgilarlar
bununla beraber bu hormonlarin asil kaynagi adrenal bezlerdir. Menopoz dncesine
gore androstenedion seviyesi menopoz sonrasinda yart seviyeye kadar diiser.
Dehidroepiandrosteron ve dehidroepiandrosteron sulfat adrenal bezlerde tliretilmekte

olup yaslanmayla birlikte azalirlar.

Testosteron iiretimi menopozdan sonra yaklasik % 25 kadar azalir. Testosteronun
primer kaynagi, androstenedionun periferal doniisiimii oldugu i¢in ve androstenedion
miktar1 postmenopozal donemde belirgin olarak azaldigi i¢in total testosteron liretimi
postmenopozal donemde azalmistir. Postmenopozal donemde dolasimdaki 6stradiol
degeri 10-20 pg/ml kadardir. Bu degerin ¢ogu, Ostronun periferdeki doniisiimiinden
elde edilmektedir. Postmenopozal donemdeki kadinda stronun seviyesi dstradiolden
belirgin olarak fazladir, dstronun seviyesi yaklasik 30-70 pg/ml kadardir. Menopoz
sonrasinda Ostrojendeki belirgin azalmaya bagli, androjen/dstrojen orani degisir.
Bunun sonucunda hafif hirsutismus yaygin olarak goriiliir. Menopoz sonrasinda
overler Ostrojen liretmeye devam etmezler, ancak postmenopozal kadinlarda dstrojen
seviyesi belirgin olabilir. Bunun nedeni testosteron ve androstenedionun
ekstraglanduler dokularda 0Ostrojene doniisiimiidiir. Androstenedionun 0Gstrojene
doniisiim yiizdesi viicut agirligt ile dogru orantilidir, ¢ilinkii yaglarin androjenleri
Ostrojene aromatize etme Ozellikleri vardir. Ayrica diger dokularda da az miktarda da

olsa aromatizasyon mevcuttur (48).
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Menopozda Ostrojen eksikligine bagli ortaya cikan degisiklikler akut doénemde
vazomotor semptomlar, atrofik degisiklikler, kognitif degisiklikler, psikofizyolojik
etkiler; kronik siirecte kardiyovaskiiler sistem ve kemik dokusunda olusan
degisiklikler olarak siralanabilir. Pubertal gelisimi saglamak, Ostrojen eksikligi
semptomlarini tedavi etmek ve bunun uzun dénemde birakabilecegi sekelleri en aza

indirmek amaci ile hormon tedavisi uygulanmaktadir.

Primer amenore ile seyreden POY’da diisiik doz ile baslayip giderek artan Ostrojen
tedavisi; es zamanli olarak sekonder seks karakterlerinin gelisiminin izlenmesi ve
daha ge¢ bir donemde, endometriumun korunmasi amaci ile siklik progestajen

verilmesidir.

Sekonder amenoresi olan ve pubertal gelisimini tamamlamis olan hastalara standart
hormon tedavisi uygulanarak; vazomotor semptomlarin kontrol altinda tutulmasi,
kardiyovaskiiler risk ve osteoporoza iliskin sorunlarin en aza indirilmesi ve bunlarin

yaninda normal cinsel fonksiyonun siirdiiriilmesi amaglanmaktadir.

2.3. Genetik Nedenler

POY'lu vakalarin % 74-90’inda altta yatan mekanizma bilinmemektedir (49).
Bununla beraber ailesel POY vakalar1 incelendiginde patogenezinde genetik
mekanizmanin oldugu diistintilmektedir (50). POY’un genetik etyolojisinde birgok

gen sorumlu tutulmustur.

Ailesel POY

Ailesel vakalarin tiim POY’lu vakalarin % 4 ile % 30 arasinda degisen bir insidansa
sahip oldugu bildirilmistir (51). Ailesel yatkinligin erken bir zamanda bilinmesi,

gelisecek olan menopozun tahminini saglamakla beraber POY siiphelenilen kadinda

gebelik zamaninin planlanmasinda rehberlik yapmaktadir (52).
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2.3.1. X Kromozomu Defektleri

X kromozomu andploidileri ve X kromozomu yapisal anomalilerinin olusturdugu X
kromozom defektleri POY’a neden olmaktadir. X kromozom andploidileri POY
vakalarmin yaklagik % 13’inii olusturmaktadir (53). Bu anomalilerden en sik
goriilen monozomi X (Turner sendromu (TS))’tir. TS, X kromozomunun komplet
veya komplete yakin yoklugu sonucu primer amenore ile karakterize ovaryan
disgenezis, kisa boy ve karakteristik fenotipik bulgulardan olusmaktadir (54).
Prevelansi canli dogumda 1/2500°dir (54). 45,X karyotipine sahip kadin hastalarda
mayoz boliinmenin profaz sathasinin erken donemlerinde oosit kaybi goriilmekte,
sonug olarak gonadal disgeneziye ve erken ¢ocukluk donemlerinden itibaren artmig
FSH ile karakterize primer amenoreye neden olmaktadir (55). POY’u agiklayan
mekanizma over fonksiyonlari i¢in X’e bagl genlerden iki doz olmasi gerekirken
X’e baglh genlerin tek doz yetmezligidir (56). TS hastalarinin yaklagik % 10’unda
menars goriiliirken, Pasquino ve ark. yaptiklari ¢calismada mozaik TS hastalarinin %
30-40 kadarinin spontan puberteye ulastigini saptamislardir (57,58). TS de spontan
gebelik vakalarin % 1.8 ile % 7.6’sinda goriilmektedir. Bu gebeliklerde % 3-% 40
arasinda canli dogum goriilmektedir. Bu oran oosit donasyonu ile % 45-% 60’a
cikabilmektedir. Gebeliklerin yarisina yakini hipoplastik uterus gibi uterin anomaliler
nedeni ile kaybedilmektedir. Bu hastalarin gebeliklerinde kardiyovaskiiler
komplikasyonlar (preeklempsi, aort diseksiyonu vb.) risk olusturmaktadir. TS
kadinlarda aort diseksiyonu nedenli ani anne Oliimiiniin oraninin yaklasik % 2

oldugu tahmin edilmektedir (59).
Genel populasyonda kadinlarda 1/1000 goriilmekte olan trizomi X’in POY ile
birlikteligi bildirilmistir (60). ilk kez 1959 yilinda POY’lu trizomi X sendromu

tanimlanmustir (61).

Yapisal anomaliler arasinda en yaygin olan degisiklik Xq izokromozomdur. Bu

hastalar TS stigmalarina sahiptir ve ¢izgi gonad goriiliir.
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Dengeli otozomal translokasyonlara karsin, 6zellikle X kromozomu uzun kolunu
iceren X-otozomal translokasyonlar POY’a daha sik neden olmaktadir. X
kromozomu uzun kolunda Xql13.2 ve Xq27 bdlgeleri arasindaki bolgeler ovaryan
fonksiyon agisindan kritik bolge olarak kabul edilmistir. POY ile iliskili en sik
goriilen kirik noktalarini igeren iki bolge tanimlanmistir. Bu bolgeler POF1 (Xq26-
gter) ve POF2 (Xql13.3-g21.1)’dir. X kromozomunun kisa kolunda yer alan yeniden
diizenlenmelerin de POY’a neden oldugu gosterilmistir. Ozellikle Xp11.1 ve Xp21
arasindaki bolgenin POY igin kritik bolge oldugu ifade edilmistir (59).

2.3.2. X Kromozomu Uzerinde Bulunan POY Genleri

2.3.2.1. FMRI1 Geni

FMRI (Fragile X mental retardation 1) geni Xq27.3’te lokalizedir. 5° UTR
(untranslated region) bolgesinde lokalize {iglii niikleotid tekrarinin (CGG) artmasi
hastaliga neden olmaktadir. Tekrar sayisina gore 3 tip alel tanimlanmistir: normal (6-
54), premutasyon (55-200) ve full mutasyon (>200) alelleri (62). Full mutasyon en
stk goriilen kalitimsal mental retardasyon formu olan Frajil X mental retardasyon
sendromuna (FXS) neden olmaktadir. Trinlikleotid tekrar sayisindaki artis
hipermetilasyona neden olmakta ve Frajil X mental retardasyon proteini (FMRP)
uretilememektedir. FXS insidansi erkelerde 1:4000, kadinlarda ise 1:4000-8000°dir
(63).

Premutasyon FXS’dan farkli olarak iki klinige neden olur. Bunlardan biri Frajil X
iligkili tremor ataksi sendromudur (FXTAS). Primer olarak erkekleri etkileyen

norolojik bir bozukluktur. Digeri ise POY dur.

FMR]I premutasyonlu kadinlarda POY goriilme siklig1 % 13-26 olarak bildirilmistir.
Aile Oykiisii olmayan sporadik POY’lu kadinlarda goriilme sikligi % 0.8-7.5°tir.
Ailevi primer over yetersizligi olan kadinlarda % 13’e¢ ulagmaktadir (63).
Premutasyonda, CGG tekrar sayist ile POY riski arasinda iligki vardir. Hasta ve

tastyicilara genetik danigmanlik verilmesi gereklidir. Danigmanlikta; infertilite, erken
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menopoz, premutasyonun kalitim riski ve etkileri, ailedeki diger bireylerin de

etkilenmis olma olasilig1 anlatilmalidir.

POY olan tiim kadinlara FMRI premutasyonu i¢in  genetik tarama
onerilmelidir. ACOG (American College of Obstetricians and Gynecologists) ve
ASRM ( American Society for Reproductive Medicine) agiklanamayan POY

olgularina FMRI premutasyonu taramasi yapilmasini 6nermektedir (64,65).

FMRI geni oositlerde de eksprese olmaktadir. FMRI premutasyonunun POY’a
neden olma mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen bunun ovaryan

folikiilleri tizerinde toksik islev kazaniminin neden olabilecegi iizerinde durulmustur

(62).

2.3.2.2. FMR?2 Geni

Bazi hastalarda FXS gibi sitogenetik degisiklik olmasina ragmen FMRI mutasyonu
saptanmamistir. Sutherland ve Baker bu hastalarda ikinci bir frajil bolgeyi
belirlemisler ve bu bolgeyi FRAXE olarak sembolize etmislerdir (66). FRAXE,
FRAXA bdélgesine yaklasik olarak 150-600 kb uzakliginda Xq28 bolgesinde lokalize
folat duyarli bir bolgedir. Yapilan bir kohort ¢alismada 209 POY’lu kadindan
32’sinde (% 15) FMR?2 bolgesinde delesyon saptanmustir (67).

2.3.2.3. POF1B Geni

Xqg21.2’de lokalize olan bu gen daha 6nceden X kromozomu iizerindeki kritik
bolgede haritalanmistir. Lacombe ve ark. yaptiklar1 ¢alismada Liibnanli bir ailenin
yaglar1 29 ile 41 arasinda degisen bes POY’lu bireyinden en az ikisinde osteoporoz
ve dis problemleri belirtilmistir. Bu kardes bireylerin POFIB geninde R329Q
degisikligini saptamuglardir (68). X kromozomu iizerinde bulunan POY ile
iliskilendirilmis ve aday genler Tablo 2.1 ve Tablo 2.2’de gdsterilmektedir.

15


http://www.reproductivefacts.org/

Tablo 2.1. X kromozomu iizerinde bulunan POY ile iliskilendirilmis genler (59).

Mliskili Gen |Lokus
FMRI Xq27.3
FMR2 Xq28

BMPI5 Xpll.2
POFIB Xq21.2

Tablo 2.2. X kromozomu iizerinde bulunan POY aday genleri (59).

Aday Gen |Lokus Aday Gen Lokus
CHM Xq21.2 AGTR2 Xq22-23
DIAPH? Xq21.33 BHLHBY Xq23
DACH? Xq21.3 /FX Xp21.3
XPNPEP?2 Xq25 SHOX Xp22.33
NXF5 Xq22 UTP14A4 Xq26.1
XIST Xql3.2 PCDH19 Xq22.1
CENPI Xq22.1 VCX Xp22
PGRMCI Xq22-q24 STS Xp22.32
AR Xq12 BCORL]I Xq25-Xq26.1
FOXO4 Xql3.1 TSPAN7 Xpll.4
AIFM1 Xq26.1

2.3.3. Otozomal Kromozomlarda Bulunan POY Genleri

2.3.3.1. NOBOX Geni

NOBOX geni 7q35°te lokalizedir. Yapilan fare caligmalarinda Nobox gen ekspresyon

kaybinda oosit kaybinin hizlandig1 gosterilmistir. Qin ve ark.’in yaptig1 ¢alismada

beyaz irk kokenli 96 POY hastasinda yapilan mutasyon analizinde bir kadinda
NOBOX geninde R355H degisikligi saptanmistir (69). Yapilan baska bir ¢alismada

178 POY tanili kadinin % 6.2’sinde mutasyon saptanmustir (70).
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2.3.3.2. FIGLa Geni

FIGLa (Factor In the Germline alpha) geni 2p13.3’te lokalizedir. Oosit spesifik
transkripsiyon faktoriinii kodlayan bu gen folikiilogenezde ve zona pellusida
formasyonunun olusumunda rol almaktadir. Zhao ve ark.’1n yaptig1 ¢aligmada POY
tanili Cinli 100 kadinda yapilan mutasyon analizinde iki kadinda F/GLa geninde 22
ve 3 baz ¢iftlik (bg¢) delesyon saptanmustir (71).

2.3.3.3. NR5A1 (SF1) Geni

NR5A1 (Nuclear receptor subfamily 5, group A, member 1) geni 9q33°te lokalizedir.
Lourenco ve ark.’in yaptigi calismada izole 25 POY hastasindan ikisinde mutasyon
saptamiglardir. Hastalarda, p.L231 L233del, p.GI123A ve p.P129L degisiklikleri
saptanmustir (72).

2.3.3.4. STAG3 Geni

STAG3 geni 7q22.1°’de lokalizedir. Filistinli bir ailenin 6 kizinin 4’{inde primer
amenore saptanmustir. 4 kiz kardeste kiiciik gelismemis gogiis, ¢izgi gonad ve
amenore saptanmistir. Yapilan incelemede boylarinin ve uteruslarinin normal oldugu
saptanmistir. Aile Oykiisiinde teyzelerinin primer amenore oldugu Ogrenilmistir.
Yapilan molekiiler incelemelerinde hastalarin STAG3 geninde 1 bg¢’lik delesyona

sahip olduklar1 gosterilmistir (73,74).

2.3.3.5. HFM1 Geni

HFM]I geni 1p22.2°de lokalizedir. Wang ve ark. yaptiklari ¢aligmada aralarinda POY
tanili Cinli 25 ve 27 yasinda iki kiz kardeste ve 29 yasinda POY tanisi1 almis bir
kadinda inceleme yapmis, hastalarda normal uterus ve normalden biraz kiiciik over
tespit etmiglerdir. Yapilan molekiiler incelemede hastalarda HFMI geninde

compound heterozigot mutasyon saptanmustir (75).
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2.3.3.6. FSH Reseptor (FSHR) Geni

FSH folikiilogenez boyunca ovaryan folikiillerin korunmasi ve gelisimi agisindan
cok onemli role sahiptir. F'SHR geni 2p21-pl6°da lokalizedir. Aittomaki ve ark. 6
Finlandiyali ailede F'SHR geninde missense mutasyon rapor etmislerdir (76). FSHR
geninin C566T mutasyonu sonucu hastalarda hipergonadotropik ovaryan disgenezi
gozlenmistir. Yapilan calismalar gostermistir ki FSHR genindeki mutasyonlar FSH
ile stimiilasyonundan sonra dramatik sekilde baglanma kapasitesini ve c-AMP
iretimini azaltmaktadir. Yapilan ¢caligmalarda yeni mutasyonlar da bildirilmistir (77-

79).

Ingiltere’de yapilan calismalarda FSHR gen mutasyonlarr ile POY arasindaki
iliskinin nadir oldugu gosterilmistir (80-83). POY’lu hastalarda yapilan FSHR gen
calismalarinda ovaryan fonksiyon agisindan herhangi bir patofizyolojik Onemi

olmayan polimorfizm varlig1 gosterilmistir (81,84,85).

2.3.3.7. LH Reseptor (LHR) Geni

LH reseptorii geni 2p21°de lokalizedir. Latronico ve ark. klinik olarak amenoresi ve
LH’a kars1 rezistans1 bulunan bir hastada LH geninde 1660. pozisyonda timidinin
sitozine doniisiimii ile sonuglanan homozigot degisim saptamiglardir. Ayni zamanda

etkilenen kadinin kardesinde Leydig hiicre hipoplazisi saptanmistir (86).

2.3.3.8. FSH Beta (FSHp) Geni

Normal gonadotropin (FSH ve LH) salimmi ve saglam hipotalamo-hipofizer—
ovaryan aks, ovarian fonksiyonlar i¢in hayati Onem arz etmektedir. Ciddi
gonadotropin reseptor/post reseptdr defektleri erken folikiil atrezisi veya
hiposensitivitesine bu da POY’a neden olmaktadir (87). FSHf geni 11pl3’te
lokalizedir. Matthews ve ark. primer amenoreli bir vakada FSHf geninde mutasyon
saptamiglardir (88). Yapilan bagka bir calismada POY tanili 18 kadinda FSHf

geninde herhangi bir mutasyon saptanmamistir (80).
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2.3.3.9. LH Beta (LHf}) Geni

LHp geni 19q13.32°de lokalizedir. Takahashi ve ark. POY’lu kadinlarda kontrol
grubuna gore LHf genindeki mutasyon prevelansinin artmis oldugunu rapor etmistir
(89). Daha sonra yaptiklari baska bir c¢alismada ovulatuar problemleri olan

kadinlarda LHJ geninde bes sessiz polimorfizm rapor edilmistir (90).

2.3.3.10. Inhibin Alfa (INHa) Geni

Inhibin glikoprotein yapida gonadal bir hormon olup hipofizden FSH sentezini ve
sekresyonunu inhibe eder. Bu nedenle inhibin geninin POY etyolojisinde etkin bir
gen oldugu diistiniilmektedir. Erken folikiiler fazda artmis FSH diizeyi ve diisiik
inhibin B diizeyi reprodiiktif yaslanma (91) ve over rezervinde azalma ile
iliskilendirilmistir (92). POY’da diisiik serum inhibin diizeyinin varligi inhibinin
POY patofizolojisindeki roliinii daha da desteklemektedir (93). INHa 2q35°te
lokalizedir ve inhibin A-inhibin B kompleksinin alfa subunitini kodlamaktadir. INHa
genindeki G769A degisikligi POY ile iliskilendirilmistir (94-96). Prevelansi ise % 0-
11 arasinda farklilik gostermektedir (96,97).

2.3.3.11. POLG Geni

POLG geni insan mitokondriyal DNA polimeraz y enzimini kodlamaktadir. Bu
gendeki mutasyonlar progresif external oftalmoplejiye neden olmaktadir. POY bu
sendromun bir kompenenti olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Luoma ve ark. erken
menopozlu ve progresif eksternal oftalmoplejisi olan bir hasta rapor etmislerdir. Yedi
ailenin bireylerinin mitokondriyal DNA sekansi yapilmis ve mutasyon bildirilmistir.
Sorumlu gen 15q25°te lokalizedir. Yapilan c¢aligmalar POLG mutasyonlarinin

Parkinsonizm ile iligkili olabilecegini de gostermektedir (98).
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2.3.3.12. EIF2B Geni

Fogli ve ark. ovaryan yetmezlik ve beyaz cevher anormallikleri bulunan 8 aileden
karyotip olarak normal 7 hastada yaptiklar1 bir c¢alismada EIF2B (eukaryotic
initiation factor 2b) geninin 5 subunitine (a-¢) yonelik degisiklikleri arastirmig ve
EIF2Bnin bes geninden {iglinde (EIF2B2-14q24.3, EIF2B4-2p23.3, EIF2B5-3q27)
mutasyon saptamislardir (99). Bununla birlikte, yapilan baska bir ¢alismada herhangi
bir norolojik semptomu olmayan veya l6kodistrofi tanisi almayan POY tanili 93
kiside bu mutasyonlardan hicbiri saptanmamistir. Yazarlar E/F2B mutasyonlarinin

piir spontan POY’un yaygin olmayan bir nedeni oldugu sonucuna varmiglardir (100).

2.3.3.13. NOG (NOGGIN) Geni

NOG geni 17q22°de lokalizedir ve noggin proteinini kodlamaktadir. NOG geninin
mutasyonlari, proksimal eklem ankilozu, tarsal ve karpal kemik flizyonu, brakidaktili
ve iletim tipi isitme kaybt ile giden proksimal simfalangizme
(Proximal symphalangism, SYM1) neden olmaktadir (101). NOG geni overde
eksprese olup BMP antagonisti olarak c¢alismaktadir ve ovaryan fonksiyonlar
acisindan 6nemli rol oynamaktadir (102). Kosaki ve ark. NOG mutasyonu saptanmis
POY ve SYMI'li bir vaka sunmuslardir. NOG geninin BMP antagonisti olarak
calismast NOG mutasyonunun POY riskini artirabilecegini desteklemektedir (103).

2.3.3.14. GDF9 Geni

GDF9 geni 5q31.1°de lokalizedir ve TGF-§ ailesine bagh bir protein kodlamaktadir.
GDF9 oositte eksprese olmaktadir. BMP15 ile heterodimer olusturabilen GDF9’un
folikiilogenezde ana rol oynayan faktorlerden oldugu diisiiniilmektedir. POY tanili
Hintli, Cinli ve beyaz irk kokenli kadinlarda yapilan c¢alismalarda GDF9 geninin
mutasyonlart saptanmistir (104,105).
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2.3.3.15. TGFBR3 Geni

TGFBR3 (Transforming Growth Factor, Beta Receptor III) geni 1p33-p32°de
lokalizedir ve TGFp tip III reseptoriinii kodlamaktadir. Mutasyonlar1 inhibin aracili
FSH regiilasyonunun kaybina neden olmaktadir. POY tanili Hintli kadinlarda yapilan
bir ¢alismada TGFBR3 geninin POY ile iliskisi gosterilmistir (106).

2.3.3.16. NANOS3 Geni

NANOS3 (Nanos homolog 3 (Drosophila)) geni 19p13.13’te lokalizedir ve RNA-
baglayan ¢inko parmak proteinini kodlamaktadir. POY tanili 80 Cinli ve 88 beyaz irk
kokenli kadinda yapilan bir c¢alismada bu gene ait mutasyonlarin varhig

gosterilmistir (107).

2.3.3.17. FOXOI ve FOXO03 Genleri

FOXOI (Forkhead box O1) 13ql4’te ve FOXO3 6q21°de lokalizedir. Bu genler

Forkhead gen ailesinin tiyesidir. 90 kisilik bir ¢alismada bir hastada FOXOI ve iki
hastada FOXO3 mutasyonu saptanmistir (108).

2.3.3.18. ESRI Geni

ESRI (estrogen receptor 1) geni 6q25.1°de lokalizedir. Yapilan ¢alismalarda Cinli,
Koreli ve Alman kokenli POY tanili kadinlarda bu genin POY ile iliskili oldugu
gosterilmistir.  Sirpli kadinlarda yapilan calismada ise iliski saptanamamistir
(109,110).

2.3.3.19. CDKNI1B Geni

CDKNIB (Cyclin-Dependent Kinase inhibitor 1B (P27, Kip1)) geni 12p13.1-p12°de

lokalizedir. CDKNIB geni ile ilgili POY tanili Tunuslu 87 hastada yapilan bir

calismada mutasyon varlig1 gésterilmistir (111).
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2.3.3.20. CITED? Geni

CITED?2 (Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich carboxy- terminal
domain, 2) geni 6q23.3’te lokalizedir. CITED?2 geni ile ilgili POY tanili Tunuslu ve
Avusturyali hastalarda yapilan bir ¢alismada c.604 C>A (p.P202T) degisikligi
saptanmustir (112).

2.3.3.21. DMC1 ve MSH5 Genleri

DMC1 (DNA Meiotic Recombinase 1) geni 22q13.1°de, MSHS5 (MutS Homolog 5)
geni 6p21.3’te lokalizedir. POY tanili 41 kadinda yapilan bir ¢aligmada Afrika
kokenli bir kadinda DMCI geninde homozigot M200V ve beyaz itk kokenli iki
kadinda ise MSHS5 geninde heterozigot P29S degisikligi saptanmustir (113).
Otozomal kromozomlar iizerinde bulunan POY ile iliskilendirilmis ve aday genler

Tablo 2.3 ve Tablo 2.4’te gosterilmektedir.
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Tablo 2.3. Otozomal kromozomlar {izerinde bulunan POY ile iliskilendirilmis genler

(59).

Mliskili Gen |[Lokus |iliskili Gen [Iliskili Gen
FSHR 2p21-pl6  |PMMI 22q13.2
LHR 2p21 INHA 2q35
FSHP 11p13 GDF9 5q31.1
LHp 19q13.32  |TGFBR3 1p33-p32
GNAS 20q13.3  |[NOBOX 7935
FOXL2 3q23 INANOS3 19p13.13
GALT Opl3 FIGLo 2pl13.3
AIRE 21q22.3 FOXO1 13q14.1
StAR 8pll.2 FOXO3 6q21
CYPI7A41 10g24.3 ESRI 6q25.1
CYP1941 15q21.1 CDKNIB 12p13.1-p12
EIF2B2 14g24.3 CITED? 6q23.3
EIF2B4 2p23.3 INR5A1 9q33
EIF2B5 3927 DMCI 22q13.1
NOG 17922 MSHS 6p21.3
POLG 15925 STAG3 7q22.1
HFM]I 1p22.2

Tablo 2.4. Otozomal kromozomlar iizerinde bulunan POY aday genleri (59).

Aday Gen |Lokus Aday Gen |Lokus
PTHBI1 Tpl4 STAMBPL1 10g23.31
BCKDHB 6q14.1 HSD3B2 1p13.1
ACSL6 5q31.1 HAO2 1p13.3-pl13.1
HK3 5g35.2 CYP2EI 10g26.3
BRSK1 19q13.4 NRXN1 2pl6.3
ADAMTSI9 59233 PARK? 6925-q27
LAMCI 1931 CARDII 7p22
PCMT]I 6425.1 DHFR 5q11.2-q13.2
DNAHS 5p15.2 NR2F1 5q14

NAIP 5ql3.2 MEF2C 5ql4.3
DUSP22 6p25.3 CCNH 5ql13.3-ql4
NUPRI 16pl1.2 SSBP2 5q14.1

AKTI 14q32.32 CSPG2 5ql4.3
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Tablo 2.4 (devam)

Aday Gen |Lokus Aday Gen |Lokus
SYCE] 10g26.3 EIF4ENIF'] 22ql11.2
CPEBI 15925.2 DLX5 7922

CCBEI 18g21.32 DLX6 7q22

PMAIPI 18q21.32 DSS1 7q921.3
CTNNA3 10g22.2 WT1 11pl3
ANKRD?2?2 10g23.31 WNT4 1p36.23-p35.1
PTEN 10g23.3

2.4. Metabolik Anormallikler ve POY

GALT (galaktoz 1-fosfat {iridil transferaz) metabolizmasindaki bozukluk ender bir
otozomal resesif hastalik olan galaktozemiye yol agmaktadir. Avrupa’da ve Kuzey
Amerika’da insidans1 yaklagik 1/30.000-1/50.000’dir (114). GALT geni 9pl3’te
lokalizedir. Yapilan ¢aligmalarda GALT geni ile ilgili 220’den fazla mutasyon
bildirilmistir (115). Bununla birlikte vakalarin % 70’ten fazlasinda Q188R ve K285N
mutasyonlart bu hastaliga yol agmaktadir (116). Galaktozemili hastalarn % 60-
70’inde POY bildirilmistir (117,118). Galaktoz ve metabolitlerinin oositler {izerinde
yaptig1 harabiyet sonucu POY’a neden oldugu bilinmektedir (119). Galaktozeminin
POY etyolojisi lizerindeki diger bir etkisi ise gonadotropinlerin glikolizasyonundaki
rolii ile gonadotropinlerin etkisini azaltmasi olarak bildirilmistir. Galaktozemili
hastalarda FSH ve izoformlarinin nétral bir izoelektrik degere sahip olduklar1 ve FSH
reseptOrlerine afiniteleri yeterli diizeyde olsa da adenilat siklaz aktivasyonlarinin

yetersiz kaldig1 ¢alismalarda gosterilmistir (120).

Folikiilogenez boyunca kolesterolden ovaryan hormon sentezi olmaktadir. Bu siirecte
rol oynayan enzimlerin ¢ogunlugu sitokrom P-450 gen ailesi iyesidir (121).
Steroidlerin androjene ¢evrimi teka hiicrelerinde olmakta ve bu igslem i¢in kolesterol
mitokondri dis membranindan i¢ membranina ge¢mek zorundadir. StAR
(Steroidogenik akut regiilator protein) mitokondriyal fosfoprotein olup bu gecisten

sorumludur (122). StAR geni 8pll.2’de lokalizedir. StAR geni mutasyonlari
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konjenital lipoid adrenal hiperplaziye neden olmakla beraber POY a yol agmaktadir.
Kolesterol birikimi nedeni ile ovaryan hiicrelerin tahribi sonucu olustugu

distiniilmektedir.

CYP1741 (Cytochrome P450, family 17, subfamily A, polypeptide 1) geni
10g24.3°te lokalizedir ve progestinlerin (pregnanolon ve progesteron) androjenlere
(dehidroepiandrosteron ve androstenedion) donilisiimiinii saglar. CYP17A1’deki
eksiklik adrenal ve ovaryan steroid sentezine etki eder. Bu durum hipergonadotropik
hipodstrojenizm ile karakterizedir ve antral fazin erken donemlerinde folikiil

gelisiminin durmast ile olusan primer amenoreye neden olur.

CYP19A41 (Cytochrome P450, family 19, subfamily A, polypeptide 1) geni
15g21.1°de lokalizedir ve aromataz enzimini kodlamaktadir. Bu enzim androjenlerin
Ostrojenlere  doniisimiinde rol oynar (10). CYP19A1 eksikliginde folikiil
maturasyonu durmakta ve ardindan ovaryan disgenezi olugmaktadir. Conte ve ark.
non-adrenal form psddohermafroid klinigi olan yenidogan bir hastada aromataz
eksikligi rapor etmislerdir. 17 aylikken yapilan laparotomide normal internal
genitalya; histolojik incelemede multikistik over tespit edilmistir. FSH ¢ok yiiksek
saptanmakla beraber dstrojen saptanamamistir. Ekzon 10°da iki missense mutasyon
rapor edilmistir. Bu mutasyonlar 435. pozisyonda arjininin sisteinle (R435C), 437.

pozisyonda sisteinin tirozinle (C437Y) yerdegistirmesine neden olmustur (123).

3P hidroksiteroid dehidrogenaz (34-HSD) ve 17 hidroksiteroid dehidrogenaz (17p-
HSD) P-450 gen ailesi liyesi olmamasina ragmen ovaryan steroid sentezinde énemli
yer tutmaktadir. 3-HSD, AS steroidlerin (pregnenolon) A4 steroidlere (progesteron)
doniistimiinii saglamaktadir. Eksikliginde etkilenen kiz hastalar normal seksiiel
gelisimle beraber kronik anovulasyon ve primer amenore klinigine sahiptirler. 17p-

HSD ise androstenediolun testosterona ¢evriminde rol almaktadir (10).
Diger bir gen ise PMM|1 genidir. Bu gen 22q13.2’de lokalize, fosfo manno mutaz 1’1

kodlamaktadir. Bu enzimdeki defekt mannoz 6 fosfatin birikmesine ve mannoz 1

fosfata gevrilememesine neden olmaktadir (7). POY’un yaninda ataksi, hiperrefleks,
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hipotoni, eklem kontraktiirleri ve epilepsi gibi norolojik anormallikler de

goriilmektedir (124).

2.5. Otoimmiinite

POY’un baz1 vakalari immiin sistem bozukluklar1 sonucu olusan folikiil harabiyeti
ile meydana gelmektedir. POY ile birliktelik gosteren ¢ok sayida otoimmiin hastalik
vardir. En sik hipotiroidi eslik etmekle beraber diger sik otoimmiin durumlar
addison, insiilin bagimli diabet, miyastenia gravistir. Normal karyotipe sahip 119
POY’lu hastada yapilan bir calismada % 27 oraninda hipotiroidizm, % 2.5 oraninda
Addison hastaligi ve % 2.5 oraninda ise Diabetes Mellitus tespit edilmistir (125).
POY vakalarinin % 2-10’unun adrenal otoimmiinite bozukluklar1 ile iliskili oldugu
bildirilmistir. Bakalov ve ark. 123 POY’lu kadinda yaptiklari ¢alismada dordiinde (%
3.2) indirek immiinofloresan yontemi ile adrenal antikorlari gostermislerdir (126).
Yazarlar spontan POY ’lu hastalarda otoimmiin adrenal yetmezligi saptamaya yonelik
olarak adrenal antikorlarin bakilmasinmi tavsiye etmektedirler. POY ayni zamanda
otoimmiin  poliendokrinopati  kandidiazis ektodermal distrofi (APECED)
sendromunun bir kompenenti olarakda karsimiza g¢ikabilmektedir. POY APECED
sendromu tip 1’de daha sik olarak goriilmektedir (127). Sorumlu gen A/RE genidir ve
21g22.3’te lokalizedir. APECED hastalar1 ile yapilan bir calismada hastalarin %
60’inda hipogonadizm saptanmistir (128). POY’un otoimmiin nedenleri arasinda
over antijenlerine kars1 olusan otoantikorlar ve lenfositik ooforit de bulunmaktadir

(129).

2.6. POY’un Diger Nedenleri

Psddohipoparatiroidizm Tip 1-A (PHPTI1A), Albright Herediter Osteodistrofisi
olarak da adlandirilmaktadir. Bu sendrom GNAS! genindeki mutasyonlar nedeni ile
olugmaktadir. GNASI geni 20q13.3’te lokalizedir ve kalittminda parental imprinting
rol oynamaktadir. Parathormon salgilandiktan sonra hedef organda etkinliginin

baslayabilmesi i¢in parathormon reseptorii adenil siklazin Gs proteini ile birlesmesi
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ve boylece siklik AMP olusmasi1 gereklidir. PHPT1A’da Gs aktivitesinde azalma

olmaktadir.

Bloom sendromu, Werner sendromu, Rothmund-Thomson sendromu, Fanconi
anemisi, Nijmegen sendromu, Martsolf sendromu, Cockayne sendromu, Demirhan

sendromu ve Perrault sendromu POY’un eslik ettigi diger sendromlardir (59,130).

Kemoterapi ve radyoterapinin POY a yol agtig1 bilinmektedir (131,132). Kemoterapi
ve radyoterapinin etkisi yasa ve doza bagl olarak farkli sonuglar gostermektedir.
Prepubertal overlerin gonadotoksik ajanlarin etkisine daha direngli olduklari
bildirilmistir (133). 600 cGy ve istii dozlarin 40 yas ve lizerindeki kadinlarda degisik
sonuglar gostermekle beraber POY’a neden olabilecegi bildirilmistir (134). Pelvik
radyoterapi Oncesinde cerrahi olarak overlerin radyoterapi sahasi disina tasinmasinin

over fonksiyonlari korumada yardimci oldugu da bildirilmektedir (135).

Kabakulak ooforiti (136), sigara (137), epilepsi (138), agir metaller, ¢oziiciiler, zirai
ilaglar (bocek ilaglart), plastikler, endiistriyel kimyasallar, cerrahi operasyonlar diger

POY nedenleridir (49,139).

2.7. POY Hastalarina Yaklasim ve Tedavi

latrojenik olmayan POY hastalarinda kemik mineral dansitesinde azalma, over
fonksiyonlarindaki azalma ile birlikte, amenore ortaya ¢ikmadan once baslar. Sonug
olarak, amenore olustugunda kemik mineral dansitesi zaten azalmistir (140).
Hastalarin yaklasik % 50’sinde, tanidan 18 ay sonra kemik mineral dansitesi anlamli
diizeyde azalmistir, ligte ikisinin kemik mineral dansitesi degerleri ise hastalar1 kalca
kirigr agisindan yiiksek risk grubuna sokmaktadir (141). POY olan hastalarda
androjenlerin diizeyinin diisiik olmasindan dolayr bu olgulara androjen verilmesi,

kemik yapisinin giiglenmesini ve siirdiiriilmesini olumlu sekilde etkileyebilir (140).

Androjen eksikliginin, libido azligi, genital ve 6znel uyarilma yetersizligi, orgazm

sorunlar1, motivasyon eksikligi, kendini iyi hissetmeme ve erken yorulmanin énemli
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bir nedeni olduguna inanilmaktadir (142). Hipoaktif cinsel istek bozuklugu olarak
tanimlanan libido azligi, hasta i¢in ¢ok sikint1 verici olabilir. Cinsel uyarilabilirlik
diizeyinin normale dondiiriilmesi ve hipoaktif cinsel istek bozuklugu ile iliskili
stresin azaltilmasinda, ostrojenler ile birlikte testosteron ya da dehidroepiandrosteron
replasmani ile basarili sonuglar elde edilmistir (143). POY’lu kadinlara hormon
replasman tedavisi ideal tedavi seklinde uygulanmaktadir. Bu tedavi uygulanirken
hormon replasman tedavisinin uzun dénemde olusabilecek riskleri dikkate alinarak

hastanin bilgilendirilmesi, izlemi ve tarama testleri ihmal edilmemelidir.

Yapilan c¢aligmalarda POY’lu hastalarin spontan gebe kalma oranlari % 5-10
arasinda saptanmistir (7). Literatiirde klomifen, gonadotropinler ya da gonadotropin
serbestlestirici hormon (GnRH) analoglar1 ve gonadotropin kombinasyonu ile
oviilasyonun indiiksiyonunun, gebelik olusma sansini fazla bir oranda arttirmadigi

gosterilmistir (144-146).

Baz1 calismalar radyasyonun gonadlar iizerindeki etkisinin transpozisyon ile
minimize edilebilecegini gostermistir (147-149). Transpozisyon bolgesinin dikkatli
secilmesi, hem koruyucu etkiyi en fazla diizeye ¢ikarmak hem de radyasyonun
gonadotoksik etkilerini en aza indirmek agisindan Onem tasimaktadir (150).
Hipotalamus-hipofiz-over ekseninin isleyisinin  baskilanmas1  kemoterapinin
gonadotoksik etkilerini azaltmak agisindan Onerilmis olup etkili oldugu

diistiniilmektedir (147).

Donor oosit kullanilarak yapilan in vitro fertilizasyon, fertilitenin saglanmasinda
kullanilabilinecek bir yontemdir. Her embriyo transferinde canli dogum orani % 30-
40 civarinda olmaktadir (7). Fertilitenin tekrar saglanabilmesi i¢in uygulanan diger
bir uygulama ise oosit ya da over dokusunun ototransplantasyon yapilmak iizere
kriyo ile (dondurularak) saklanmasidir (7,151). Kanser hastalarinda bu teknigi
kullanirken en o©nemli endise malign hiicrelerin ya da mikroskopik timor
kalintilarinin yeniden hastaya implante edilebilmesi olasiligidir (152). Olgun ya da
olgunlagmamis oositin kriyo yontemi ile saklanmasi, iimit vaadedici sonuglar1 olan

alternatif bir yontemdir. Yardimci tireme tekniklerinin kanser hastalarinin anlamli bir
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kismina olas1 bir ¢éziim sunuyor olmasi gergegine karsin, kemoterapiye baslamay1
geciktirdigi i¢in hastaligin yayilma riskini de beraberinde getirdigi akilda tutularak

dikkatle uygulanmalidir (147).

POY hastalarinda over rezervinin bilinmesi POY un preklinik evresinde olan ve
ayrica gonadotoksik tedavinin planlanma asamasinda olan hastalarin tedavisi
acgisindan onemlidir. Over rezervi olgiimiinde FSH 6l¢timii, hormon tedavisi, inhibin
A ve B ile AMH; overin, GnRH agonist uyar testi, klomifen sitrat testi, ekzojen
FSH over rezerv testi, insan menopozal gonadotropin uyari testi gibi dis uyaranlara
yanitinin aragtirilmast ve biyofiziksel belirtecler kullanilmaktadir. Biyofiziksel
belirtecler arasinda, over voliimiiniin hesaplanmasi, antrum folikiillerinin sayilmast,
ultrasonografi ile over stromasindaki kan akiminin 6l¢iilmesi ya da over biyopsi
materyalinde over folikiil yogunlugunun arastirilmas: gibi yontemler yer almaktadir
(153,154). Over rezervini dogru olarak gosteren ve over fonksiyonlarinin sonlanacagi
zamani giivenilir bir sekilde 6nceden gdsteren tek bir test yoktur. Her ne kadar klinik,
biyokimyasal ve biyofiziksel belirtegler iimit verici gibi goriinse de bu metodlardan
herhangi birinin rutin klinik kullanimini1 énermeden 6nce, bunlara iligkin daha fazla

calisma yapilmas1 gerekmektedir.

POY hastalarinin multidisipliner bir yaklagimla uzun dénem izlenmesi, tedavi
hedeflerinin, hastanin ilerleyen yasina ve bireysel gereksinimlerine gére modifiye

edilmesi gerekir.

2.8. FOXL?2 Geni

FOXL?2 3qg23’te lokalizedir ve tek ekzona sahiptir. 2.7 kb’lik, 376 aa uzunlugunda
winged heliks domain-forkhead transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir. Protein
forkhead DNA baglanma domaini ile 14 rezidiiliik polialanin dizisinden olugsmaktadir
(Sekil 2.5) (155). Insan, fare ve kecide yapilan ekspresyon ¢alismalarinda gelismekte
olan g6z kapag1 mezensiminde, over graniiloza hiicrelerinde ve hipofiz tirotrop ve
gonadotrop hiicrelerinde varligr gosterilmistir. FOXL2 proteini transkripsiyon

faktorli olmasi 6zelligi ile de uyumlu olarak ¢ekirdekte lokalizedir. Mutasyonlarinin
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proteinin yanlis lokalizasyonuna, agregasyonuna ve transaktivasyonda bozulmaya
neden oldugu bildirilmistir (156,157). FOXL2 geninin mutasyonlart blefarofimozis
pitozis epikantus inversus sendromuna (BPES) yol agmaktadir (158). BPES nadir
goriilen goz kapak anomalileri ile seyreden otozomal dominant bir hastaliktir. Iki
formu vardir. Tip 1 POY ile iliskili iken, Tip 2’nin POY ile ilgisi yoktur. BPES’li
hastalarin yaklasik % 90’inda FOXL2 geninin mutasyonlari saptanmaktadir. Bu

mutasyonlarin % 70’1 intragenik mutasyonlardir (155).

Forkhead domain Polialanin bolgesi
Nukleotit pozisyonu 1 160 \{ 492 661V 702 1131
Amino asit pozisyonu 1 54 164 221 234 376

Sekil 2.5. FOXL2 geninin yapis1. Beysen ve ark. 2005°ten degistirilerek alinmistir
(159).

2.8.1. FOXL?2 ve Cinsiyet Gelisimi

Erkek cinsiyet gelisiminde ilk olay Y kromozomu iizerinde lokalize SRY geninin
eksprese olmasidir. Bu olay NR541, WT1, GATA4-FOG2 kompleksinin kontrolii
altindadir (160,161). SRY, NR5AI geni ile birlikte SOX9 geninin aktivasyonunu
saglamaktadir. XX bireylerde SOX9 olmadigindan kadin cinsiyeti yoniinde gelisime
neden olmaktadir. § katenin sinyal yolag ile iliskili bircok faktdr over gelisiminde
rol almaktadir. Ozellikle yolagmin iki pozitif efektdrii WNT4 ve RSPOI fonksiyonel
over gelisimi i¢in gereklidir (Sekil 2.6) (162,163).

Yapilan fare ¢calismalarinda Fox/2 nin erken bir over belirteci oldugu gosterilmistir.
FoxI2”" farelerin doguma kadar normal gelisim gosterdikleri fakat perinatal herhangi
bir cinsiyet doniisimiiniin saptanmadigi gozlenmistir (164,165). Fox/2’nin farelerde

over gelisiminin erken doneminde etkin olmadigi goriiliiyor gibi olsa da diger
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memelilerde yapilan bircok calismada over gelisiminde 6nemli role sahip oldugu

gosterilmigtir.

Polled interseks sendromu kecilerde XX cinsiyet doniisiimiine neden olan bir
sendromdur. FOXL2 ve PISRTI (polled intersex syndrome regulated transcript 1)
transkriptlerinin  ekspresyonu etkilenmektedir. Yapilan calismalarda PISRTI
disregiilasyonunun gozlenen fenotipi agiklamadigi gosterilmistir (166). Kegilerde
fetal gelisim siiresince FOXL2 inaktivasyonu en mantikli hipotez olarak
goriilmektedir. Bu giine kadar ne insanda ne de farede FOXL2 mutasyonlarinin
asikar olarak cinsiyet doniisiimiine neden oldugunun gosterilememesi, bu durumun

tiire spesifik farkliliklardan kaynaklandigini diistindiirmektedir (41).

Son caligmalar farelerde cinsiyet kimliginin yetiskin donem boyunca devam ettigini
gostermistir. Yetiskin XY farelerin sertoli hiicrelerinde transkripsiyon faktorii olan
DmrtI’in delesyonunun Fox/2 ekspresyonuna neden oldugu ve sertoli hiicrelerinin
graniiloza benzeri hiicrelere dontistiigii gosterilmistir (167). Karsilikli olarak FOXL2
de kadinda GH’lerin korunmasinda rol oynamaktadir. Fox/2 delesyonu farelerin
GH’lerinde sertoli hiicre belirteclerinin artisina ve overde seminifer tiibiilii hatirlatan
yapilarin olusmasina neden olmaktadir (168). Aymi fenotip farede Ostrojen
reseptorlerinin (Esr! ve Esr2) delesyonunda ya da Ostrojen iiretim bozuklugunda
goriilmektedir. Bu durum GH kimliginin devam siirecinde FOXL2 ve Ostrojen
reseptorleri arasindaki fonksiyonel birlikteligin varligini diisiindiirmektedir. FOXL2
direk olarak Ostrojen reseptorleri ile etkilesmekte, Esrl ile birlikte Sox9un

baskilanmasini saglamaktadir (168).
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Sekil 2.6. Gonad gelisimi. Uhlenhaut ve ark. 2009’dan degistirilerek alinmistir (168).

FOXL? birgok tiiriin GH’lerinde dstrojen liretiminin son basamagindan sorumlu olan
aromatazi kodlayan Cypl9AT1’in pozitif regiilatorii olarak fonksiyon goérmektedir
(168). Bu durum FOXL2’nin direk veya indirek olarak ostrojen tiretimine etki ettigini
gostermektedir. FOXL2, Sox9 represyonunun yaninda FST ekspresyonu icin de
gereklidir. GH’lerde FST delesyonu over rezerv kaybina ve overde sertoli benzeri
hiicrelerin formasyonuna neden olmaktadir. Bu durum FOXL2 delesyonu sonucu
olusan fenotipe olduk¢a benzemektedir. Veriler degerlendirildiginde FST’ nin

FOXL2’nin hedef molekiilleri arasinda oldugunu diisiindiirmektedir (169,170).
2.8.2. FOXL2’nin Folikiilogenezdeki Rolii
Giliniimiize kadar, GH farklilagmasinda transkripsiyonel diizeyde birkag¢ belirteg

tanimlanmis olup FOXL2 bunlardan bir tanesidir. FoxI2” fareler doguma kadar

normaldirler. Bununla beraber dogumdan 2 hafta sonra yapilan over incelemelerinde
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asir1 biliylik oositler ve ¢evreleyen tek tabaka GH’lerinden olusan folikiiller izlenmis,
daha sonraki maturasyon asamalarinda da normal folikiil yapisina rastlanamamaistir.
Ilerleyen haftalarda massif folikiil aktivasyonu gozlenmeye baslamakla beraber
kiiboidal GH’si izlenmemektedir. Bu aktive olan folikiillerin oositleri hizlica
apopitoza gider ve folikiiler reservin kaybini provake eder (164,165). FOXL2’nin
insanda da benzer rol oynamasindan dolayr faredeki bu fenotip insan POY’ unu
hatirlatmaktadir. Aslinda FOXL2’nin intragenik mutasyonlarinin in vitro fonksiyonel
analizleri POY’un (BPES Tip 1) FOXL2nin transkripsiyonel kaybi ile iliskili
oldugunu &ne siirmektedir. Insanda FOXL2 tek doz yetmezliginden dolay:

farelerdeki fenotipin daha hafif formuna neden oldugu gozlemlenmistir.

FOXL2 geni Ostrojen iretimi igin bir¢ok genin regiilasyonunda rol almaktadir.
Memeliler iizerinde yapilan bir¢ok c¢alismada CYPI9A41 geninin ekspresyonunu
aktive ettigi gosterilmistir (168,171,172). Fare iizerinde yapilan bazi1 ¢aligmalarda
FOXL2’nin CYP19A1 {iizerinde represor etkisinin olabilecegi bildirilmis ancak bu
farklt bulgu ile ilgili herhangi bir agiklama yapilamamistir (173,174). FOXL2 ayni
zamanda diger steroidogenez ile alakali enzimlerin regiilasyonunda da rol
almaktadir. Bunlardan ilki intramitokondriyal kolestrol transportunda rol alan StAR
enzimidir. Insan hiicreleri iizerinde yapilan calismalarda FOXL2’nin StAR
tizerindeki represif etkisi gosterilmistir (175). FOXL2’nin ayn1 zamanda teka
hiicrelerinde androjen sentezinden sorumlu CYPI741°1 de represe ettigi
gosterilmistir. FOXL2, SF1 iizerinde supresor olarak rol oynamaktadir. Yaban tip
FOXL2’nin SF1’in CYP17A41’in promoteri ile etkilesimini inhibe ettigini, mutant
FOXL2 durumunda ise bu inhibisyonun ortadan kalktig1 bildirilmistir (176). FOXL2
bununla birlikte ge¢ folikillogenez doneminde de rol oynamaktadir. Ornegin
graniiloza hiicreli tlimdrden derive hiicrelerde FOXL2’nin over ekspresyonu
prostaglandin sentaz iiretiminin indiiklenmesine neden olmaktadir. Ek olarak fare
over transkriptom ¢alismalarinda Serpine2, Has2, Ptger2 ve Ednra gibi ovulasyonda
rol alan genlerin ekspresyonunun regiilasyonunda rol aldigi gosterilmistir (177).
Yapilan caligmalar FOXL2’nin preovulatuar folikiiliin GH’lerinin normal

transkripsiyonel programinin devaminda gerekli bir faktoér oldugunu gostermistir.
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Bununla bearber ge¢ folikiilogenez doneminde FOXL2’nin rolii ile ilgili in vivo

yapilacak ¢alismalara ihtiyag vardir.

GnRH FSH sentezinde kritik regiilator rol oynamaktadir. Yapilan mikroarray
analizinde FOXL2’nin GnRHR’nin regililasyonunda rol aldigr gosterilmistir.
Graniiloza hiicre hattinda FOXL2’nin  ekspresyonundaki artisin  GnRHR
aktivasyonuna yol actigi gosterilmistir (178). FOXL2 overde GH’leri tizerindeki
direkt etkisinin yaninda hipofizdeki ekspresyonu aracilig ile de folikiilogenezde rol
oynar. Gonadotrop hiicrelerde FSH {iretimi i¢cin FOXL2’nin gerekli oldugu
gosterilmistir. FOXL2 SMAD3 ile birlikle FSH iiretiminde rol almaktadir. FOXL2
ve SMAD3 kooperasyonu FSH geninin promoteri iizerinde gozlemlenmistir.
Knockout Fox/2 farelerde FSH iiretiminde bozulmaya neden oldugu gosterilmistir
(179). Bu bilgiler SMAD3’iin FOXL2’nin anahtar partneri oldugunu

diistindiirmektedir.

Graniiloza hiicreli timoér (GHT), overin az rastlanilan, seks kordunun stromal
kaynakli timoriidiir. GHT tiim over kanserlerinin yaklasik % 5’ini olusturur. Juvenil
ve yetiskin olarak iki tipi vardir. Overin yetigkin tip graniiloza hiicreli tiimorlerinin %
97’sinde  FOXL2 c¢.402 C>G (p.C134W) gosterilmistir (180). FOXL2’nin
ekspresyonundaki artisin TNF-R1, FAS ve TRAIL-R gibi proapopitotik genleri aktive
ettigi gosterilmistir (181). FOXL2 ayn1 zamanda proapopitotik bir gen olan DDX20
ile etkilesmektedir. Bu gen FOXL2 ile etkilesimi sonucu hiicre o6limini
potansiyelize etmektedir. DDX20 SF1’e de baglanmaktadir. DDX20 SF1’in
transkripsiyonel aktivitesini represe etmektedir. Bu {i¢ faktoriin, birbirleri ile
etkilesimleri bunlarin overde kompleks bir mekanizmanin komponenetleri oldugunu
diistindiirmektedir (173). FOXL2’in ayn1 zamanda antiproliferatif roliiniin bulundugu
ve bunu hiicre siklus inhibitdrii CDKN2A’y1 aktive ve siklin D2’yi inhibe ederek
yaptigr gosterilmistir (182,183). FOXL2 oksidatif stres cevabinda da, SIRTI ve
SOD? gibi genlerin promoterine baglanarak bu genlerin ekspresyonunu regiile ederek
rol almaktadir (184). Folikiilogenezin ¢esitli asamalarinda FOXL2 tarafindan
gerceklestirilen fonksiyonlar Sekil 2.7°de gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Folikiilogenez boyunca FOXL2’nin rolii. Georges ve ark. 2014’ten
degistirilerek alinmistir (41).

2.8.3. FOXL2 Ekspresyonunun Regiilasyonu

FOXL?2 ekspresyonu GATA4-FOG2 kompleksi ve B katenin yolag: i¢in gereklidir.
Bununla birlikte FOXL2 geninin ekspresyonun diizenlenmesinde birgok faktor rol
oynamaktadir. Oncelikle FOXL2 kendi promoterine baglanarak kendi ekspresyonunu
diizenlemektedir (185). Diger bir faktor retinoblastoma 1 (RB1)’dir. Farede yapilan
calismalarda Rh/ mutant farelerde massif folikiiler atrezi ve erken over rezerv kaybi
gozlenmektedir. Ayrica RBI1 ile iligkili transkripsiyon faktorii olan ELF1, E2F1 ve
E2F6’nin FOXL2’nin proksimal promoterine baglandig1 gosterilmistir. Yapilan son
calismalarda miR17 ve miR133b’nin FOXL2 ekspresyonu iizerindeki etkisi
gosterilmistir (41).

FOXL2’nin posttranslasyonel modifikasyonunda serin 33 basta olmak iizere serin
211 veya tirozin 215, serin 28 ve serin 323 veya 326 fosforillenmektedir. Lizin 96,
114, 366’dan da asetillenmektedir. FOXL2 fosforillenmesi LATS1 kinaz tarafindan
olmaktadir. Farede yapilan ¢alismalarda Lats! mutant farelerde antral folikiillerin
tamamina yakininin kaybi gozlenmistir. FOXL2 ayrica sumolizasyona ugramaktadir
ve SUMO ligaz PIAS1 ve UBC?9 ile direkt etkilesime ge¢ebilmektedir. Bu durumun
FOXL2’nin  stabilizasyonunu  ve  transkripsiyonel  aktivitesini  arttirdig1
gozlemlenmistir (41). FOXL2 ayn1 zamanda BANF1, DNA tamir proteini XRCC6
ve histon deasetilaz SIRT1 ile etkilesime gegerek kromatin regiilasyonunda da rol

oynamaktadir (186).
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2.9. BMP15 Geni (GDF-9B)

Bu gen ayni zamanda GDF-9B olarak da bilinmektedir. BMPI5 Xpll.2’de
lokalizedir (187,188). BMP15 TGF-f ailesine bagl extraseliiler sinyal proteinidir. Iki
ekzonu vardir. 1k ekzon 17, ikinci ekzon 125 aa kodlamaktadir.

i

l Sinyal peptit uzaklastinimas:

BMP 15 ve promatir peotein: 62-66 tDa
GOFS promatdr proterr €6-€8 kDa

1 Dimerizasyon

BV 15 ve GOFS 2n bOige

BMP 15 ve maltdr protedn: 17-20 kDa
proterc 40 kDs (herdirt)

GOFS matdr proteir: 15-22 D3

1 Proteolitik kesim

Mator gimer: 37-42 kDa

Sekil 2.8. BMP15 protein yapisi. Mester ve ark. 2013’ten degistirilerek alinmistir
(189).

BMPI15 diger TGF-f ailesi iiyeleri gibi preproprotein olarak eksprese edilir. Bu
protein sinyal peptidi, 6n bolge (proregion) ve matiir bolgeden (mature region)
olusur. Sinyal peptidin uzaklastirilmasindan sonra proprotein diger bir TGFp
ailesinin bir iiyesi ile dimerize olur. Daha sonra korunmug RXXR bdlgesinden

kesime ugrarlar boylece biyoaktif matiir bolge 6n bolgeden ayrilmis olur (Sekil 2.8)
(190). TGFp ailesi iiyelerinin ¢ogunun karakteristik bir 6zelligi matiir bolgede
korunmus 7 sistein rezidiisiiniin varligidir. 4. sistein kovalent bag ile dimer olusturan
subunitler arasindaki disiilfit baginin olusumunda rol oynamaktadir. BMP15°te bu 4.

sistein serinle yer degistirmistir ve non kovalent baglanmaya neden olmaktadir (190).
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2.9.1. BMPI1S5 ve Sinyal iletimi

BMP15 SMAD iizerinden iki farkli sekilde sinyal iletimine neden olur. Ya tip 1
reseptore-ALK, ya da tip 2 reseptore baglanir. Her iki (ALK6-BMPR-II) baglanma
sonucunda da reseptdr ve SMAD’lar fosforillenmis olur. BMP15 homodimeri BMP
yolagini kullanir, bu yolak SMAD 1/5/8 tizerinden aktivasyon gosterir. Fosforile olan
SMAD 1/5/8 SMAD 4 ile birlikte hedef gen ekspresyonu icin niikleusa gegerler
(Sekil 2.9) (190).

Sekil 2.9. Oosit-kumulus hiicre sinyal yolagi. Marsh ve ark. 2011°den degistirilerek
alinmigtir (191).

BMP15-GDF9 heterodimeri ise SMAD 2/3 iizerinden aktivasyon gosterir. Fosforile
olan SMAD 2/3 SMAD 4 ile etkileserek hedef gen ekspresyonu i¢in niikleusa
gecerler. BMP15’in ana yolagi SMAD iizerinden olmasina ragmen, non-SMAD
yolagi (nuclear factor kB, p38MAPK, SRC kinaz) iizerinden de etkisini

gosterebilmektedir.
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2.9.2. BMPI15 ve Fonksiyonlar:

BMP1I5 oositlerde eksprese edilmektedir. Ilk olarak primer folikiilde eksprese edilen
bu gen graniiloza hiicre proliferasyonunu stimiile etmektedir. Bu etkisini FSH’dan
bagimsiz yapmaktadir (44). Yapilan ¢alismalarda BMP15’in FSH reseptor
ekspresyonunu inhibe ettigi goOsterilmistir (44). BMP15’in bu etkisini FST
antagonize etmektedir (192). BMP15 folikiil gelisimi sirasinda olusabilecek prematiir
luteinizasyonda da goérev almaktadir. BMP6 ve GDF9 ile beraber FSH tarafindan
indiiklenen progesteron iiretimini inhibe etmektedir. Olusabilecek erken bir
luteinizasyon bu sekilde inhibe edilmektedir (192). BMP15 aynmi1 zamanda FSH’nin
indiikledigi StAR, P450 yan zincir kesim enzimi (side chain cleavage enzyme
[P450scc]), 3B-HSD, LH reseptor ve inhibin/aktivin subunitlerinin de inhibisyonuna
neden olmaktadir (190).

BMP15 aynm zamanda GDF9 geni ile es zamanli ekpresyon paternine sahiptir (193).
Insanda GDF9-BMP15 heterodimerinin BMP15 homodimerinden 1000 ile 3000 kat
daha biyoaktif oldugu saptanmistir. BMP15 ve GDF9un literatiirde folikiil yagsam
sliresi lizerine pozitif etkisi oldugu gosterilmistir (194). BMP15 mutasyonlarinin
insan ve koyunda POY’a neden oldugu gosterilmistir (195,196). BMP15 ve GDF9,
KITL ile etkilesmektedir. GDF9 KITL inhibisyonu yaparken, BMP15 folikiil
gelisimi i¢in gerekli olan graniiloza hiicre KITL ekspresyonunu uyarmaktadir.
Uyarilan KITL ise negatif feed back yoluyla BMP15°1 baskilamaktadir. FSH nin
indirekt olarak KITL iizerinden BMP15 ekspresyonunun regiilasyonunda rol

oynadig1 gosterilmistir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Oosit folikiil gelisiminde KITL BMPI15 etkilesimi. Marsh ve ark.
2011°den degistirilerek alinmistir (191).

BMP15 kumulus hiicre apopitozunu engellemektedir. Sigir (Bovine) iizerinde
yapilan caligsmalar gostermektedir ki oosit, kumulus oosit kompleksinden ayrildiktan
sonra kumulus hiicre apopitozu indiiklenmis olur. BMP15 eklenen kumulus hiicreleri
bu apopitozdan korunmuslardir. Bundan dolay1r oositin kompleksten ayrilmasina
kadar ki siirecte BMP15’in bu apopitozu 6nledigi diisiiniillmektedir (197). BMP15
ayn1 zamanda kumulus ekspansiyonunu saglamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda oositin
kompleksten ayrilmasi ile fare kumulus hiicrelerinde Egfr ekspresyonunda azalma
gozlenmistir. Gdf9 ve Bmpl5 ile miidahele edilen kumulus hiicrelerinde Egfr
ekspresyonunda tekrar diizelme olmustur. Yapilan calismalar GDF9 ve BMP15’in

kumulus hiicre ekspansiyonunda anahtar rol oynadigini géstermektedir (198).

BMPI15 yardimci lireme tekniklerinin uygulanmasi sirasinda da bazi etkilere neden
olmaktadir. BMPI5 geninde mutasyon varliginin FSH tedavisine asir1 yanitin
indiikledigi over hiperstimiilasyon sendromu ile iliskili oldugu gosterilmistir (199).
Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu planlanan kadinlarda folikiiler sivida ytiksek
BMPI15 oranmin yiiksek fertilizasyon orani ve embriyo gelisimi ile iligkili oldugu

bildirilmistir (200).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Bu calismada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali ve
Zekai Tahir Burak Kadin Saghigi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Genetik
Boliimiine POY nedeniyle basvuran hastalar incelenmistir. Calisma i¢in Ankara
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul karar1 alinmis (EK 1) ve hastalar

bilgilendirilmis goniillii oluru (EK 2) alindiktan sonra arastirmaya dahil edilmistir.

3.1.1. Cahismaya Dahil Edilme Kriterleri

1) 40 yas altinda olma

2) Serum FSH>40 [U/1t

3) Primer veya sekonder amenore
4) Normal karyotip: 46,XX

5) Negatif FMRI gen mutasyonu

3.1.2. Dislama Kriterleri

1) Overkistektomi veya ooferektomi dykiisii varlig
2) Pelvik kemoterapi Oykiisii

3) Pelvik radyasyona maruziyet 6ykiisii

4) Endokrin veya otoimmiin hastalik oykiisii

5) Ovaryan cerrahi operasyon oykiisii

3.2. Yontem

3.2.1. Periferik Kandan Lenfosit Hiicre Kiiltiiri

Besiyerinin Hazirlamisi: Besiyeri icerigi Tablo 3.1°de gosterilmistir (inaktif hale
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gelmesi i¢in fetal bovine serum 65 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir). Hazirlanan

besiyeri 5 ml’lik alikotlara ayrilmig ve -20 °C’de bekletilmistir.

Tablo 3.1. Besiyeri Icerigi.

Besiyeri Icerigi Hacim (ml)
RPMI-1640-Medium 100
(Cat No:350-000-CL)

FETAL BOVINE SERUM 20
(Cat No: 1418110, Multicell)

Phytohemagglutinin M 2.5
(Cat No.: 1433274, Multicell)

L-Glutamin (200 mM) 1
(Cat No: 1307862)

Antibiyotik soliisyonu: 1
10.000U/ml Penicilline G (iE), 10 pg/ml

Streptomisin Sulfat (IE)

Hipotonik Soliisyonunun Hazirlanmasi: 0.56 g KCI 100 ml dH2O i¢inde

¢Oziilmiistiir. Soliisyon 37 °C’de saklanmistir (Soliisyonlar giinliik hazirlanmistir).

Fiksatif Soliisyonunun Hazirlanmasi: 25 ml asetik asit, 75 ml metanol ile

karistirilmis, soliisyon -20 °C’de saklanmistir (Soliisyonlar giinliik hazirlanmigstir).

Sitogenetik Ekim ve Cikarim Asamalari: 5 ml besiyeri iceren tiipe 0,8 ml heparinli
periferik kan eklenmistir. Tipler etiivde 37 °C’de 72 saat inkiibe edilmistir.
Cikarimdan 1 saat 6nce 10 pg/ml’lik kolsisinden 100 pl kolsisin (Cat No. C9754-16,
Sigma-Aldrich) eklenmistir. Kolsisin eklendikten 1 saat sonra tiipler 900 devirde 10
dk santrifiij edilmis, siipernatanlar1 uzaklastirildiktan sonra peletler homojenize

edilmistir.
Tiiplere yeni hazirlanip 37 °C’de bekletilen hipotonik soliisyonundan 5 ml
eklenmis ve 37 °C’de 40 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra tiipler 900 devirde 10 dk

santrifiij edilmis, slipernatanlar1 uzaklastirildiktan sonra peletler homojenize
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edilmistir. Sonrasinda tiipler 6 ml’ye kadar yeni hazirlanip -20 °C’de bekletilen
fiksatif soliisyonu ile doldurulmustur. Son iki basamak 3 kez daha tekrarlanmis son

basamakta tlipler +4 °C’ye kaldirilmistir.

3.2.2. DNA izolasyonu

Genomik DNA, EDTA’I tiipe alinmis 1 ml periferik kandan, Magna Pure LC

Instrument (Roche Applied Science) cihazi kullanilarak izole edilmistir.

3.2.3. Fragman Analizi

Fragman analizinde Applied Biosystems® AmpliTaq Gold® 360 DNA Polymerase
seti kullanilmigtir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’nda kullanilan primer dizileri

Tablo 3.2°de verilmistir. Reverse primerin (R1) 5’ucu 6-FAM ile isaretlenmistir.

Tablo 3.2. Fragman analizinde kullanilan primerler.

FRAJIL X
F1 AGCCCCGCACTTCCACCACCAGCTCCTCCA
R1 CGACCTGTCACCGCCCTTCAGCCTTCC

Her Ornek icin Tablo 3.3’te gosterildigi sekilde master miks hazirlanmistir.
Karigimlar iyice vortekslenip 48 ul’si lizerine 2 pl (50 ng/ul) DNA oOrnegi

eklenmistir.

Tablo 3.3. Fragman analizi PZR karisiminin hazirlanisi.

10XBuffer 5,00ul
dNTP (5 mM) 2,00ul
Enhancer Sol. 5,00ul
MgCl12 (25 mM) 4,00ul
Forward primer

(10 pm/ul) 1,00
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Reverse primer (FAM)

(10 pm/pl) 1,00yl
dH20 25,00l
Taq (5 U/ul) 0,40l
DMSO 4,60ul
TOPLAM 48,00ul
MIKS 48ul
DNA (50 ng/pl) 2ul
TOPLAM 50ul

PZR Tablo 3.4’te verilen kosullarda gergeklestirilmistir (35 siklus).

Tablo 3.4. Fragman analizi PZR kosullar1.

[k denatiirasyon |95 °C 4 dk
Denatiirasyon 95°C 90 sn
Annealing 62 °C 90 sn
Extension 72 °C 90 sn
Son extension 68 °C 15 dk
Saklama +10°C |oo

Elde edilen 6rnekler agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir.

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Bu amagla 54 g Trishase, 27,5 g Borik asit ve 20 ml 0,5 mM EDTA karistirilip
dH20 ile 1 litreye tamamlanarak hazirlanan 5SXTBE (Tris / Borik asit / EDTA), 1X
TBE olacak sekilde distile su ile 1:4 oraninda diliie edilmistir. % 2’lik jel
hazirlanmasi i¢in 60 ml 1 x TBE i¢ine 1.2 g agaroz eklenmistir. Cozelti mikrodalga
firinda orta ayarda 3.5 dk 1sitilip sonrasinda i¢ine 1.0 pl EtBr (Ethidium Bromide)

(10 mg/ml) eklenerek karistirilmistir. Jel elektroforez aparatina dokiilerek sogumaya
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birakilmistir. Elektroforez tanki (Cleaver Scientific Ltd.) 1 x TBE ile doldurularak
jel yiiriitme islemine hazir hale getirilmistir. 10 pl PZR {irlint, 2 pl 6x yiikleme
tamponu (0,025 g bromfenol mavisi, 0,025 g ksilen siyanol ve 0,3 ml gliserol
kanistiritlip dH20 ile 1 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir) ile karistirilip, karisimin
10 ul’si agaroz jele yiiklenmistir. 90 Volt (V)’ta 45 dk elektroforez uygulandiktan
sonra jel Kodak Gel 200 goriintiileme cihazinda goriintiilenerek Kodak 1D Image
Analysis Software (Rochester, New York) kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen
bantlarin boylar, 50 bp DNA Step Ladder (Catalog No: 00129017, Thermo

Scientific) kullanilarak kontrol edilmistir.

3.2.5. Orneklerin Kapillere Yiiklenmesi

1 pl PZR iiriinii tizerine 9 pl Hi-Di formamide ve 0,5 pl ROX 1000 size standart
(Gene Scan™-1000 ROX™ Size Standart Product P/N: 401098) eklenip vorteksle
karistirilmis ve 95 °C’de 3 dk bekletilip sonrasinda sogutulmasi amaci ile 2 dk

-20 °C’de bekletilmistir. Islem sonras1 6rnekler kapiller elektroforeze yiiklenmistir.

3.2.6. Analiz

GeneMapper " Software kullanilarak degerlendirme yapilmustir.

3.2.7. Dizi Analizi

Dizi analizi Invitrogen Platinum® Taq seti kullanilarak gerceklestirilmistir. FOXL2
geninin tek ekzonu 3 farkli primer ¢ifti kullanilarak ve BMP15 genine ait iki ekzon
da 3 farkl primer ¢ifti kullanilarak, intron-ekzon birlesme (junction) bolgelerini de
kapsayacak sekilde GenePro cihazinda PZR ile ¢ogaltilmistir (201,202). PZR’de
kullanilan primerler, PZR iiriinii uzunluklari, PZR karisimlarinin igerigi ve PZR

kosullar1 Tablo 3.5, 3.6, 3.7, 3.8 ve 3.9’da verilmistir.
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Tablo 3.5. FOXL2 ve BMP15 genleri dizi analizinde kullanilan primer dizileri.

BMPI15 FOXL2
1.Kisim
F1 |AGTGACGTCCCTTGGGCTTG CAGCGCCTGGAGCGGAGAG
R1 |CAAAGCCTGACAGTAAACCC CTTGCCGGGCTGGAAGTGC
2. Kisim
F2 |GGGCTGATTATAGCTATCAGTC GACCCGGCCTGCGAAGACA
R2 |GGAAGAGGCAGTAACCTCAGCTG GGCCGCGTGCAGATGGTGT
3. Kisim
F3 |GGGAATCTCTTCTCCGGAGAACC CGCGGCCGCTGTGGTCAAG
R3 |CTAGCTCACAAGTGGGGGAAGAGAC |GCTGGCGGCGGCGTCGTC
Tablo 3.6. Elde edilen PZR firiinii uzunluklari.
FOXL2 | FOXL2 | FOXL2 |BMPI5 | BMPI5 | BMPI5
1.Kisim | 2.Kisim | 3.Kisim | 1.Kisim | 2.Kisim | 3.Kisim
Uriin
Uzunlugu | 545 517 500 477 617 555
(bo)

Tablo 3.7. FOXL2 ve BMP15 genleri i¢in hazirlanan PZR karisimlarinin igerikleri.

FOXL2 | FOXL2? | FOXL2 | BMPI5 | BMPI5 | BMPI5
KIMYASAL | 1.KISIM | 2.KISIM | 3.KISIM | 1.KISIM | 2.KISIM | 3.KISIM
Buffer (10x) 5,00ul 5,00ul 5,00ul 5,00ul 5,00ul 5,00ul
dNTP
(5 mM) 2,00ul 2,00ul 2,00ul 2,00ul 2,00ul 2,00ul
MgCI2
(50 mM) 1,00ul 1,00ul 1,50ul 1,50ul 1,50ul 1,50ul
F (10 pm/pul) | 4,00ul 2,00ul 2,00ul 2,00ul 2,00ul 2,00ul
R (10 pm/pl) | 4,00l 2,00ul 2,00ul 2,00l 2,00ul 2,00ul
DNA
(50 ng/pl) 2,00l 1,00ul 1,00ul 1,00l 1,00ul 1,00ul
Taq (5 U/ul) 0,20ul 0,20ul 0,20ul 0,20ul 0,20ul 0,20ul
DMSO 0,00ul 2,30ul 4,60ul 0,00ul 0,00ul 0,00ul
dH20 31,80ul | 34,50pl | 31,70ul | 36,30ul | 36,30ul | 36,30ul
TOPLAM 50,00ul | 50,00pl | 50,00ul | 50,00pl | 50,00ul | 50,00ul
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Tablo 3.8. FOXL?2 geni dizi analizi PZR kosullari.

FOXL2-1 FOXL2-2 FOXL2-3
Sicaklik Siire Sicaklik Siire Sicaklik Stire
[°C] [dk] [°C] [dk] [°C] [dk]
1 95 4 95 4 95 4
40 2 95 1 95 1 95 1
siklus 3 68 1 68 1 64 1
4 72 1 72 1 72 1
5 72 7 72 7 72 7
Tablo 3.9. BMP15 geni dizi analizi PZR kosullari.
BMPI15-1 BMP15-2 BMPI15-3
Sicaklik Siire Sicaklik Siire Sicaklik Siire
[°C] [dk] [°C] [dk] [°C] [dk]
1 95 4 95 4 95 4
40 2 95 1 95 1 95 1
siklus 3 60 1 60 1 68 1
4 72 1 72 1 72 1
5 72 7 72 7 72 7

Elde edilen PZR {iriinlerinin 10 pl’si agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol

edilmistir.

Sonrasinda 5 pl PZR iiriinii, 2 pl ExoSAP-IT reaktifiyle karistirilmis ve karisim 37

°C’de 15 dk, 80 °C’de 15 dk inkiibe edilerek temizleme islemi gerceklestirilmistir.

Her bir temizlenmis PZR {irlinli i¢in forward ve reverse primerlerle iki yonli dizi

analizi PZR’si gerceklestirilmistir. Dizi analizi PZR karisimi ve reaksiyon kosullari

sirastyla Tablo 3.10’da gosterilmistir.
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Tablo 3.10. FOXL2 ve BMP15 genleri dizi analizi PZR karisimi igerikleri ve

kosullart.
ABI Prism ® Bigdye™ Terminator 1wl
(Product P/N: 4336917, Applied Biosystems)
Sulandirma Soliisyonu (Half) 1wl
PZR iiriinii 2 ul
Primer (forward veya reverse)(1 pmol/ul) 2 ul
ABI Prism ® Bigdye™ Buffer (Applied Biosystems) 2ul
dH20 2ul
Toplam hacim 10 ul
Denatiirasyon 96 °C 1 dk
Amplifikasyon 95 °C 10 sn
(25 dongti) 50 °C 5o
50 °C 4 dk
+4°C 0

Dizi analizi reaksiyon iiriinlerini saflastirmak i¢in Sephadex G-50 Medium (Sigma-
Aldrich) kiti kullanilmistir. 13 ml steril distile suya 1 g sephadex medium eklenerek
karnigtinnlmistir. Yeni hazirlanan sephadex, ilk kullanimdan 6nce 30 dk bekletilmis,
sonrast kullanimlar i¢in +4 °C’de saklanmistir. Dizi analizi reaksiyon {irlinlerinin
temizlenmesi icin spin kolonlara 750 ul sephadex aktarilarak 5200 rpm’de 2 dk
santrifiij edilmistir. Daha sonra spin kolonlar temiz ve numaralandirilmis yeni tiiplere
yerlestirilip, 10 pl reaksiyon {riinii spin kolonlardaki sephadex orta kismina

aktarilmis ve 5200 rpm’de 2 dk santrifiij edilerek temizleme islemi tamamlanmistir.
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Uriinler 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) cihazina yiiklenerek kapiller
elektroforez gergeklestirilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesi i¢cin SeqScape version
2.7 (Applied Biosystems) ve Sequencing Analysis version 5.1 (Applied Biosystems)
Windows 7 (Microsoft) yazilimlar1 kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal1 poliklinigine POY
On tanisi ile bagvuran 54 ve Zekai Tahir Burak Kadin Saglhigi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Genetik Boliimii poliklinigine bagvuran 25 olmak {izere toplam 79
hasta ¢aligmaya alinmistir. Olgu 4 ve olgu 34’lin anne-kiz, olgu 20, olgu 46 ve olgu
69, olgu 70, olgu 71’in kardes olduklar1 6grenilmistir. Olgulara ait 6zellikler Tablo

4.1’°de verilmistir.

Tablo 4.1. Tim hastalarin tan1 yasi, tanist ve hormonal degerleri. (PA: Primer

amenore, SA: Sekonder amenore)

FSH LH E2
No Yas Tam (mIU/ml) | (mIU/ml) | (pg/ml)

Olgu 1 24 SA 54 12
Olgu 2 24 SA 115 66 <20
Olgu 3 32 SA 75 25 62
Olgu 4 23 PA 102 51 <20
Olgu 5 38 SA 60 32 <20
Olgu 6 35 SA 48
Olgu 7 29 SA 95 74 11
Olgu 8 38 SA 182 50 <20
Olgu 9 18 PA 68 16 <20
Olgu 10 39 SA 49 18 <20
Olgu 11 33 SA 45 16 22
Olgu 12 31 SA 42 22 <20
Olgu 13 29 SA 48 20 <20
Olgu 14 33 SA 121 49 34
Olgu 15 32 SA 48 11 <20
Olgu 16 39 SA 66 27 32
Olgu 17 32 SA 177 13 10
Olgu 18 39 SA 63 37 <20
Olgu 19 28 SA 60 17 25
Olgu 20 11 PA 68 14 <20
Olgu 21 24 SA 75 17 <11
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Tablo 4.1. (devam)

FSH LH E2

Yas Tam (mIU/ml) | (mIU/ml) | (pg/ml) No
Olgu 22 35 SA 106 37
Olgu 23 25 SA 53 15 28
Olgu 24 34 PA 48 25 6
Olgu 25 29 SA 52 19 5
Olgu 26 29 PA 83 29 <20
Olgu 27 33 SA 90 28 21
Olgu 28 39 SA 54 21 <20
Olgu 29 26 PA 57 16 <20
Olgu 30 36 SA 73 29 48
Olgu 31 22 SA 94 48 <20
Olgu 32 28 SA 103 34 33
Olgu 33 32 SA 88 49 <20
Olgu 34 38 SA 102 51 <20
Olgu 35 27 SA 99 46 34
Olgu 36 37 SA 42 13 <20
Olgu 37 28 SA 111 49 21
Olgu 38 38 SA 66 35
Olgu 39 30 SA 41 15 <20
Olgu 40 39 SA 45 7 <20
Olgu 41 39 SA 44 31 <20
Olgu 42 38 SA 130 56 <20
Olgu 43 19 SA 52 45 42
Olgu 44 26 SA 41 5 35
Olgu 45 25 SA 88 37 21
Olgu 46 14 PA 126 47 <20
Olgu 47 29 SA 62 55 128
Olgu 48 31 SA 40 17 <20
Olgu 49 29 PA 40 23 25
Olgu 50 39 SA 116 41 <20
Olgu 51 25 SA 40 11 <20
Olgu 52 30 SA 46 13 <20
Olgu 53 26 SA 40 12 <11,8
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Tablo 4.1. (devam)

FSH LH E2
No Yas Tam (mIU/ml) | (mIU/ml) | (pg/ml)

Olgu 54 32 SA 71 28 <20
Olgu 55 18 PA 61 15 <11,8
Olgu 56 15 SA 94 48 17
Olgu 57 22 PA 57 35 60
Olgu 58 38 SA 48 21 64
Olgu 59 39 SA 74 55 42
Olgu 60 20 SA 75 30 26
Olgu 61 23 SA 87 29 <20
Olgu 62 19 SA 67 41 <20
Olgu 63 26 SA 45 25 31
Olgu 64 37 SA 40
Olgu 65 38 SA 45
Olgu 66 17 PA 101 30 16
Olgu 67 39 PA 46 38 <20
Olgu 68 33 SA 81 36 <20
Olgu 69 28 SA 100 55 33
Olgu 70 29 SA 78 39 <20
Olgu 71 25 SA 92 57 <20
Olgu 72 29 SA 85 10 19
Olgu 73 21 SA 70 47 12
Olgu 74 28 SA 47 19 19
Olgu 75 39 PA 81 39 <20
Olgu 76 33 SA 46 27 <20
Olgu 77 28 SA 49 32 87
Olgu 78 29 SA 65 8 10
Olgu 79 25 SA 62 32 48

Olgularin tan1 yaslar1 11 yas ile 39 yas arasinda degismektedir. Hastalarin ortalama

tani yas1 29.56 + 6.97 olarak saptanmustir. 13 olgu (% 16.46) primer amenore tanist,

66 olgu (% 83.54) sekonder amenore tanisi ile ¢aligmaya dahil edilmistir. Yapilan
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hormonal analiz sonucunda ortalama FSH diizeyi 72.15 £+ 29.76 mIU/ml, ortalama

LH diizeyi 30.76 £15.77 mIU/ml olarak saptanmistir.

4.1. Kromozom Analizi

Periferik kandan hazirlanan 72 saatlik lenfosit kiiltiiriinde toplam 20 metafaz

degerlendirilerek kromozom analizi gerceklestirilmistir.

4.2. Fragman Analizi

Yapilan fragman analizi sonucunda hastalarda Frajil X geni tekrar sayilar1 normal

sinirlar arasinda bulunmustur. Bazi olgulara ait fragman analizi PZR {iriinlerinin

agaroz jel ve kapiller elektroforez goriintiileri Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’te verilmistir.

10 11 12 13 14 15 16 M

Sekil 4.1. 1-16 nolu kuyular: 41, 40, 39, 50, 26, 49, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13,47, 46

ve 45 nolu olgulara ait fragman analizi PZR iiriinleri, M: Marker; 50 b¢ ladder.
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Sekil 4.2. Fragman analizi yapilan olgu 46’ya ait (Sekil 4.1°deki-15. kuyu) kapiller

elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4.3. Fragman analizi yapilan olgu 50’ye ait (Sekil 4.1°deki-4. kuyu) kapiller

elektroforez goriintiisii.

4.3. Dizi Analizi

BMP15 geni:

Calismamizda 79 olgunun 38’inde (% 48) BMPI15 geninde degisiklik saptanmustir.
79 olgunun 23’iinde c.-9 C>G, 14’linde c.-9 C>G ve ¢.308 A>G, 1 olguda da c.-9
C>G ve c.352 G>A degisikligi saptanmustir. 38 olguda saptanan c.-9 C>G
degisikliginin 35’1 heterozigot olarak bulunmustur. Olgu 6, olgu 20 ve olgu 46°da c.-
9 C>G degisikligi homozigot mutant olarak saptanmistir. BMP15 geninde bulunan
degisiklikler Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. BMP15 geninde bulunan degisiklikler.

Olgu BMP15 Olgu BMP15
No Geni No Geni
Olgul |c.-9C>G Olgu 46 | c.-9 C>G
c.-9 C>G c.-9 C>G
Olgu 6 |c.308 A>G Olgu 47 | c.308 A>G
Olgu 8 |c.-9 C>G Olgu 48 | c.-9 C>G
c.-9 C>G c.-9 C>G
Olgu 10 | ¢.308 A>G | Olgu 49 | c.308 A>G
c.-9 C>G c.-9 C>G
Olgu 12 | ¢.308 A>G | Olgu 51 | c.308 A>G
Olgu 13 | c.-9 C>G Olgu 55 | c.-9 C>G
Olgu 18 | c.-9 C>G Olgu 57 | c.-9 C>G
Olgu 20 | c.-9 C>G Olgu 60 | c.-9 C>G
Olgu 24 | c.-9 C>G Olgu 61 |c.-9 C>G
c.-9 C>G
Olgu 28 | ¢.-9 C>G Olgu 62 | ¢.308 A>G
c.-9 C>G
Olgu 29 |c.308 A>G |Olgu 63 |c.-9 C>G
c.-9 C>G
Olgu 32 | ¢.308 A>G Olgu 68 | c.-9 C>G
c.-9 C>G
Olgu 34 | c.-9 C>G Olgu 69 | ¢.308 A>G
c.-9 C>G
Olgu 35 | c.-9 C>G Olgu 70 | ¢.308 A>G
Olgu 39 | c.-9 C>G Olgu 72 | c.-9 C>G
Olgu 40 | c.-9 C>G Olgu 73 |c.- 9 C>G
c.-9 C>G
Olgu 41 |c.308 A>G |Olgu 74 | c.-9 C>G
c.-9 C>G
Olgu 42 |c.308 A>G |Olgu 76 | c.-9 C>G
c.-9 C>G c.-9 C>G
Olgu 45 | ¢c.308 A>G | Olgu 77 | c.352 G>A

BMPI15 geninde saptanan c.-9 C>G degisikliginin toplumdaki sikligin1 saptamak

amaciyla 80 kadindan olusan kontrol grubu calisilmistir. Yapilan incelemede 15

kadinda c¢.-9 C>G degisikligi heterozigot, 9 kadinda c.-9 C>G degisikligi homozigot
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olarak saptanmistir. BMP15 c.-9 C>G genotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki
dagilimlar1 Tablo 4.3te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Hasta ve kontrol grubunda BMP15 c.-9 C>G genotiplerinin dagilima.

Toplam
Hasta grubu 41 (%51.9) 35 (%44.3) 3 (%3.8) 79
Kontrol 56 (%70) 15 (%18.8) 9 (%11.2) 80
Toplam 97(%61.0) 50(%31.4) 12 (%7.6) 159

Yapilan istatistiksel incelemede CG heterozigot bireylerin sayisinin kontrol grubuna

gore anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir (p<0.05).

c-9 C>G (rs3810682): 5° UTR bolgesinde bulunmaktadir. Yapilan in vitro
fonksiyonel bir caligmada genin anlamli derecede ekspresyonunu artirdigi
gosterilmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6) (203).

C

:

Sekil 4.4. BMP15 geni c.-9 C>G homozigot normal saptanan olgu 11’e ait dizi
analizi goriintiisii.

Sekil 4.5. BMP15 geni c.-9 C>G heterozigot mutant saptanan olgu 12’ye ait dizi

analizi goriintiisii.
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Sekil 4.6. BMP15 geni c.-9 C>G homozigot mutant saptanan olgu 46’ya ait dizi

analizi goriintiisii.

c.308 A>G (rs41308602): Missense varyanttir. Asparajinin serine (p.N103S)
dontigiimiine neden olmaktadir (Sekil 4.8). Yapilan ¢alismalarda bu degisiklik hasta
ve kontrol gruplarinda gosterilmistir (204). SIFT Blink ve PolyPhen-2 programlari ile
yapilan incelemede protein iizerindeki etkisinin tolere edilebilir ve benign oldugu
Ongoriilmiistiir. Bu varyant kontrol grubumuzda da 9 bireyde (% 11.2) saptanmustir.
Yine gerek hasta gerek kontrol grubunda tek basma degil ayni zamanda c.-9 G
aleline sahip CG veya GG genotipine sahip bireylerde goriilmiistiir. Bu durum, ¢.308

A>QG varyantinin ¢.-9 G aleli ile ayn1 haplotip i¢inde yer aldigini diisiindiirmektedir.

Sekil 4.7. BMP15 geni ¢.308 A>G heterozigot mutant saptanan olgu 12’ye ait dizi

analizi goriintiisii.
c¢.352 G>A (rs142156356): Missense varyanttir. Glisinin serine (p.G118S)

doniistimiine neden olmaktadir (Sekil 4.8). SIFT Blink ve PolyPhen-2 programlari ile

yapilan incelemede protein ilizerindeki etkisinin tolere edilebilir ve benign oldugu

56



Ongoriilmiistiir. Sadece bir hastada gozlenen bu varyant da tek basina degil ayn

zamanda c.-9 G aleline sahip bireyde gozlenmistir.

Sekil 4.8. BMP15 geni c.352 G>A heterozigot mutant saptanan olgu 77’ye ait dizi

analizi goriintiisii.

FOXL?2 geni:

Ug fragman halinde gergeklestirilen FOXL2 geni dizi analizinde 71 hastada tiim

fragmanlarin dizi analizi yapilmis, 8 hastada ise teknik nedenlerden dolay1 sadece ilk

iki fragmanda dizi analizi gergeklestirilebilmistir. Calismamizda 71 olgunun

dordiinde (% 5) FOXL2 geninde degisiklik saptanmistir. Ug olguda ¢.501 C>T ve

c.536 C>G degisiklikleri, bir olguda c.672 A>T degisikligi saptanmistir. Bulunan

degisiklikler Tablo 4.4’te belirtilmistir.

Tablo 4.4. FOXL?2 geninde bulunan degisiklikler.

Olgu No FOXL2
Olgu 1 c.672 A>T
c.501 C>T
Olgu 2 c.536 C>G
c.501 C>T
Olgu 10 | ¢.536 C>G
c.501 C>T
Olgu 63 | ¢.536 C>G
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¢.501 C>T (rs61750361): Sinonim varyanttir. Kodonda TTC/TTT doniisiimiine
neden olup her iki durumda da fenilalanin kodlanmaktadir (Sekil 4.9).

¢.536 C>G (rs7432551): Missense varyanttir. Kodonda GCG/GGG doniisiimiine
neden olmaktadir. Bu doniisiim 179. pozisyonda alaninin glisine (p.A179G)
doniistimiine neden olmaktadir. PolyPhen-2 programu ile yapilan incelemede protein
tizerinde hasar meydana getirme olasiliginin bulunabilecegi ancak SIFT Blink
programui ile yapilan incelemede bu etkinin tolere edilebilir oldugu 6ngoriilmiistiir.
Bu degisiklik daha oOnce yapilan calismalarda hasta ve kontrol gruplarinda
gosterilmistir (Sekil 4.9) (205).

¢.501G-T A ¢.536C-G

| o !
| | ' - (4 ]% ( | LAYV LYY LY

Sekil 4.9. FOXL2 geni ¢.501 C>T ve ¢.536 C>G heterozigot mutant saptanan olgu

10’a ait dizi analizi gorlintiisii.

c.672 A>T (rs193922948): Sinonim varyanttir. Kodonda GCA/GCT doniislimiine
neden olmaktadir. Her iki durumda da alanin kodlanmaktadir (Sekil 4.10).

c.672A=T

Sekil 4.10. FOXL2 geni ¢.672 A>T heterozigot mutant saptanan olgu 1’e ait dizi

analizi goriintiisii.
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5. TARTISMA

POY etyolojisinden bircok gen sorumlu tutulmaktadir. Bu genler igerisinde
fonksiyonel acidan en fazla 6neme sahip olanlar BMP15 ve FOXL2 genleridir. Bu
calismada da BMP15 ve FOXL2 geni mutasyonlarinin POY hastalarindaki sikligi

arastirilmastir.

Calismamizda hastalarda FOXL?2 geninde POY ile iligkilendirilebilecek bir degisiklik
saptanmamustir. Saptanan degisiklikler ¢.501 C>T, ¢.536 C>G ve ¢.672 A>T dir. Bu
degisikliklerden ¢.501 C>T ve ¢.672 A>T sessiz degisikliklerdir ve protein iizerinde
bir degisiklige neden olmasi beklenmemektedir. ¢.536 C>G degisikligi 179.
pozisyonda alaninin glisine doniisiimiine neden olmasina ragmen protein iizerinde
fonksiyonel bir degisiklik olusturmast beklenmemektedir. Literatiirde POY
vakalarinda FOXL2 geni ile ilgili bircok ¢alisma yapilmistir (205-208). Bu
calismalarda FOXL2 geninde {li¢ hastada POY ile iligkilendirilebilecek degisiklik
saptanmistir. Bunlardan ilki, Slovenyali bir hastada polialanin dizisinde 10 alaninin
kisalmasina neden olan 30 bg’lik delesyondur. Ikinci degisiklik ise Yeni Zelandali
bir hastada saptanan ¢.772 T>A (p.Y258N) degisikligi (205), tgiincii degisiklik de
bir bagka POY hastasinda saptanan p.G187D degisikligidir (209). Cinsiyet geligimi,
folikiilogenez ve folikiil havuzunun korunmasindaki 6nemli roliine ragmen yapilan
caligmalar gostermektedir ki FOXL2 kodlayan bolge mutasyonlart POY’un sik

goriilen bir nedeni degildir.

BMPI15 mutasyonlarmin siklign % 0-12 arasinda degismektedir (210). Farkli
topluluklara ait BMP15 mutasyon sikliklar1 Tablo 5.1°de gosterilmistir.
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Tablo 5.1. BMPI5 geni mutasyonlarmin sikligi. Persani ve ark. 2014’ten

degistirilerek alinmustir (210).

Non-sinonim
varyasyonlu

Koken Hasta sayisi hasta yiizdesi Referans
(%)
Japonya 15 0 Takebayashi ve
ark. 2000 (201)
Yeni Zelanda 38 0 Chand ve ark.
2006 (211)
Avrupa ve Amerika 166 4.2 Di Pasquale ve
(beyaz 1rk) ark. 2006 (212)
Avrupa ve Kuzey Afrika 203 1.5 Laissue ve ark.
2006 (213)
Hindistan 202 8.9 Dixit ve ark.
2006 (204)
Cin 92 0 Zhang ve ark.
2007 (214)
Avrupa 20 10.0 Ledig ve ark.
2008 (215)
Italya ve Amerika 300 4.3 Rosetti ve ark.
(beyaz 1rk) 2009 (216)
Cin 100 6.0 Wang ve ark.
2010 (217)
Avrupa, Kuzey Afrika ve Asya 50 12.0 Tiotiu ve ark.
2010 (218)
Italya 50 2.0 Ferrani ve ark.
2013 (219)
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Yapilan c¢alismalarda saptanan mutasyonlarin bazilart kontrol grubunda da
bulunmaktadir. Bu mutasyonlar ¢ikarildiginda POY ile iliskilendirilmis mutasyon
orant daha da azalmaktadir. Japon ve Yeni Zelandali hastalarda BMPI5 geninde
mutasyon saptanmamistir. Bu sonu¢ 6rnek sayisinin az olmasina baglanabilecegi
gibi (Japon ve Yeni Zelandali hasta gruplarinda 15 ve 38 hasta yer almistir) genetik
etyoloji ve mutasyon sikliklarmin etnik kdkene gore degisiklik gosterebilecegini de
diisiindiirmektedir. Yapilan caligmalarin sonuglart bu durumu desteklemekte, bir
mutasyon bir etnik kokene ait hastalarda ¢ok sik goriilebilirken baska bir etnik

kokende yaygin olarak saptanamayabilmektedir (78,84,109,110).

Bizim calismamizda BMPI5 geninde c.-9 C>G, c¢.308 A>G ve c.352 G>A
degisiklikleri saptanmigtir. Bu degisikliklerden ¢.308 A>G degisikligi asparajinin
serine; ¢.352 G>A degisikligi ise glisinin serine doniisiimiine neden olmaktadir. Bu
degisiklikler kontrol gruplarinda da gdsterilen, protein lizerinde etkisi beklenmeyen
degisikliklerdir. Calismamizda saptadigimiz diger bir degisiklik ise c.-9 C>G
degisikligidir.

BMP1S5 c.-9C>G

Gilinlimiize kadar BMP15 geninin kodlayan bolgesine ait mutasyonlar 1200°den fazla
POY tanili kadin hastada arastirilmistir. Bulunan degisikliklerden sadece dort
degisikligin (p.R68W, p.R138H, p.L148P, p.Y235C) in vitro fonksiyonel ¢aligsmasi
yapilarak POY’a neden oldugu kanitlanmistir. Bu mutasyonlara ek olarak BMP15 c.-
9 C>G degisikliginin de in vitro fonksiyonel ¢alisma sonucunda BMPI15 geninin
ekspresyonunda anlamli derecede artisa neden oldugu ve POY’dan sorumlu oldugu

ifade edilmistir (203).

Moron ve ark.’in yaptig1 calismada BMPI5 alelleri ile ovaryan hiperstimiilasyon
sendromu arasinda iligki arastirilmistir. Bu c¢alismada 307 IVF uygulanan kadin
incelenmis, 35’inin over stimiilasyonuna yiiksek cevap verdigi gozlemlenmistir. Bu
hastalarda BMPI5 c.-9 G aleli ile over stimiilasyonuna yiiksek cevap arasinda

anlamli iligki oldugu gosterilmistir (199).
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Yapilan bagka bir caligmada Hanevik ve ark. belirledikleri SNP’ler ile over
stimiilasyon cevab1 arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. Over stimiilasyonuna yiiksek
cevap ile BMPI15 c.-9 G aleli arasinda anlamli iliski oldugu ortaya konulmustur
(220). Yapilan bu ¢alismalarda BMP15 c.-9 G alelinin kadinin erken déonemde primer
folikiil sayisinin artisina neden olmasindan dolayr over stimiilasyonuna verilen

yiiksek cevaba etki edecegini belirtmiglerdir.

Fonseca ve ark.’mn yaptigi calismada BMPI5 c.-9 G alelinin POY ile iligkisi
gosterilmistir. BMP15, PITXI (pituitary homebox 1) transkripsiyon faktori ile
beraber eksprese olmaktadir. PITXI, BMP15 promoterinin -14 ile -8 pozisyonlari
arasina baglanmaktadir. PI7X/, her iki alelin varlifinda da (c.-9 G ve ¢.-9 C) genin
transaktivasyonuna neden olmaktadir. BMPI15 c.-9 C>G degisikliginin PITX]
baglanma bolgesinin modifikasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bu durumun
BMPI15 transkripsiyonunda PITXI’a baghh ve PITXI’dan bagimsiz olarak artisa

neden oldugunu ve bunun da POY’un nedeni oldugu belirtilmistir.

BMPI5 ¢.-9 G alelinin varliginda BMP15 ekspresyonun anlamli derecede arttigi ve
bu durumun graniiloza hiicrelerinin proliferasyon oraninda degisime neden olacagi
ifade edilmistir. Diger yandan yiiksek ovaryan BMP15 seviyesinin FSHR mRNA
ekspresyonunun azalmasini daha da kolaylastirdigi belirtilmistir (203). Transgenik
farelerde yapilan bir bagka calismada Bmpl5'in yiiksek diizeyde eksprese olmasi
halinde de benzer durum gozlemlenmistir. Bu farelerin yiiksek primer folikiil
sayisina sahipken, diisiik sekonder folikiile sahip olduklar1 bildirilmistir. Yiiksek
graniiloza hiicre mitozunun artmis primer folikiil ve sekonder folikiil atrezisi ile
iliskili oldugu belirtilmistir (221). BMP15 ¢.-9 G aleli erken donemde artmis folikiil

sayisina yol agmasindan dolayr POY’dan sorumlu tutulmaktadir.

Birgok c¢alismada BMPI5 c.-9 C>G degisikliginin POY ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Dixit ve ark.”in 202 Hint kdkenli POY hastasinda yaptiklar1 ¢alismada
BMPI5 c.-9 G alelinin POY ile ilgili haplotipin bir pargasi oldugu gosterilmistir.
POY hastalarinda sik goriilen {i¢ varyantin (c.-9 C>@G, ¢.308 A>G, ¢.852 C>T)
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haplotip analizi yapilmis ve G-G-C haplotipi ile POY arasinda anlamli bir iligki
oldugu saptanmustir (204).

Calisgmamizda haplotip analizi yapilmamigtir. Ancak elimizdeki bulgular
degerlendirdigimizde, c. 308 A>G varyantinin hasta grubunda sadece c.-9 G aleline
sahip CG ve GG genotiplerinde goriilmesi ilk bakista bu haplotipin hastalikla iliskili
oldugunu diisiindiirebilir. Ancak ayni durumun kontrol grubunda da gozlenmis
olmasi ve ayrica c¢. 308 A>G varyantinin hasta ve kontrol grubunda yer alan
heterozigot bireylerdeki dagiliminin benzer olmasi, iki grup arasindaki heterozigot
bireylerde saptanan farkliligin haplotipten kaynaklanmadigini buna dayanarak da
hastalikla iliskili olan degisikligin GG haplotipi degil c.-9 C>G heterozigotlugu

oldugu sonucuna ulagilmistir.

Tablo 5.2. c.-9 C>G ve c. 308 A>G varyantinin hasta ve kontrol grubundaki

dagilima.

HASTA (n=79) KONTROL (n=80)

CC(n=41) | CGm=34) | GG(m=3) | cCm=56) | CG (n=15) | GG (n=9)

CC|l|CC|[CG|[CG |GG |GG | CC [CC|CG |CG| GG | GG

- + + - + -

AG AG AG AG AG AG

41 0 21 13 2 1 56 0 10 5 5 4

Bizim calismamizda 79 olgunun 38’inde BMP15 c.-9 C>G degisikligi saptanmustir.

Yapilan istatistiksel incelemede CG genotipi tasiyan bireylerin POY riskinin ii¢ kat
artmis oldugu gériilmiistiir (p<0.001, OR=3,187 % 95 CI (1.541-6.592)). In vitro
fonksiyonel ¢alisma sonuglar1 ve elde ettigimiz bulgulara bakarak BMP15 c.-9 C>G
degisikliginin toplumumuzdaki POY etyolojisinde 6nemli bir yeri olabilecegi

diistiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda sadece dort hastada FOXL2 geninde degisiklik saptanmis ve bu
degisiklikler POY ile iliskilendirilememistir.

BMP15 geni mutasyonlar1 daha sik goriilmiis olmasina ragmen bu degisikliklerin de

bliyiik kism1 POY ile iligkili bulunmamustir.

Ote yandan BMPI5 geninin 5 UTR bolgesinde yer alan ve promoter bdlgesini igeren
c.-9 C>G varyant1 hasta grubunda oldukga yiiksek oranda gozlenmis ve 6zellikle CG
genotipinin POY acisindan onemli bir risk faktorii oldugu saptanmustir. Gen
ekspresyonu lizerindeki transkripsiyonu artirici etkisi de dikkate alindiginda BMP15
c.-9 C>G varyantinin POY olgularinda incelenmesi gereken genetik bir faktor

olabilecegi sonucuna ulasiimistir.
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OZET

Prematiir over yetersizligi (POY) yiiksek FSH diizeylerinin (40 IU/I ve iizeri) eslik
ettigi, diizenli menstriiel sikluslarin 40 yasindan 6nce 4-6 aydan uzun siire kesilmesi
olarak tanimlanmaktadir. POY’a neden olabilecek bircok gen tanimlanmistir.
Folikiilogenez ve folikiil rezervinin korunmasindaki rolleri dikkate alindiginda

FOXL2 ve BMP15 genleri bunlarin en 6nemlileri arasinda yer almaktadir.

Bu c¢alisma ile iilkemizdeki POY olgularinda FOXL2 ve BMPI5 geni
mutasyonlarinin sikligr ve dagiliminin saptanmasi ve bu bilgilere dayanilarak genetik

test algoritmasi gelistirmek amaglanmustir.

Calismamiza POY 06n tanist olan, normal kromozomal kurulusa sahip ve FMRI geni
premutasyonu tagimayan 79 hasta dahil edilmis ve bu hastalarda dizi analizi yontemi
kullanilarak FOXL2 ve BMP15 geni mutasyonlari arastirilmistir. FOXL2 geninde

% 5, BMP15 geninde de % 48 oraninda degisiklik saptanmistir. Bu degisiklerden
BMPI5 c.-9 C>G varyantinin POY ile iliskili oldugu gdzlenmis ve bu varyantin
POY agisindan 6nemli bir risk faktorii olabilecegi belirlenmistir. Bu nedenle POY

hastalarinda bu varyanta yonelik genetik test uygulanmasi dikkate alinabilir.

Anahtar Sozciikler: Prematiir over yetersizligi, POY, FOXL2, BMP15, FMRI,

premutasyon
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SUMMARY

Premature ovarian insufficiency (POI) is defined as amenorrhea for at least 4-6
months before the age of 40 together with elevated FSH levels (=40 IU/I). Several
genes were identified that may cause POI. FOXL2 and BMP15 are among the most
important ones when considering their role in folliculogenesis and maintenance of

follicle reserve.

In this study, it was aimed to determine the frequency and distribution of FOXL2 and
BMP15 mutations in patients with POI and, based on this information, to develop

genetic test algorithms for POL

Seventy nine patients clinically diagnosed with POI having normal chromosomal
constitution with no FMRI premutation were included in our study and FOXL2 and
BMPI15 mutations were investigated by DNA sequence analysis. The frequency of
FOXL?2 and BMP15 sequence changes were observed as 5 % and 48 %, respectively.
Among them, BMPI5 c.-9 C>G variant was found to be associated with POI and
determined as an important risk factor for POI. Therefore, genetic testing for this

variant may be considered in POI patients.

Anahtar Sozciikler: Premature ovarian insufficiency, POl, FOXL2, BMP15, FMRI,

premutation
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Arastirmanin Adi: Prematiir over yetersizligi olan hastalarda BMP15 ve FOXL2 geni
mutasyon analizi

Arastirmanin Kolay Anlasilir Adi: Erken menopoz tamisi ile izlenen hastalarda genetik
olabilecek nedenlerin arastirilmasi

Sorumlu Arastirici: Yrd. Dog. Dr. Halil Giirhan Karabulut

Erken menopoz (tip dilinde prematiir over yetersizligi ya da kisaca POY olarak
adlandinlmaktadir), 40 yagin altindaki bayanlarda yumurtaligin ¢alismamasina bagh olarak
adetin kesilmesidir. Diizenli adet gérmekte olan bir kadinin 6 ay siireyle adet gérmemesi ve
sonrasinda birer ay araliklarla iki kez kaninda bakilan hormon diizeylerinin 40 IU/L ve
uzerinde saptanmasi erken menopoz olarak tammlanir.

Erken (m.enopoz iki Gnemli sonuca neden olmaktadr. Bunlardan birincisi kadinlik hormonu
olarak da bilinen 6strojen hormonunun normalden az olmasi, ikincisi de kisirhktir. Bu
hormonun azligi kemik erimesi, kalp damar hastaliklar ve sinir sisteminde harabiyet riskini
arttirmaktadir. . Yumurtahk fonksiyonlarinin erken kaybi ciddi saghk sorunlarina neden
olmakla beraber 6liim oraminda da yaklasik iki kat artis saptanmaktadir.

Bu cahsmanuzda erken menopqz hastalarinda bu durumun altinda yatan nedenin
bulunmasi ve ' kadinlara Greme - hayatini erken planlama imkanimin  veriimesi
amaclanmak?adm ‘Cali‘;ma sonucunda aile bireylerine ve hastaya genetik danismanlik ve
klinik gozlem hizmetinin verilmesi gerekebilmektedir. .

Galismamiza erken menopoz‘tar‘nsn'alah ve bugiine kadar ki bilgilerimizle erken menopoza
neden olabilecek en’ suk.-genetlk nedenlere yonelik olarak yaptlan test sonuglart normal
bulunan hastalar alinaeaktir. .

CaITSnSayl‘kabul etmeniz halinde sizdén 5-10 ml periferik kan 6rnegi aknacaktir. Kan drnegi
alinmasisirasinda igile batmasina bagl olarak bir miktar aci duyabilirsiniz. Az bir ihtimal de
olsa igne batmasi somnrasinda kanamanin uzamasi ve enfeksiyon riski vardir. Calisma kan
orneklefinden elde edilen DNA'larda gergéklestmlecel\ elc bir girisim ya da doku alimi
olmayacaktir.

/

Galisma kapsaminda géniilliilere herhangi bir ilag. verilmeyecektir. Bu ¢alismaya katilan
gondlliilerin tedavi ya da izlemine midahale edilmeksizin kan &rneklerinden calisma
yapilacak ve ¢alismanin sonuglar kaydedilecektir. Bu bilgiler bilimsel amacla kullanilacaktir.
Bu galismaya katilan gonulliilerin sonuglan gérek goriildigiinde kendileri ve ilgili doktorlar
ile paylasilacaktir. Bu c¢alisma sirasinda size_yapilacak muayene, laboratuar tetkiki vb.
islemler tcretsiz olup sizden veya bagh bulundugunuz sigorta kurumundan highir ticret talep

edilmeyecektir. :

Calismaya bilgilendirme sonrasinda katilmak isteyen hastalar dahil edilecektir. Mazeret’

bildirmeksizin ¢aliyma olurunuzu geri alma hakkina sahipsiniz. Bundan dolayr sonraki takip
ve tedavi haklarinzda kayba ugramaniz s6z konusu degildir.
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Caligma sonuglan gizlilik kurallanina uygun olarak saklanacak ve sonuglar yaymlandiginda
kimlik bidgleriniz ve isminiz gizh tutulacaktr. Bu belgey imzalamaniz sonucunda bu sartlar
altnda bilgiternizin kullaniimasma inn vermektesiniz. Caligma e gl ayrintie bagt almak
istemeniz durumunda cabigmanin sorumiu yuritucosu olan Yed. Dog. Dr Halil Gurhan
Karabulut ya da yardimar arastirmac Dr. Mehmet Burak Mutlu'ya dangabilirsiniz

Tel
GONULLU OLURY

Bu sayfay imzalamakia gonulli olatak prematur over yeterdsizligh olan hastalarda BMPIS ve
FOXL2 mutasyonlarmun  aragtndmast adh  galgmaya  katilmayr kabul etmiy olacagim
konusunda Welgilendinidim, Yukanda gegen bdgilen okudum. Aymi zamanda 507l olarak
bigdendinidim . Bu sartlar altinda bu ¢aligmaya katimay: kabul ediyorum.

Alman kan ornefinin agagsdaki kogullar altmda kullandmasina zin veriyorum
Taratimdan alnan kan omeginin yalmzca bu calgma icin kullanilmasmi onayhiyorum
Heride yapdmas olas) diger caligmalar iGin onay vermiyorum

Tarafim#an ahoan kan orneginin onerilen calisma Jin kullandmasine onayliyorum. llerde
yapimast olasi diger ¢aligmalar iin isoumin belirtiimeden  bilgilerimin  kullanimasin
onaylyorum

. 5 .

Tarafhimdan alinan kan omeginin gizhilik kurallanna uygun okirak kimlik bilgdenmin ve

Isenimin gizh ﬂp_(ull\usﬂxaydrvh diger caligmalarda da kullamimasint onaylyorum

i v ——= (-5 -
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