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POLIKISTIK OVER SENDROMUNDA CAPN 10-19 (KALSIYUM ILE
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OZET

Polikistik over sendromu (PKOS), yumurtlama olmamasi (kronik anovulasyon)
az adet gorme veya hi¢ adet gormeme (oligoamenore) ve kanda androjen
yiiksekligi (hiperandrojenemi) ile karakterize iireme sistemi ile ilgili hormonal
bozukluktur. Bu endokrin hastahigin, genetik ve c¢evresel faktorlerin
etkilesimiyle meydan geldigi oOne siiriilmektedir. CAPN geni trombosit
aktivasyonu, membran fiizyonu, apoptoz, farkhlasma, hiicre dongiisiiniin
devamhihigr ve sinyal iletimi gibi hiicresel Ca™ diizenleyici faaliyetlerde
bulunmaktadir. Aktivitesinin  diizenlenmesindeki bozukluklar sinirsel
bozukluklar, Alzheimer, metastaz gibi patolojilere yol acabilmektedir. CAPN
10-19 ve CAPN 10-43 gen polimorfizmleri ile PKOS’ lu hastalarda sikhikla
goriilen insiilin direnci, obezite, kanda HDL diisiikliigii LDL yiiksekligi
(dislipidemi) ve androjen yiiksekligi gibi baz1 belirtiler arasinda yakin bir iliski
bulunmamasina karsin, PKOS’lu kadinlarda CAPN 10-19 ve CAPN 10-43 gen
polimorfizmleri hakkinda smirh sayida calisma ve elde edilen sonuglarda

celiskiler bulunmaktadir.



Calismanin amaglarindan biri, Tiirk PKOS’lu hastalarda CAPN 10-19 ve CAPN
10-43 gen polimorfizmleri arasindaki iliskiyi incelemektir. Ikinci amac ise
genotipler ile hastahigin baz1 klinik ve biyokimyasal belirtileri arasinda bir

baglanti olup olmadigini arastirmaktir.

Cahismamiza yas ve viicut kiitle indeksi (VKI) uyumlu olan 119 PKOS’ lu ve
136 saghkh kadin dahil edilmistir. Her iki grupta CAPN 10-19 ve CAPN 10-43
genlerinin genotip ve allel dagilimlar1 saptanmistir. Ayrica bu genotiplerin VKI,
lipit profili, insiilin direnci ve hormon parametreleri ile iliskisi incelenmistir.
Cahismamizda kontrol ve PKOS gruplarinda CAPN 10-19 genotip ve allel
dagihmlarinda istatistiksel bir fark gostermedigi saptanmstir. CAPN 10-43
polimorfizmi incelediginde G allel sikhgimin kontrolde, A alleli sikhginin
PKOS’da fazla oldugu ve farkin anlamh oldugu saptanmistir. CAPN 10-19
polimorfizmi ile VKI, lipit profili, insiilin direnci ve hormon parametreleri
arasinda anlamh bir iliski bulunmamasina karsin, CAPN 10-43 polimorfizmi
hem kontrol hem de PKOS grubunda bu parametreler arasinda yakin bir iliski
saptanmistir. CAPN 10-43 AA genotipli PKOS’ lu hastalar GG ve GA genotipli
PKOS’ lu hastalara oranla daha yiiksek insiilin direnci, kolestrol, HOMA
(Homeostasis model assesment) ve HOMA?2 (Homeostasis model assesment 2)
diizeyleri gosterilmistir. CAPN 10-43 AA genotipli kontrol ve PKOS’lu hastalar
karsilastirildiginda, PKOS’da insiilin direnci, kolestrol, HOMA, HOMA2

degerlerinin anlamh olarak daha yiiksek oldugu gosterilmistir (p<0,05).

Sonug¢ olarak, ¢alismada kullanilan olgular degerlendirildiginde CAPN 10-19
polimorfizminin PKOS ile bir iliskisi olmadigi, buna karsin CAPN 10-43
polimorfizmin PKOS ve bu sendromun bazi1 metabolik bozukluklan ile iliskili

oldugu gozlenmistir.

Bilim Kodu :203.1.104
Anahtar Kelimeler : PKOS, CAPN10- 19, CAPN10- 43, gen polimorfizmi
Sayfa Adedi : 96
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AND THEIR ASSOCIATION TO INSULIN RESISTANCE AND CLINICAL
PARAMETERS
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ABSTRACT

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a reproductive endocrinopathia
characterized  with chronic anovulation, olygoamenorhoea and
hyperandrogenemia. It was suggested that this endocrinological disease is a
consequence of the interaction of genetic and environmental factors. CAPN 10-
19 and CAPN 10- 43 gene polymorphisms are in close relationship with insulin
resistance, obesity, dislipidemia and hyperandrogenizm, which are common
findings of PCOS. The literature knowledge about the CAPN 10-19 and CAPN

10- 43 gene polymorphisms in PCOS women are limited and still controversial.

The first aim of our study was to investigate the relationship between PCOS and
CAPN 10-19 and CAPN 10-43 gene polymorphisms. Secondly, we wanted to
investigate whether there is any relationship between genotypes and clinical/
laboratory findings of PCOS.

We compared CAPN 10-19 and CAPN 10-43 genotypes and allele frequencies in
119 women with PCOS and 136 healthy subjects of comparable age and body
mass index (BMI). The relationship of these genotypes with BMI, insulin

resistance and lipid and hormone profile parameters were also investigated.



vil

The distribution of CAPN 10-19 genotype and allele frequency in control and
PCOS groups were not significantly different. CAPN 10-43 gene polymorphism
investigation shows that A allel frequency is higher in PCOS, and G allele
frequency is higher in the control group. CAPN 10-19 polymorphism does not
have any significant relation to BMI, insulin resistance or lipid or hormone
profile parameters, however, CAPN 10-43 polymorphism in both control and
PCOS groups was strongly associated with these parameters. Insulin resistance,
cholesterol, HOMA (Homeostasis model assesment) and HOMA?2 (Homeostasis
model assesment 2) levels were higher in CAPN 10-43 genotyped PCOS women
compared to GG and GA genotyped PCOS ones. When CAPN 10-43 AA
genotyped controls and PCOS patients were compared, insulin resistance
HOMA, HOMAZ2 and cholesterol levels were significantly increased in the
PCOS groups.

In conclusion, we found no evidence that the CAPN 10-19 gene polymorphism is
associated with PCOS, while our results show that the CAPN 10-43
polymorphism is associated with PCOS and some metabolic disturbances of

syndome.
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1. GIRIS

Polikistik over sendromu (PKOS) tiim kadinlarin %5-10’nu etkileyen endokrin
bozukluklardan biridir [1-3]. PKOS, ilk kez 1935 yilinda Stein ve Leventhal
tarafindan obezite, killanma (hirsutizm), kisirlik (infertilite) ve polikistik over
morfolojisi olan bir kadinda tanimlanmistir [4]. PKOS’lu hastalarda kanda androjen
fazlalig1 ve yumurtlamanin olmamasi anahtar rolii olan bulgulardir. Insiilin direnci ve
obezite ile de siklikla karsilagilmaktadir [5, 6]. Klinik olarak killanma, sebore (yaglh
beze), akne gibi kanda asir1 androjen yiiksekligi klinik bulgular1 yaninda artmis

plazma androjen diizeyinin biri ya da bir ka¢inin kombinasyonu vardir [7].

PKOS, genetik ve c¢evresel faktorlerin etkilesimi ile ortaya cikan ve bireysel
farkliliklardan dolay1 heterojen goriiniim sergileyen ailesel kompleks bir hastaliktir.
Genetik temeli, kalitim sekli heniiz aydinlatilamamistir ve genetik yapis1 tam olarak
aciklik kazanmamistir. Bu nedenle, sendromun gelisiminde farkli metabolik yollarda
aday oldugu diisiiniilen genlerdeki polimorfizmler ¢aligilarak genetik temeli
aragtirilmaktadir [8, 9]. Ayrica PKOS’un genetik temeline yoOnelik c¢alisilan
calismalarda 30’dan fazla gen iizerinde caligilmistir [10]. Bunlardan birisi olan
CAPNI10 genindeki polimorfizminin obezite, insiilin direnci ve tip 2 diabet mellitus

(T2DM) ile iliskili oldugu gosterilmistir [11, 12].

Calismanin ilk amaci, PKOS’lu olgularda CAPN 10 geni SNP 19, 43 polimorfizmleri
calisilarak toplumumuzdaki sikligin arastirilmasi ve sendromla bu polimorfizmin
iliskisinin olup olmadiginin Tiirk hastalarda gosterilmesidir. Ikinci amaci ise
genotipler ile hastaligin baz1 klinik ve biyokimyasal belirtileri arasinda bir baglanti

olup olmadigini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Polikistik Over Sendromu

2.1.1. Tamim

Polikistik over sendromu (PKOS), degisik derecelerde adet diizensizligi, killanma,
akne ve obezite ile seyreden, ilk belirtileri erken ergenlik ¢aginda ortaya ¢ikan kronik
seyreden, gelecekte yasam kalitesini olumsuz etkileyebilen hastaliklara da zemin
hazirlayan kompleks bir hastaliktir [13, 14, 15,16]. Dogurganlik ¢cagindaki kadinlarda
% 5-10’unda, ergenlik donemindeki kizlarda % 3’{inde rastlanmaktadir [17].

Ergenlik donemindeki kizlarda killanma artis1, akne, adet dlizensizligi, obezite, cildin
yaglanmasinda artma, erkek tipi sa¢ dokiilmesi varliginda PKOS’tan siiphe
edilmelidir. Sendromun seyri son derece degisken olup bazen baslangigta bu
bulgulardan sadece bir ya da ikisinin varlig1 s6z konusu olabilmektedir [13, 19, 20].
Erigskin kadinlarda endokrin kokenli kisirligin en sik nedeni olup, endometrium
kanseri, tip 2 diabet, hipertansiyon, aterosklerotik kalp ve damar hastaliklar1 i¢in risk
faktoriidiir. PKOS’lu olgularda obezite, insiilin direnci, kanda leptin hormonun
yiksekligi (hiperleptinemi) ve kanda yag oram1 bozuklugu (dislipidemi) gibi risk
faktorlerinin varligi kalp ve damar hastaliklarina egilimin arttigini diistindirmektedir

[18].

2.1.2. Tarihce

[k olarak 1844 yilinda Cherau, yumurtaliklarda sklerokistik degisiklikler
tanimlamistir. Asir1 androjen yiiksekligi ve insiilin iligkisine ilk kez 1921°de Achard
ve Thiers isimli arastirmacilar dikkati ¢ekmistir [4, 21]. 1935 yilinda Irving F. Stein
ve Micheal Leventhal, 4’ii obez olmak iizere galismaya aldig1 7 polikistik overli
tanimladiklar1 olgularda adet diizensizligi bulgusu adet gérememe (amenore),

kisirlik Oykiisti, killanma ve obezite iceren klinik bulgularla iki yonlii polikistik



overleri tanimlamislar ve uzun bir siire sendrom Stein-Leventhal sendromu olarak

isimlendirilmistir [21].

[k biyokimyasal bozukluk, 1958 yilinda McArthur ve arkadaslari, polikistik overli
kadinlar da idrarda artmis luteinize hormon (LH) diizeyi ve asir1 androjen diizeyi
gbzlemisler. 1970’lerde radyoimmunoassay (RIA) tekniklerinin gelistirilmesiyle
biyokimyasal tan1 daha da 6nem kazanmustir. 1976 yilinda Kahn ve arkadaslar1 ve
1980 yilinda Burghen ve arkadaslari, insiilin direnci ve polikistik over sendromu
arasinda iliski kurarak kilometre tasi olusturmuslardir. Polikistik overlerin
ultrasonografik bulgusu, 1981 yilinda Swanson ve arkadaslar1 tarafindan
gosterilmistir. 1985 yilinda ise Adams ve arkadaglari, polikistik overlerin

ultrasonografik varliginin tan1 kriteri olabilecegini agiklamislardir [21].

2.1.3. Goriilme sikhig1

Polikistik over sendromu goriilme sikligin1 arastiran az sayida ¢alisma mevcuttur.
Dogurgan cagdaki kadinlarin yaklasik % 5- 10" unda PKOS’ u bulunmaktadir. Bu
hastalarin % 50- 65' inde obezite, % 35- 45' inde insiilin direnci ve % 7- 10' unda

insiilinden bagimsiz diabetes mellitus (NIDDM) mevcuttur [22, 23].

Yapilan bir ¢alismada, endokrin poliklinigine bagvuran 175 hasta degerlendirilmis,
adetleri gormeleri azalmis veya hi¢ gérmemeyen hastalarin % 75' inde, adet
gorememe olan hastalarin ise % 30' unda ultrasonografik olarak PKOS goriiniimii
saptanmigtir. Bu kadinlarin % 60' inda killanma mevcut olup, hastalarin % 90' in da

ise LH ve/veya serum androjen degerleri yiiksek bulunmustur [24].

Bu calismayla uyum gosteren bagka bir calismada ise, ultrasonografik kriterler yerine
klinik ve biyokimyasal bulgular ile PKOS tanis1 tespit edilmistir. Calismada adetleri
gormeleri azalmig veya hi¢ gérmemeyen hastalarin % 90' in da, adet goremeyen
hastalarin % 37' sinde, genel olarak da yumurtalik olmamasina bagl kisirlik

(anovulatuar infertilitesi) olan hastalarin % 73' {inde PKOS saptanmistir. Bu



calismada da ultrasonografik bulgular; klinik ve biyokimyasal kriterlerle anlamli bir

uyumluluk gostermistir [25].

Bunlarin yani sira; killanma ve adet diizensizligi olmadan sadece biyokimyasal
olarak asir1 androjen diizeyi olup akne, sa¢ ve deride rahatsizlik (alopesi veya
seboresi) olan kadinlarda da ultrasonografik olarak polikistik ovaryum (PKO) sik
goriilmektedir. Bu nedenlerle yumurtlamasi olan, asir1 androjen diizeyi ve buna bagh
killanma, akne, sa¢ dokiilmesi (alopesi) veya deride yag bezesi olan ve de USG’ de
PKO saptanan hastalar1 PKOS' lu olarak kabul edip etmeme konusu hala tartismalidir
[26].

Diizensiz yumurtlamasi olan bir hasta grubunun uzun siire diizenli adet gorebildikleri
bilinmektedir. Dolayisiyla diizenli yumurtlamasi olan fakat asir1 androjen diizeyi
olan ve USG’ de PKO saptanan hastalart PKOS' nun bir varyanti olarak kabul etmek

miumkindiir.

Hi¢ bir jinekolojik yakinmasi olmayan 257 goniillii kadin iizerinde yapilan bir
calismada, kadinlarin % 22' sinde ultrasonografik olarak PKO saptanmis;
ultrasonografik, klinik ve biyokimyasal bulgular arasinda anlamli bir korelasyon
bulunmustur. Adet diizensizligi, USG’ de PKO saptanan kadinlarin % 75' inde
saptanirken, yumurtaliklar1 normal olan kadinlarin ise sadece % I' inde saptanmustir.
Bu calismada genel olarak USG’ de PKO saptanan kadinlarin yaklasik % 94' {inde,

PKOS gostergesi olan en az bir semptom veya bulgu saptanmigtir [27].

2.1.4. Tam Kkriterleri

PKOS tanis1 klinik muayene ve laboratuar bulgular1 birlikte degerlendirilerek
konulur. PKOS asir1 androjen diizeyi gibi bir durum oldugundan 6ncelikle serum
total testosteron, serbest testosteron ve DHEAS (Dihidroepiandosteron siilfat)

diizeyleri degerlendirilmelidir [28].



Asirt androjen diizeyi olan ergen kizlarda PKOS tanis1 i¢in PKOS’u taklit eden
kadinda erkeksi belirtiler yapan tiimorler (virilizan tiimorler), kanda prolaktin
yiiksekligi (hiperprolaktinemi), NKAH (nonklasik konjenital adrenal hiperplazi-
dogustan bobrek {iistii bezi biliylimesi) ve Cushing sendromu (Kortizol artisi ve
obesite ile birlikte adale gli¢siizliigii, ince deri, potasyum eksikligi, kanda pH artisi,
hipertansiyon, diabet ve hirsutism ile karakterize bir hastalik) dislanmalidir [28].
Klinik gorliniimiin heterojen olmasi ve baska endokrin sorunlarla benzerligi

nedeniyle PKOS tanisi konulabilmesi i¢in pek ¢ok toplant1 yapilmistir [28].

1990 Yili Birlesmis Milletler Uluslararasi Saglik Orgiitii (NIH) Kriterleri

Ik kez 1990 yilinda PKOS tanis1 igin 6zgiin kriterler getirilmistir. Bu tarihten &nce
diizenli adet dongiileri olup klinik veya biyokimyasal asir1 androjen diizeyi bulgular
olan veya yumurtaliklar1 ultrasonda polikistik olarak saptanan kadinlar da PKOS
kapsaminda ele alinmaktaydi [29, 30]. 1990 yilinda Amerika Birlesik Devletleri
Uluslaras1 Saglik Orgiitii’ niin PKOS tanisi i¢in belirledigi kriterler 6nem sirasina
gore (a) androjen yiiksekligi ve/veya kanda anrojen yiiksekligi, (b) kronik
yumurtlamama, (c) bunlarla iliskili prolaktin yiiksekligi, tiroid hastaliklar1 ve
konjenital adrenal hiperplazi (KAH) gibi diger durumlarin dislanmasi, olarak
siralanmaktadir [31]. Bu tanima gore hastada polikistik over goriiniimii olabilir fakat
bu tanisal bir kriter degildir. Amerika Birlesik Devletleri Uluslaras1 Saglik Orgiitii’
nilin kriterlerine gore ii¢ fenotipten bahsedilir: (a) killanma, androjen yiiksekligi ve
yumurtalamada azalma (oligo-ovulasyon), (b) androjen yiiksekligi ve yumurtalamada
azalma (c) killanma ve yumurtalamada azalma. Birlesmis Milletler Uluslarast Saglik
Orgiitii Kriterleri tanimlamasinda ultrasonun yeri yoktu; ¢iinkii o yillarda
ultrasonografi Kuzey Amerika’da yaygin olarak kullanilmiyordu [32]. Amerika
Birlesik Devletleri Uluslarasi Saglik Orgiitii’ niin tanimlamasinda her bir kriterin
tanim1 yeterince acik olarak yapilmamisti fakat yine de bu kriterlerin daha sonra
temel alan biiyiik ¢alismalar sayesinde hastaligin yiiksek goriilme siklig1 [33-36],
insiilin direnci [33, 37, 38] ile iliskisi ve bu kadinlarda yasamlarinin ileriki
donemlerinde Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) gelisme riski gibi degerli bilgiler elde
edilmistir [39, 40].



2003 Rotterdam Amerikan Ureme Dernegi / Avrupa Ureme Dernekleri
(ASRM/ESHRE) Kriterleri

1990 yilindaki Amerika Birlesik Devletleri Uluslarast Saglik Orgiitii’ niin kriterleri,
PKOS’un tanis1 ve énemi konusunda atilmis ilk ve biiylik bir adim olup, bu tarihten
sonra yapilan ¢ok merkezli ¢alismalar i¢in mihenk tasini olusturmustur. Bu tarihten
sonra yapilan uluslararasi kongrelerde PKOS’un daha genis bir spektrumda yer alan
klinik goriiniimlerle ortaya cikabilecegi goriisii hakim olmaya baslamistir [41]. Bu
nedenle 2003 yilinda Rotterdam’da PKOS calisma grubu ile Amerikan Ureme
Dernegi ve Avrupa Ureme Dernekleri, PKOS tanimini yeniden diizenlemis ve
genisletmistir. Bu uzlasmaya goére PKOS ilk olarak yumurtaliklarin islev bozuklugu
olup hiperandrojenizm ve polikistik over morfolojisi bu sendromun esas 6zelliklerini
olusturmaktadir. Bu toplantida PKOS ilk olarak yumurtaliklarin islev bozuklugu
nedeniyle olusan, hipofizden prolaktin salgilayan iyi huylu timoér (prolaktinoma),
KAH veya androjen salgilayan tiimor gibi durumlarin diglanmasi kosulu ile birlikte
asagidaki kriterlerden en az ikisini igeren bir sendrom olarak tanimlanmistir. Bu
kriterler yumurtlamada azalma ve/veya yumurtlama olmamasi, androjen yiiksekligi
klinik ve/veya biyokimyasal isaretleri ve ultrasonografide en azindan bir
yumurtalikta polikistik over goriiniimii olmasi olarak belirtilmektedir [41, 42].
PKOS’un tek bir belirtisinin olmamasi ve tanisi i¢in tek bir testin yeterli olmamasi
nedeniyle, PKOS bir sendrom olarak kabul edilmistir. Insiilin direnci ve yiiksek LH
seviyeleri bu sendromun belirgin 6zelliklerini olusturdugu ve PKOS’un T2DM,
kardiovaskiiler hastalik ve metabolik sendrom ile 6nemli derecede iliskili oldugu
ayrica belirtilmistir [41]. 2003 yilinda PKOS taniminin genisletilmesi ile (a)
yumurtlamada bozukluk olmadan, polikistik overler ile birlikte klinik ve/veya
biyokimyasal androjen fazlalig1 (b) klinik ve/veya biyokimyasal androjen fazlaligi
olmadan, polikistik overler ile birlikte yumurtlamada bozukluk gibi yeni PKOS
fenotipleri ortaya c¢ikmigtir. Klinik spektrumun genislemesi beraberinde, yapilan
calismalar (degerlendirilen populasyonun heterojenitesinin artmasi), klinik pratik
(biitiin bu hastalara ultrasonografi yapilmasi), uzun donem hasta takibi (bu hastalarda
metabolik sendrom gelisme olasiligi nedeniyle uzun dénem takip edilmesinin

ekonomik giderleri) agisindan baz1 dezavantajlar getirmistir [42].



2006 Androgen Fazlalig1 Dernegi (AES) Kriterleri

2003 Rotterdam kriterlerinin dogurdugu dezavantajlar nedeniyle PKOS tanisinin
daha dogru ve daha siki olarak yapilmasinin gerektigi diistiniilmiis ve 2006 yilinda
Androgen Fazlaligi Dernegi kriterleri yaymlanmistir [43]. Androgen Fazlalig
Dernegi kriterleri, literatiirdeki PKOS konusunda uzman olan doktorlarin
yaymlanmig biitiin ¢aligmalar1 derleyerek PKOS’un hastalik sikligi ve fenotipik
etkilerini arastirmistir. Bu ¢alismanin sonucunda PKOS’un birincil olarak androjen
fazlalig1 nedeniyle meydana geldigi kararina varilmistir. Bu kriterlere gore 1990 yili
Birlesmis Milletler Uluslarast Saglik Orgiitii fenotiplerine ek olarak bir fenotip
(yumurtlama islevi bozuklugu olmaksizin, polikistik overler ile birlikte androjen
yiiksekligi) daha eklenmis olup, bu hafif PKOS olarak adlandirilmistir. Ciinkii bu
olgularda, tam PKOS karakterli olgulara gore uzun dénem dogurganlik ve metabolik
etkilerinin olmayabilecegi vurgulanmistir. Fakat bu olgulart i¢eren uzun dénemli
caligmalarin olmadig1 da ayrica belirtilmektedir. Bunun yaninda androjen yiiksekligi
olmadan polikistik overler ile yumurtlama bozuklugu olan kadinlarin metabolik
acidan hastalifa yakalanma riski olup olmadigi da agik degildir. Ciinkii polikistik
over goriiniimii PKOS’lu hastalarda insiilin direncini 6nceden bildirmektedir [44].

Cizelge 2.1°de PKOS tan1 kriterleri 6zet seklinde verilmistir.



Cizelge 2.1. PKOS tani kriterleri [32- 44]

Tanimlama/yil

Tanisal kriterler

Dislama kriterleri

NIH /1990

Her iki kriterin  varhig
gerekli:

1. Klinik (hirsutizmn,
alopesi. akne)
ve/veya
biyokimyasal
hiperandrojenizm
Menstruel
disfonksivon

(]

Komnjenital adrenal hiperplazi
Androjen salgilayan tiimorler
Cushing sendromu
Hiperprolaktinemi

Rotterdam / 2003

En az iki kriterin varlig
gerekli:

1. Klinik (hirsutizin,
akne) ve /veya
biyokimyasal
hiperandrojenizm

2. Ovulatuar
disfonksivon

3. Polikistik over
morfolojisi

Konjenital adrenal hiperplazi
Androjen salgilayan tiimorler
Cushing sendromu

AES /2006

Hiperandrojenizmin klinik ve
/veya biyokimyasal
bulgularinm vani sira birinin
varligi gerekli:
1. Oligo-anovulasyon
2. Polikistik over
morfolojisi

Konjenital adrenal hiperplazi
Androjen salgilayan tiimorler
Cushing sendromu
Hiperprolaktinemi
Androjenik /anabolik ilag
kullanimi

Ciddi insiilin direnci
sendromlari

Tiroid disfonksiyonu

2.1.5. Klinik bulgular

PKOS genellikle ergenlik 6ncesi donemden itibaren baslayan adet diizensizlikleri (az

adet gorme veya hi¢ adet gormeme, uterus kanamasi), asirt androjen bulgulari

(killanma, akne, ciltte yaglanma, androjenik sa¢ dokiilmesi) ve kisirlik ile ortaya

cikmaktadir. Obezite klinige eslik edebilir. Fizik muayenede nadiren sesde

kalinlagma (virilizasyon) bulgular1 ve akne (akantozis nigrikans) saptanabilir. PKOS’

lu olgularda %20’ lere ulasan siklikta adetlerin diizenli olabilecegi de bildirilmistir.

Erken yaslarda daha sik adet diizensizlikleri goriilmekte olup, daha ileri yaslarda ise

killanma ve kisirlik 6n plana ¢ikmaktadir [45].




Killanma (Hirsutizm)

Killanma, kadinlarda viicudun androjenlere hassas bolgelerinde (iist dudak, c¢ene,
gbgis, sirt, bel, st karin, alt karmn, st kol, uyluk) asir1 kalin yapili kil biiyiimesi
olarak tanimlanir. Killanma siklig1 etnik yapiya gore degisiklik gostermekle birlikte
tireme ¢agindaki kadinlarin yaklasik % 5 ile 8’ inde goriilmektedir [46, 47]. Killanma
kadinlarda onemli psikososyal sonuglari olan medikal bir problemdir ve nadiren
hayat1 tehdit eden hastaliklarin bir isareti olabilir. Killanmanin en sik nedenleri
PKOS ve idiopatik hirsutizm (IH)’dir. Daha nadir olarak Cushing Sendromu,
nonklasik konjenital adrenal hiperplazi (NKAH), adrenal ve over tiimorleri

killanmanin sebebi olabilirler [47].

PKOS’ un en belirgin klinik belirtisi hafiften siddetliye kadar degisebilen
killanmadir. Killanma modifiye Ferriman-Gallwey (FG) metodu ile degerlendirilir.
Bu metod ile iist dudak, ¢ene, gogiis bolgesi, sirtin alt ve iist kisimlari, alt ve st
karin, kol ve bacaklarin iist kisimlar1 olmak iizere toplam 9 alanda kil dagilimi 0- 4
arasinda skorlandirilarak toplam FG skoru > 6 killanma olarak tanimlanir. Killarin
biiylime hiz1 klinik olarak 6nemlidir, yavas ve uzun siiredir olmasi, islevsel olusumu,
oysa kalin ve koyu pigmentli killarin hizli sekilde birden ortaya ¢ikmasi siklikla
androjen ireten tlimorii gosterir. PKOS’ da artmis kil gelisimi genellikle yiiziin
yanlarinda, iist dudak ve boyun bolgesine yayilacak sekilde ¢enededir. Gittik¢e artan
androjen yiiksekliginde alin yan tarafi sa¢ dokiilmesi ve erkek tipi kellik olabilir.
Tiroid bezinin az calismas1 (Hipotiroidizm) ve obezite gibi androjenlerin
bioaktivitesini degistiren durumlar da artan kil biiyiimesine neden olabilir. Bu
durumlar SHBG seviyesini diisiirerek kullanilabilir serbest testosteronun artmasina

neden olurlar [48].
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Sekil 2.1. Modifiye Ferriman-Gallwey skorlama sistemi [48]

Adet (Menstruel) Diizensizlikleri

PKOS’lu olgularin jinekolojik olarak en sik bagvuru nedeni adet diizensizligidir. Bu
genellikle diizensiz yumurtlama sonucunda az adet gdrme seklinde ortaya
cikmaktadir. Bu olgularda adet goérme yasi gecikmemekle birlikte, ilk adetler
genellikle diizensizdir. Ileriki yillarda birtakim streslere maruz kalma veya kilo alma
gibi nedenlerden sonra adet gérememe gelisebilir [49]. Obezite periferik Ostrojen
doniislimiinii ve insiilin dilizeyini artirarak LH seviyelerinde yiikselmeye yol

agmaktadir [50].

Balen ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismaya goére PKOS’lu olgularin %30’u diizenli
mestruel dongiiye sahipken, %50’sinde adette azalma ve %?20’sinde adet olmama

bulunmaktadir [51].
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Obezite

PKOS’da obezite goriilme sikligi %40-60 olarak bildirilmektedir [45]. Farkl
tilkelerdeki PKOS hastalarinda obezite goriilme siklig1 farklilik gosterebilir. Obezite
siklikla bel/kalga oraninin arttigi karin bolgesinde yaglanma tipinde obezite olup
PKOS’lu hastalara ek riskler getirmektedir [52]. Normal viicut agirligina sahip
PKOS hastalarinda da agirlik yoniinden eslestirilmis sagliklt kontrollere gore
bel/kalga orani artmistir [53]. 1982°de yapilan bir c¢alismada, obez PKOS’lu
hastalarin %75 de agirliklarinin %10- 15° ni verdiklerinde tedavi gérmeden gebelik

olugmus, bu sonuglar daha sonraki ¢alismalarla da dogrulanmistir [54].

Kiasirlik

Klasik olarak PKOS’da kisirhigin  ilk sebebi yumurtlama olmamasidir.
Yumurtlamamaya neden olan LH asir1 salgilanmasi ile kisirlik arasindaki iliski
sanildigindan daha komplekstir. LH ayrica bilinmeyen bir mekanizma ile erken
gebelik kayiplan ile de iliskili olabilir [55]. Metforminle tedavi edilen kadinlarda ilk
lic ay gebelik kayiplarinda 6nemli bir azalma gosteren ¢alismalarda PKOS’da instilin
direnci ile tekrarlayan gebelik kayiplari arasinda muhtemel iliski ileri stiriilmiistiir

[56].

Akne

Epidermal deri kalinlasmasi (hiperkeratozis) ve dermal fibroblast ¢ogalmasi
(proliferasyonu) ile olusan; en sik olarak ense, deri kivrimlari, dirsek ve dis genital
organda (vulvada) goriilebilen koyu, kadife plaklar seklindedir [57, 58]. Belirgin
artmis pigmentasyona ragmen melanosit sayisinda artma veya melanosit
depolanmasi yoktur. Hiperinsiilineminin varligi ve siddeti ile iligkilidir [59, 60].
PKOS’ da hiperinsiilineminin azaltilmasi1 koyu deri bdlgelerinde iyilesmeyi saglar.

Cizelge 2.2’de klinik bulgular ve sikliklar1 verilmistir.



Cizelge 2.2. PKOS’nda klinik bulgular ve siklig1 [22].
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BULGULAR SIKLIK (%)
Hirsutizm 60-90
Akne 24-27
Obezite 40-60
Infertilite 55-75
Amenore 26-51
Oligomenore 50-90
Regiiler menstriiel siklus 22
Disfonksiyonel uterin kanama 29
Virilizasyon 0-28

2.1.6. Laboratuar bulgularn

Sendroma tek basina tan1 koyduracak bir biyokimyasal test hentiz bulunmamaktadir.

% LH/FSH oran1 menopoz oncesi kadinlarda 1: 1 iken, PKOS’ lu kadinlarda bu

deger 2: 1’ den daha biiytiktiir.

« LH seviyesi artmustir.

¢ FSH seviyesi normal veya normalin altindadir.

% Total testosteron veya serbest testosteron diizeyleri artmistir. Bu test en faydali

test olarak goriilmektedir.

¢ Prolaktin diizeyleri normal veya artmis bulunabilir.

DHEA-S diizeyleri ¢ok az olarak artmis bulunabilir.

Ostrojen seviyesi normal veya yiiksek bulunur.

SHBG seviyesi azalmig bulunur.

Lipit profili: LDL-Kolesterol, Kolesterol ve Trigliserit diizeyleri artmis
HDL diizeyi ise azalmis olarak bulunur.

Glikoz diizeyi artmustir.

Insiilin genellikle artmis bulunur.

Bu testlere ilaveten ultrason ve/veya laproskopi de tani i¢in kullanilmaktadir.
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Laboratuar testleri ayirici tani i¢in de gereklidir.

Adet géormemenin nedenlerini saf dist birakmak igin;

% B-HCG (gebelik)
¢ Prolaktin (hiperprolaktinemi)
¢ TSH (tiroid islev bozuklugu)

Hiperandrojenizmin diger sebeplerini saf dis1 birakmak igin:

«+ DHEA-S
+* Androstenedion

% 17a-OH progesterone

2.1.7. Uzun donem saghk riskleri

Kronik yumurtlamamaya baglh kisirligin en sik nedeni olan PKOS; cok faktorli,
tireme sistemi ile ilgili, metabolik bir sendrom olarak Tip 2 diabet, HDL diisiikligii
LDL yiiksekligi, kardiovaskiiler hastaliklar ve endometrium kanseri gibi uzun donem
saglik riskleri tasimasi nedeniyle giinlimiizde bir halk sagligi problemi olarak 6n

plana ¢ikmaktadir (Sekil 2.2).

Glikoz Tolerans Bozuklugu ve Tip 2 Diyabet

PKOS’1i hastalarda diyabet gelisimi yoniinden risk artis1 bulunmaktadir. Yas, viicut
kitle indeksi, bel ¢evresi ve bel/kalga oraninda artig ve birinci dereceden yakinlarda

diyabet oykiisii PKOS’da diyabet risk faktorleri arasinda sayilabilir [39].

PKOS hastalarinda glikoz toleransinda bozulma ve tip 2 diyabet kombine goriilme
siklig1 degisik ¢aligmalarda % 35- 40 arasinda bulunmustur [39, 61]. Bu nedenlerle
PKOS tip 2 diyabet gelisimi i¢in bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul edilmekte ve
tim PKOS hastalarinda diyabet yoniinden tarama yapilmasit Onerilmektedir.

PKOS’da glikoz dengesi anormalliklerinin belirlenmesinde en iyi metot oral glikoz
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tolerans testidir [62]. PKOS hastalarinin yan sira, anne, baba, kiz kardes ve erkek
kardes olmak {izere tiim birinci dereceden yakinlarin da glikoz dengesi bozukluklari

yoniinden yiiksek risk tasidiklart gosterilmistir [63].

Lipid Profili ve Kardiovaskiiler Hastalik

Kalp hastaligina elverisli ortam olusturan birkag risk faktoriiniin varli§ina dayanarak
PKOS’ lu kadimnlarin kardiovaskiiler hastalik i¢in genellikle artmis risk altinda
olduklarina inanilir. Bu faktorler bozuk glikoz toleransi, android obezite (erkek tipi
obezite), androjen fazlaligi, HDL diistikliigii LDL yiiksekligi ve hipertansiyondur.
Yapilan bir ¢alismada PKOS grubu normal kontrollerden anlamli derecede daha
yiiksek total kolesterol, LDL kolesterol ve trigliserit seviyelerine sahip oldugu
bulundu. Ayrica HDL kolesterol ve ApoAl diizeyleri disiik seviyelerdedir. Lipid
diizeyi degisikliklerinde en 6nemli rol oynayan faktoriin hiperinsiilinemi oldugu
sOylenmektedir [64]. PKOS’ lu kadinlarda hepatik lipaz aktivitesinin artmasindan
dolay1 biiylik lipoprotein partikiillerinin daha kiiciik partikiillere donilisimii
artmaktadir. Bunlar da daha damar tikaniklig1 yapan (aterojenik) 6zelliktedirler. Bu

da bize HDL’ de azalma ve LDL’ de artmay1 aciklamaktadir [65].

PKOS’ lu kadinlarda ayrica fibrin par¢canlanmasinin (fibrinolizisin) giiglii bir
engelleyicisi olan plazminojen aktivatdr inhibitérii (PAI) konsantrasyonu da
artmistir. Bu da tromboz egilimini arttiripp miyokard infarktiisii (MI) gelisimi igin

kolaylastirict bir faktordiir [66, 67].

Geriye doniik yapilan ¢alismalarda kardiovaskiiler hastalik riskinin arttigin1 gésteren
bulgular elde edilmistir. 20- 30 y1l 6nce operasyon ile koni tipi kist ¢ikarilmasi
(ovaryan wedge rezeksiyonu) ile tedavi edilmis PKOS’ lu hastalarin 4 kat daha fazla
hipertansiyon tedavisi gordiigli, 7 kat daha fazla da diabet tanis1 aldig1 yapilan bir
calismada gosterilmistir [68].

Sonu¢ olarak, PKOS kardiovaskiiler hastalik acisindan bir risk faktorii olarak

degerlendirilmelidir.
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Kanser

PKOS’ lu hastalarda kronik karsilanmamis Ostrojen etkisi rahim i¢ yiizeyinin
kalinlasmas1 (endometriyal hiperplazi) ve adenokarsinom riskini arttirabilecek
ozelliklerdir. Ancak PKOS hastalarinda endometriyal kanser sikligimin ya da
endometriyal kansere bagl 6liimlerin artmis oldugu kesin olarak gdsterilememistir
[69]. PKOS ile meme ve yumurtalik kanseri arasindaki ilisiki oldugu giindeme
gelmisse de uzun donem geriye doniik takip ¢aligmalarinda PKOS hastalarinda bu
kanserlerin gelisme riskinde veya neden olduklar1 6liim oraninda artis bulunmamistir
[70]. Meme kanseri ile PKOS’ un iligkisini arastiran c¢aligsmalarin ¢ogu kesin bir

pozitif iliski gostermek i¢in yetersizdir.

Hipertansiyon
Diabet
Koroner kalp hastaligi

Erken ergenlik ) )
hiperkolesterolemi
| | | | | .
| | | | | |
5 10 20 30 40 60
Killanma infertilite
Adet dizensizligi Gebelik diabeti

Gebelik hipertansiyonu

Sekil 2.2. PKOS ile iliskili bulgularin yasa bagli ortaya ¢ikis zamanlar1 [21].

2.1.8. Olus nedeni (Etiyolojisi)

PKOS’un nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte steroid hormon, gonadotropik
hormon {iretimi, androjen saliniminda ifadelenen genlerde polimorfizmler ve glikoz
toleransi, insiilin direnci gibi metabolik bulgular1 igeren biyokimyasal faktorlerle
etkilesim halinde, genetik temelli yumurtalik kaynakli bir bozukluk oldugu

konusunda calisma sonuglart yaygindir [13]. Obezite ve ergenlik gibi g¢evresel
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faktorler insiilin direnci gelisimini uyarmaktadir. PKOS’lu hastalarda insiilin

saliniminda tip 2 diabette olana benzer dengesizlik gozlenir [13, 71, 72] (Sekil 2.3).

Ergenlik > a7 Insilin T

_—y

Androjenler ——» Folikiiler arrest
Killanma Ancovulasyon
Akne
Alopesi

Sekil 2.3. PKOS’un olus nedenleri [72].

2.1.9. Glikoz tolerans bozuklugu ve insiilin direnci

Insiilin direnci, hiperinsiilinemi ve androjen sentezi arasindaki iliski PKOS temel
olugsma mekanizmasin oldugu diistiniilmektedir [73]. Klinik olarak yas ve viicut kitle
indeksine gore eslestirilmis PKOS’lu ve normal olgular, insiilin direnci bakimindan
kiyaslaninca, PKOS’Iu olgularda insiilin direncinin daha fazla olmasi PKOS’da esas
olarak insiilin duyarliliginda bir azalma oldugu kanitlanmistir. PKOS’lu obez
olgularda PKOS’lu zayif olgulara goére insiilin direncinin daha baskin olarak
saptanmast da aslinda obezitenin PKOS’ta birincil olarak insiilin direncine yol

acmadigi, olan insiilin direncini artirdigi seklinde yorumlanabilir [74]. Pratikte,
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insiilin duyarliligini artiran ilaglar, kilo verme gibi koruyucu yontemler insiilin
duyarliligin1 artirip yumurtlama islevini diizeltmeleri, PKOS ile insiilin direnci
arasinda dogrudan bir iliski oldugunu, obezitenin bu iliskiyi arttirdig

kanitlamaktadir.

Hiicresel ve molekiiler calismalar 1s1¢inda insiilin direnci insiilin-reseptor
baglanmasindan sonraki son wuyarict sinyal iletimindeki bozukluklardan
kaynaklandigi diisiiniilmektedir [5]. Insiilin reseptor fosforilasyon
diizenlenmesindeki  genetik anormallikler, insiilin bagimli olmayan serin
fosforilasyonunda artmaya, insiilin bagiml tirozin fosforilasyonunda azalmaya, son
uyarict sinyal iletiminde bozukluga ve sonucta insiilin duyarliliginda azalmaya ve

hiperinsiilinizme yol actig1 belirtilmektedir [5,7].

Yumurtlama olan veya yumurtlama olmayan PKOS’lu kadinlarin teka hiicrelerinden
P450c17 aktivite artisina ikincil olarak androjen sentezi artmistir. P450c17, androjen
sentezinde anahtar enzim rolii [hiz kisitlayic1 basamak] oynamaktadir. Ciinki
yumurtalik sitokrom P450c17’ nin ig¢sel, hem 17a-hidroksilaz hem de 17, 20-liyaz
aktivitesi vardir. PKOS’da bu enzimin aktivite artisina ikincil olarak progesterondan
17a-hidroksiprogesteron sentezi artmistir. Bu enzimin diizenlenmesi serin
fosforilasyonu ile diizenlenmektedir. P450c17’nin serin hiperfosforilasyonu enzimin
17, 20-liyaz aktivitesinde artig olugturmakta ve bu da asir1 androjen iiretimine yol
acmaktadir [75-79]. Serin fosforilasyonundaki asirilik insiilin reseptoriinii de hedef
almakta ve insiilin-reseptor sinyalinde azalmaya yol a¢gmaktadir. Bu bir genetik
bozukluk olup tek bir nedenden dolayr PKOS’ta hem insiilin direnci hem de asir1
androjen salgilnmasina yol agiklanabilmektedir [75, 76]. Fakat fibroblastlar iizerinde
yapilan bir c¢alismada hiperfosforilasyona yol agan tek bir anormal kinaz
saptanamamustir [77]. Ek olarak PKOS’lu olgulardaki hiperinsiilinizmin metformin
ile diizeltilmesi yumurtalik sitokrom P450c17 aktivitesinde azalmaya yol agmakta ve
androjen seviyelerinin diismesini saglamaktadir [78]. Teka hiicrelerindeki androjen

sentezi sekil 2.4.’de sematik olarak ozetlenmistir.
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Teka Hiicresi
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Sekil 2.4. Teka hiicresinde androjen sentezi lizerinde insiilin ve LH’ nin etkileri [78].

Yumurtalikta sentezlenen androjen miktar1 folikiiler gelisim i¢in ¢ok Snemlidir ve
normalde bu sentezin siki bir diizenlemesi vardir. PKOS ‘da bu diizenleme
bozulmakta ve fazla olan androjenler folikiiler tkanmaya yol agmaktadir. Bu durumu
diizeltrmek i¢in hiperinsiilinizm, LH nin [liiteinize edici hormon] etkisini arttirdigi,
LH’nin da teka hiicrelerinde steroid yapidaki (steroidojenik) enzim aktivitesini
artirarak androjen biyosentezini arttirdig1 diistiniilmektedir [80, 81]. Hiperinsiilinemi
insiilin benzeri biiylime faktorii baglayici protein -1 sentezinde dengesizlik yaparak
anormal bolgesel yag yapimina yol agaktadir. Hiperinsiilinizmin hem LH’ y1 arttirip
hem de yumurtalik stromal hiicrelerine dogrudan etki ederek kanda serbest androjen
seviyelerini arttirmasi, [SHBG] diizeyinde azalmaya yol agmaktadir [80]. Insiilin
direnci, bir proteinaz inhibitdrii olan overyan plasminojen aktivator inhibitor -1 [PAI
-1] tizerine dogrudan uyarici etki gostererek folikiiler biiylime ve ¢atlamanin anormal

gelisime yol agabilmektedir [82]. Fakat bu etki agisindan normal veya anovulatuar
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polikistik overlerde anlamli bir fark saptanmamistir [83]. Sonu¢ olarak

hiperinsiilinemi, androjen yiiksekligine yol agmakta ve hiperandrojenizm de folikiiler

gelismeyi bozmakta ve apopitozisi engellemektedir [75] (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Insiilin direnci ve hiperinsiilineminin PKOS taki rolii [75- 83].

PKOS’ Iu olgularda kalga ve karn bdlgesi tipi obezite, insiilin direnci, HDL
diisiikligi LDL yiiksekligi ve hipertansiyon sik goriilmekle birlikte ve bu olgularda
uzun donemde kardiyovaskiiler hastaliklar ve T2DM gelisme riski yiiksektir. [84,
85]. Kesitsel caligmalar, PKOS ile yetersiz kanlanmaya bagli (iskemik) kalp hastaligi
arasinda anlaml bir iligki oldugunu ortaya koymussa da, sonuglar celigkilidir ve bu
bilginin uzun donemli, ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir [84—86]. Metabolik
hastalik riski belirtegleri olarak, insiilin direnci, HDL disiikligi sayilabilir. Ayni

zamanda PKOS’ lu olgularda etkili bir fibrinolizis inhibitéri olan PAI-1
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konsantrasyonunun serum insiilin konsantrasyonuyla dogrudan iligkili olmasi,
miyokard infarktiis riskinin 6nemli bir belirtecidir. PKOS’lu olgularda yetersiz
kanlanmaya bagl kalp hastalig1 belirteglerinden bir tanesi de homosistein yiiksekligi
olabilir [86].

Insulin, PKOS’ta hiperandrojeneminin patogenezinde dogrudan ve dolayli rol oynar.
LH ile sinerjik olarak teka hiicrelerinden androjen sentezini uyarir. Ayni zamanda
hepatik seks hormon baglayici globulin (SHBG) sentezini inhibe eder. Sonug olarak
plazmada dolasan serbest testosteron artar. PKOS’ lu hastalarin 6nemli bir kisminda
saptanan hiperinsulinemi, total testosteron miktart normal veya hafif yiiksekken

serbest testosteronun yliksek olmasini agiklar.

Sekil 2.6.°de PKOS’un hipotalamus-hipofiz ve yumurtalik dongiisii agiklayan

mekanizma anlatilmaktadir.
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Sekil 2.6. PKOS’ta hipotalamus-hipofiz-yumurtalik aks1 [7].
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Yukarda agiklanan veriler 1s18inda PKOS olus nedeninde ana rolii insiilin direnci
oynamaktadir. Bununla birlikte her PKOS’lu olguda insiilin direncinin
gosterilememesi PKOS olusumunda halen tespit edilememis baska faktorlerin de
oldugunu diislindiirmektedir [87, 88]. Bu noktada ¢esitli hipotezler iiretilmistir.
Bunlardan birisi polikistik overli olgularda insiilin direncinin artmasi olabilir [89].
PKOS olusumunda insiilin direnci disinda baska 6nemli faktor veya faktorlerin de rol
oynadig1 diisliniilmektedir. Rol oynayan diger faktor veya faktorler insiilin ile yakin
iligkilidir. Ciinkii tipik PKOS’lu olgularda, insiilin direnci gosterilemese bile, insiilin
duyarlilastirict ilaglarin [metformin, rosiglitazon] tedavide kullanimlari, androjen

seviyelerinde ve yumurtlamada iyilesme saglamaktadir [§7-89] (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. PKOS olusma mekanizmasinda insulin direncinin rolii [7].
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2.1.10. PKOS, insiilin direnci ve diabet

Insiilin direnci, obezitenin derecesine bagl olarak genel populasyonun % 10-25’ini
etkilemektedir. PKOS iireme ¢agindaki kadinlarin % 4-10’unda, T2DM benzer yas
grubunun %2’sinde goriiliir. PKOS’ lu kadinlarin yaklasik % 50-70’inde ve tip 2
diyabetlilerin % 80-100’iinde degisik derecelerde insiilin direnci mevcuttur (90, 39).
PKOS artmis T2DM gelisme riskiyle birliktedir. Bu risk normal populasyona gore 5-
10 kat artmustir [91].

Legro ve arkadaslariin 254 PKOS’ lu hasta ile yaptiklar1 gelecege yonelik bir
calismada obez PKOS’ lularda %31 oraninda BGT (bozulmus glikoz toleransi), %7,5
oraninda diyabet saptanirken, obez olmayan PKOS’ lu grubunda bu oranlar sirasiyla

%10 ve %]1. 5 bulunmustur [39].

T2DM’ lu menopoz oncesi kadinlarin % 27 kadarinda ise PKOS bulunur ki bu
durum, hem insiilin direncinin énemini, hem de T2DM’lu kadinlarin ¢ogunda PKOS’
a yol acan sebebin tek basina insiilin direnci olmadigini vurgulamaktadir. T2DM ve
PKOS arasindaki iligkinin dogast ve mekanizmasi tam olarak anlagilamamis olmakla
beraber, her iki hastaligin gelisiminde asil rolii insiilin direncinin oynadig1 kabul
edilmektedir. Insiilin direnci cesitli klinik fenotiplerde ortaya ¢ikmaktadir. Bazi
instiline direnc¢li kadinlarda birincil olarak androjen fazlaligiyla karakterize PKOS
bulunmakta ve bu hastalarin bir kisminda BGT (bozulmus glikoz toleransi) veya
T2DM tabloya eslik etmekte veya daha sonra gelismektedir. Bazi insiiline direngli
kadinlarda ise androjen fazlalig1 bulgulari sinirlidir ve mutlak surette glukoz toleran
bozulugunun bulundugu T2DM gelismektedir. Diger bazi insiiline direngli
kadinlarda ise metabolik sendrom denilen ve metabolik bozukluklarin daha siddetli
oldugu tablo gelismektedir. Insiilin direncinin farkli klinik tablolarda ortaya
cikmasini belirleyen faktor heniiz bilinmemektedir. Muhtemelen PKOS ve T2DM,
ayni insiiline direngli sendromun farkli klinik sekilleridir ve fenotipik farkliliklar:
yumurtalik veya pankreas seviyesinde rastlantisal genetik bir bozuklugun eslik edip
etmemesine baglhdir. Insiilin direnci ve hiperinsiilinemi olan her hastada PKOS

gelismemesi, yumurtalik islevleri ile ilgili 6zgiin bir bozuklugun rastlantisal olarak
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varhi@ina isaret etmektedir. Diger alternatif bir diisiince ise, PKOS ve T2DM’un
inslilin  duyarliligindaki farkli molekiile-6zgli ve dokuya-6zgii bozukluklarla
karakterize, olus nedeni olarak insiilin direncinin farkli alttiplerinden kaynaklanan,

birbiriyle iliskisiz hastaliklar oldugudur [86].
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2.2. Polikistik Over Sendromu ve Genetik

PKOS, dogurganlik ¢agindaki kadinlarda yaygin bir endokrin ve metabolik bozukluk
olup giiglii bir genetik alt yapisi vardir [92]. Ilk genetik ¢alisma Cooper ve
arkadaglarinin yaptig1 18 hastadan olusan calismadir [93]. Ardindan Givens ve
arkadagslar1 1970’lerde PKOS’ un X’ e bagh kalitim gosterdigini rapor etmislerdir
[94]. Bu ¢alismada PKOS’ un tan1 kriteri olarak, killanma ile birlikte polikistik ve iki
tarafli genislemis yumurtaliklar1 almislardir. Daha sonraki yillarda Ingiltere’de
yapilan ¢alismalarla PKOS’ un otozomal dominant (OD) kalitimina dair yeni bilgiler
elde eklenmistir [3, 95]. Bu calismalardan biri olan Carey ve arkadaslarinin yaptiklar

calismada, % 50 oraninda OD gecis gdsterilmistir [3].

Heterojen bir bozukluk olan PKOS’ da, klinik bilgilerin ¢ogu OD gegcisten
bahsetmesine ragmen, son yapilan calismalarda birden fazla genin hastaligin

olugmasindan sorumlu olabilecegi belirtilmektedir [96, 10].

PKOS’ da heterojen biyokimyasal anormallikler olsa da, genlerin etkisi sonucu
ortaya cikan ve ¢ok iyi bilinen birka¢ ortak biyokimyasal degisiklik bulunur. En
onemli biyokimyasal anormallik, asir1 androjen salgilnmasidir [97]. Bir¢ok
aragtirmada ek olarak adrenal anormallik oldugu sdylense de, androjen fazlaliginin
asil nedeni yumurtaliklarda asir1 iiretimdir. LH baskilanmasi ile androjen
konsantrasyonunda belirgin diislis saglanmasi ve PKOS’ lu kadinlarin yumurtalik
hiicre kiiltiirlerinde, teka hiicrelerinde normal yumurtalikli kadinlara gore 20 kat daha
fazla androstenedion salgilanmasinin saptanmasi bu over kaynakli asir1 iiretimin
kanitlaridir [98, 99]. Ayrica polikistik over teka hiicrelerinde yag sentezlenmesi
(steroidogenez) yolunun biitiin basamaklarinda artis vardir [100]. PKOS’ da teka
hiicrelerindeki bu artmis yag sentezlenmesi, genetik anormalligin bir sonucu olabilir.
Yumurtalik kdkenli androjen fazlaligi LH salgilanmasinin artmasina baghdir [24].
Androjen iiretimi ve metabolizmasinda LH, LH reseptor ve P450 steroidojenik enzim
ve genlerdir (P450scc, P450c17a . gibi). Ayn1 zamanda graniiloza hiicrelerinde

androjenin Ostrojene doniisiimiinde rol oynayan P450 aromatazi kodlayan CYP19 da
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onemlidir [101]. Aile g¢alismalarinda genetik olarak gecen en Onemli bulgunun

androjen fazlalig1 oldugu saptanmaistir.

Klasik sendromda insiilin direnci bulunmaktadir [5]. PKOS’ lu kadinlarda yiiksek
serum glukozu ve insiilini ile beraber insiilin duyarliliginda bir diisiis mevcuttur.
Bunun nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, klinik ve deneysel calismalarinda
insiilin reseptoriine baglanma, postreseptdr sinyal ve insiilin salgilanmasindaki
birincil  anormallikler — gibi  genetik  kokenli  olabilecek  bozukluklardan

bahsedilmektedir.

Holte ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada PKOS’ lu obez bayanlar
zayiflatildiklarinda insiilin hassasiyetlerinde diizelme oldugunu saptamislar; fakat
toplar damara glikoz verildiginde (intravenéz glukoz uygulamasinda) birinci faz
insiilin salgilama cevabinda diizelme olmadigin1 gérmiislerdir [102]. Bu bulgu PKOS
‘un olus nedenlerinin genetik temel kadar ¢evresel ve beslenme faktorlerinin de

onemli rolli oldugunu gostermektedir.

Polikistik over morfolojisinin olugsmasinda énemli genler rol oynar. Polikistik overde

sadece antral folikiiller degil, preantral folikiillerin sayisinda da artig vardir [103,

104]. Erken folikiiler gelisim gonad hormonularini salgilatan hormonlar

(gonadotropinlerden) bagimsizdir. Polikistik overin olusumunda yumurtaliklara bagl

bolgesel faktorler de rol oynar. Erken folikiillogenezde bir¢ok genin rolii (7GF-a
_ailesi, IGF-1 ve Il ve TGF-a gibi) vardir.

Ailelerde yapilan baglanti calismalarinda genler ile hastalik riski arasindaki iligki
aragtirilmaya c¢alisilmistir. Birgok ¢alismada PKOS’ da genetik gecis gosterilmistir.
PKOS ile ilgili 2002°den bu yana yayinlanan bu iliski ¢alismalarinda 42- 331
arasinda degisen sayilarda olgu kullanilmistir [105]. Diger kompleks caligsmalara
gore bu c¢aligmalardaki vaka sayist olduk¢a azdir. Bu nedenle yeterli biiytikliikte
topluluk, kopya ve uygun istatistik metotlarinin kullanildig1 calismalara ihtiyag

vardir.
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PKOS’ un genetik temeline yonelik yapilan ¢alismalarda 30°dan fazla gen iizerinde
calisilmasina ragmen genetik alt yapis1 tam olarak belirlenememistir [9, 10, 101].

Uzerinde en ¢ok calisilan genler asagida siralanmustir :

LH ve LH Reseptor Geni

Son zamanlarda yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada, LH-3 geninde populasyonlar
arasinda belirgin farkliliklar oldugu saptanmig fakat PKOS ile net bir iliski
goriilmemistir [106]. Franks ve arkadaslar1 LH reseptor genindeki bir mutasyonun
PKOS’ da ki androjen fazlaligindan sorumlu olabilecegi yolunda bir hipotez ortaya

koymuslardir [101].

CYPlla (P450scc) Geni

Sitokrom P450, kolesterol yan zincir yaran enzimi (P450scc) kodlar. Hem vaka-
kontrol ¢aligmalarinda, hem de parametrik olmayan baglant1 analizlerinde, CYPIla

5’ diizenleyici bolgesinde polimorfik bir dizi bulunmustur [101].

Gharani ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada, serum testosteron artisi ile
genotipin ¢ok siki baglanti i¢inde oldugu ve (216+) genotipe sahip olanlarda
testosteron konsantrasyonunun yiiksek oldugu belirtilmektedir [107]. PKOS ile
CYPIla iliskisini gosteren iki ¢alismasi daha bulunmaktadir. Pugeat ve arkadaglar
(TTTTA)n polimorfizmi ile androjen diizeyleri arasindaki iligkiyi 88 hasta kadinda
gostermislerdir [108]. Bu arastirmacilar CYP/Ila genotipi pozitif olan killi kadinlarda
PKOS’ un habercisi oldugunu bulmuslardir. Diamanti- Kandarakis ve arkadaslar
CYPI1la genotipinin hem polikistik over hem de total testosteron konsantrasyonu ile

iligkili oldugunu rapor etmislerdir [109].
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CYPI7 (P450ci7a) Geni

Sitokrom P450, 17-hidroksilaz/17,20-liyaz enzimlerini (P450c17a) kodlar. PKOS’da
170-hidroksilaz ve 17- 20 liyaz diizenlenmesindeki anormallikler bildirilmistir [110].
Ilk vaka-kontrol ¢alismalarina gore, CYPI7’nin bir varyant formunun PKOS ile
iligkili oldugu; fakat genotip ve serum testosteron diizeyi ile iliskisi olmadigi

saptanmigtir. Daha biiyiik diger vaka-kontrol ¢alismalarinda da iligski saptanmamistir

[9, 96, 110].

CYP21 (P450c21a) Geni

21-hidroksilaz enzimini (P450c2ia) kodlayan gen olan CYP2I, (KAH) sorumlu
tutulmaktadir. Ancak son yapilan ¢alismalarda, ACTH uyarisina normal 17-OH
Progesteron yanitli PKOS’ lu kadinlarda, artmis siklikta CYP2] gen mutasyonlarina
rastlanmistir. Bu durum PKOS ve KAH arasindaki ayirici tanida soruna yol agmistir

[111, 112].

Diger Steroidogenik Genler

Ne Franks ve arkadaglari, ne de Urbanek ve arkadaslari yaptiklar1 caligmalarda
CYP19 lokusu (P450 aromatazi kodlar) ile PKOS olusumu arasinda iligki
saptamamiglardir [9, 101]. Urbanek ve arkadaslar1 yumurtalik kaynakh
steroidogenezin  tiim  yollarindaki  genleri  arastirmiglar, fakat PKOS

etyopatogenezinde rol oynayan temel faktorii saptayamamislardir [9].

Androjen Diizenleyici Gen

Urbanek ve arkadaslar1 X’ e bagli androjen reseptér geninde, tekrarlayan CAG
polimorfizmi ile PKOS iligkisini gostermek amaciyla 150 olguda ¢alismiglardir [9].
Bununla birlikte Mifsud ve arkadaslar1 tekrarlayan kisa CAG polimorfizmi ile
androjen diizeyleri arasinda ters bir iliski oldugunu bulmuslardir [113]. Yiiz yirmi iki

PKOS’ lu kadinla yapilan bir diger ¢aligmada ise, bu hastalarda normal kadinlara
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gore uzun CAG allellerinin sikligiin anlamli derecede fazla oldugu saptanmustir

[114].

SHBG Geni

Hogenveen ve arkadaslar1 482 PKOS’ lu kadinin 4’tinde SHBG’ yi kodlayan gende
P156L mutasyonu saptamislardir [115]. Xita ve arkadaslart da SHBG’ deki TAAAA
polimorfizmi ile PKOS arasinda iliski oldugunu gérmiisler ve PKOS’ Iu kadinlarda,
normal kadinlara gére 6nemli derecede daha sik uzun TAAAA allelleri bulundugunu

saptamiglardir [116].

Insiilin Salinimi ve Etkisi ile Tliskili Genler (INS-VNTR)

PKOS’ da ki en 6nemli sorumlu lokus INS-VNTR’ dir [117]. INS-VNTR (Insiilin
Variable Number Tandem Repeats), 5° diizenleyici bolgede bulunur ve insiilin gen
ifadesi ile T2DM olusumunda 6nemli rol oynar. Franks ve arkadaglart smif III

allellerin yumurtlama olmayan PKOS’dan sorumlu oldugunu bulmuglardir [101].

Insiilin Reseptor Geni ve Insiilin Reseptor Substrat (IRS- 1 ve IRS-2) Proteinler

Insiilin reseptdr geni, hiperinsiilinemik PKOS ’lu kadinlarda iyi incelenmistir.
Conway ve arkadaslar1 22 hastada insiilin reseptdr genini incelemisler fakat
anormallik bulamamuslardir [118]. Talbot ve arkadaslari da 24 hiperinsiilinemik
PKOS’ lu hastada insiilin reseptdr geninde 6nemli mutasyonlar saptayamamiglardir
[119]. Boylece insiilin reseptdr genindeki mutasyonlarin PKOS’ da ki insiilin

direncinin esas sebebi olmadig1 anlagilmistir.

Son zamanlarda yapilan iki vaka-kontrol ¢aligmasinda, kromozom 19’un kisa kolu
tizerindeki insiilin reseptor genine yakin bir lokus ile PKOS’ un iliskili olabilecegi
gosterilmistir [120, 121]. Bu lokus PKOS’ da insiilin salgilanmasi ve etkisinde
onemli bir isleve sahip olabilir. Ancak bunu kanitlamak i¢in daha fazla ¢alismalara

ihtiyag vardir.
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Benzer ¢alismalar insiilin reseptor substrat- 1 ve 2 (IRS- 1 ve IRS-2) genleri ile de
yapilmis ve desteklenmistir [122, 123]. Az sayida vaka ve kontrol ile Fransa’da
yapilan bir ¢alismada, IRS- 1 ve 2’deki polimorfizmlerle PKOS’ un metabolik
bulgular1 arasinda iliski saptanmistir [123]. Yaklasik 200 vakayi igceren bir Amerikan
calismasinda ise /RS- 1 varyantlar1 ile PKOS arasinda bir iligki bulunmamustir.
Ancak aymi ¢alismada /RS- 2 varyantlari ve glukoz dengesi arasinda bir baglanti

tespit edilmistir [122].

Follistatin Geni

Folikiil olusumunda rol oynayan genlerdendir. Urbanek ve arkadaglari kromozom 5
tizerindeki follistatin lokusunu incelemigler ve beklenmedik bir bigimde PKOS ile

arasinda giiclii bir baglant1 olduguna dair kanitlar elde etmislerdir [9].

Bununla birlikte, son zamanlarda elde edilen bilgiler, mevcut bilgilere daha genis aile
caligmalarindan saglanan bilgiler eklendiginde, bulgularin anlamli olmadigim

belirtmektedir [124].

PPAR- o Geni

PPAR-a, geni kromozom 3q25°de bulunmaktadir. PPAR-a 1 ve 2 olmak iizere iki
izoformu vardir. PPAR-o’ nin transkripsiyonel etkinliginin azalmasi insiilin
duyarliliginin artmasi ile iligkilidir. Kodon 12°de prolinin alanin ile yer degistirmesi
(Prol12Ala) reseptdr etkinliginin kismi kaybina neden olmaktadir. Bu durum PPAR-
a ‘nin transkripsiyonel etkinligini azaltmakta, insiilin duyarliligini arttirmakta ve

T2DM gelisim riskini azaltmaktadir [125].

PKOS’ lu olgularda yapilan g¢alismalarda Pro allelinin PKOS gelisim riskinde
artmaya neden oldugu; Ala allelinin ise PKOS gelisiminden koruyucu oldugu
gosterilmistir [126, 127, 128]. PPAR-a, Prol2Ala polimorfizminin PKOS klinigine
nasil katkida bulundugu tam bilinmemekle birlikte, bunun insiilin direnci {izerinden

olabilecegi ileri siiriilmektedir.
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Hara ve arkadaslar1 PKOS’ lu beyaz kadinlarda Prol2Ala allelinin koruyucu
oldugunu saptarken; Afrika kokenli Amerikali PKOS’ lu kadinlarda bu iliskiyi
saptayamamiglardir  [126]. Orio ve arkadaglar1 PKOS’ da ki obezitenin
etiyopatogenezinde rol oynadigini diistindiikleri PPAR-o, geninin 6. eksonundaki C —
T yer degisimi oramm yiiksek oranda bulurken; Prol2Ala polimorfizminin VKI

lizerine etkisinin olmadigini saptamiglardir [128].

Adiponektin Geni

Adiponektin geni, 3927 kromozomunda yerlesiktir [129, 130]. Dizileri insanlarda
belirlenmis ve insiilin direnci ve dolagimdaki adiponektin konsantrasyonlari ile
iligkisi arastirilmistir [131, 132, 133, 134]. Bir¢ok calismada 2. ekzon da sessiz T-G
(45T>G) ve 2. intron ’da G-T (276G>T) polimorfizmini igeren degisiklikler
gosterilmistir [135, 136, 137, 138]. Son yapilan bir ¢alismada 45T>G polimorfizmi
PKOS’ lu kadmlarda ¢alisilmis ve A*-androstenedion konsantrasyonu ile iligkili

oldugu goriilmistiir [139].

Ozet olarak; PKOS olusma nedenleri tam olarak aydinlatilamamus, fakat genetik
bilesenlerin varligin1 gosteren acgik kanitlarin oldugu, sik rastlanilan kompleks bir
hastaliktir. Simdiye kadar yapilan birgok calismada bazi aday genler iizerinde
durulmus, fakat herhangi bir genin sorumlu olduguna ait net bir sonug
cikarilamamistir. Baglangi¢ bilgilerde P450c17¢, genini kodlayan CYP17 allellerinin
PKOS ile iligkili oldugu belirtilmesine ragmen, bu bulgular daha sonra ardi ardina
yapilan ¢aligmalarda desteklenmemistir. CYP1/a genindeki anormallikler, PKOS’ lu
kadinlardaki hiperandrojenizmde Onemli bir role sahip olsalar da, androjen
biyosentezindeki yollarda rol alan diger enzimlerin de etkisinden dolayi, yag
sentezlenmesinde tek sorumlu faktdr olmadiklar1 goriilmiistiir. Simdiye kadar PKOS’
da ki metabolik anormalliklerden en ¢ok sorumlu oldugu diisiiniilen gen, insiilin gen
VNTR (Variable Number Tandem Repeats) 'dir. Fakat bununla ilgili ilerbilg da
heniiz yetersizdir. Diger aday genler ise, inslilin geni yaninda, kromozom 19
tizerindeki insiilin reseptdr geni ve insiilin reseptor substrat- 1 ve 2’yi kodlayan

genlerdir.
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Heterojen bir sendrom olan PKOS’ da ki birincil anormallikler, genetik olarak da
belirlenmis, androjen asir1 salgilnmast ve buna asir1 LH yanitina neden olan
yumurtalik anormallikler, insiilin direnci ve yumurtalama olmamasidir. Diger genler,
cevresel faktorler (6zellikle nutrisyon) klinik ve biyokimyasal fenotip olusumuna
katkida bulunmaktadir.

Cizelge 2.3’de PKOS’un olusmasinda sorumlu oldugu diisiiniilen aday genler

gosterilmektedir.

Cizelge 2. 3. PKOS’ un sorumlu olabilecek aday genler [157].

Gonadotropin salglanmasim | Androjen tiretinu ve Insiilin salglanmasi ve
tkileyen genler salglanmasim etidleyen genler obeziteyi etkileyen genler

ACTR]I1 (activin receptor 1) | AR (androgen receptor) ADIPO) {adiponectin)
ACTR24A GDFO (growth differentiation | CAPN10 (calpain 10)
ACTR2B factor 9) INSR (insulin receptor)
FSH (follicle-stimulating CYP11A (cytochrome Paso, IRS1 (insulin receptor
hormone receptor) family 11. subfamily A substrate 1)

polypeptide)
FST (follistatin) RS2

CYP17AA
INH A, pa, BB (inhibin IGF1 (insulin-like growth
subunit A_ BA and BB) Bl factor 1)

SHBG (sex hormon binding HSD3B1 (hydroxyl-6-3-steroid IGE?
globulin) dehydrogenase, 3f-and steroid-

iso-merase 1) LEPR (leptin receptor)

LHCGE. (luteinizing OB (leptin)

hormone choriogonadotropin

[NF (tumor necrosis factor)
receptor)

POMC
(procpiomelanccortin)

2.3. Kalpain 10 (CAPN 10) Geni

Kalpain’ler, aktivite gosterebilmek icin Ca™ iyonlarina ihtiya¢ duyan sitoplazmik
sistein proteazlardir [140]. Fizyolojik islevleri tam olarak aydinlatilamamis olmasina

karsin trombosit aktivasyonu, membran fiizyonu, apoptoz, farklilagma, hiicre
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déngiisiiniin devamhlig1 ve sinyal iletimi gibi hiicresel Ca™ diizenleyici faaliyetlerde
bulunmaktadir. Aktivitesinin diizenlenmesindeki bozukluklar sinirsel bozukluklar,

Alzheimer, metastaz gibi patolojilere yol agabilmektedir [140].

Molekiiler calismalar, Kalpain’lerin insandan mikroorganizmalara kadar uzanan
siiper aile oldugunu gostermektedir. Insanlardaki hastaliklar ve Kalpain geni
mutasyonlari arasindaki iliskilerin kesfi nedeni ile {i¢ boyutlu yapilar1 ve Ca™

uyarimli aktivasyon mekanizmalari ¢alisiimaktadir [140, 141].

Kalpain 10’u kodlayan gen, 2. kromozom iizerinde (2q37.3) yerlesiktir [12]. Onbes
ekzondan olusur, 31 kb biiyiikliigiindedir ve T2DM ile ilgili ilk klonlanan gendir [11,
141, 142]. Horikawa ve ekibi 3, 6, 13. intron bdlgelerinde {i¢ ayri polimorfizm
(UCSNP -43,-19,-63) tanimlamiglardir [143].

Kalpain 10 geni, insiilin saliniminda énemli rolii olan bir sistein proteazi kodlar. Bu
gen, tim eriskin ve fetal dokularda ifadelenmektedir. En yiiksek oranda kalp
dokusunda daha sonra pankreas, bobrek ve karaciger olmak iizere farkli diizeylerde
ifadelenmektedir. Kalpain 10a’dan 10h’ ye dek sekiz farkli tipi tanimlanmustir.
Kalpain 10 geninde genetik varyantlar serbest yag asitleri ve insiilin direnci ile
iligkilidir [11]. Calismalar serbest yag asitlerinin, insiilin reseptorlerinin fazla
fosforilasyonu sonucu reseptér kinaz aktivitesini azaltarak insiilin direncini
kuvvetlendiren protein kinaz C’yi aktive ettigini gOstermistir. Bu nedenle, protein
kinaz C’nin negatif diizenlenmesi insiilin reseptdr fosforilasyonunun devamlilig i¢in
onemli bir faktordiir. Kalpain 10’ un 3. intronundaki tek niikleotid polimorfizmi
(UCSNP43), mRNA ifadelenmesini etkiler. Protein kinaz C’nin pozitif

diizenlenmesi, azalmis insiilin sinyali ile sonug¢lanir [144].

Chr 2
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Sekil 2.8.Kalpain 10 Geninin Kromozomdaki Yeri [145]. I
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Sekil 2.9. Kalpain 10 geninin yapis1 [105].
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3. MUTASYON ANALIZINDE MOLEKULER BiYOLOJIDE KULLANILAN
YONTEMLER

3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, 0zglin bir DNA parcasinin primerler tarafindan
yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro bir
yontemdir [146]. 1980°li yillarin ortalarinda Cetus firmasi arastiricilarindan Kary
Mullis tarafindan gelistirilmesinin ardindan temel molekiiler biyolojik arastirmalarda
(klonlama, dizi analizi ve DNA haritalanmas1 gibi) ve bir¢cok hastaligin (orak hiicre
anemisi, kistik fibrozis, “Kirilgan X sendromu, AIDS, l6semi vb.) DNA temeline
dayal1 tanisi i¢in de klinik tipta hizla kullanilmaya baslanmistir. Sekil 3.1°de PZR
cihaz1 goriilmektedir [146].

PZR ile istenilen genlerin ya da DNA dizilerinin, dongiilere baglh replikasyonu
hizlandirilmis bir sekilde gerceklestirilir. Aynen dogal hiicre bdliinmesinde oldugu
gibi, PZR replikasyon siirecini taklit ederek yaklasik 30 dongii sonra segilmis bir
DNA dizisinin asag1 yukar1 milyar katin1 kopyalar [146].

Cogaltma son derece basarili olabildiginden, bazen baslangi¢c kalibinin bir molekiil
kadar az miktarinin bile PZR’da ¢ogaltilabilecegi gosterilmistir. Bundan dolay1 bir
veya daha fazla hedef molekiil temin eden herhangi bir DNA kaynagi prensipte PZR
icin kalip olarak kullanilabilir. Kan, sperm, eski adli o6rnekler, atasal biyolojik
ornekler gibi herhangi bir dokudan veya laboratuardaki bakteriyel kolonilerden veya

faj plaklarindan hazirlanan DNA kalip islevi gorebilir [146].

Bir ¢ift DNA primerinin her biri yaklasik 18- 30 b¢ uzunluga ve benzer G+C
icerigine sahip olmasi gerekmektedir. Boylece primerler benzer sicakliklarda
tamamlayici dizilere tutunabilirler. Kisa oligoniikleotitler i¢in (<25b¢) i¢in baglanma
sicakligl, Tm= 2(A+T)+4(G+C) formiilii kullanilarak hesaplanabilir. Uzun primerler
daha yavas kalip DNA ile eslesirler ve bu da PZR etkinligini diiglirtir. Pratikte 30

niikleotitten daha uzun primerler ¢ok ender kullanilmaktadir [146].
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PZR ile DNA sentezinde kullanilan enzim, kaplica sularinda yasayan Thermus
aquaticus bakterisinden izole edilen yiiksek sicakliklarda uzun siire kararli olan 7aq
DNA polimerazdir. Bu enzim sayesinde, in vitro DNA ¢ogaltilmasinda otomasyona
gecilmis ve ardisik sentez reaksiyonlarinda kisa siirede yiiksek miktarlarda elde

edilmesi miimkiin olmustur [146, 147].

PZR, tek iplikli DNA’y1 kalip alan ve deoksiriboniikleotitleri substrat olarak kullanan
DNA polimeraz enzimi ile gergeklestirilir.  DNA polimeraz, biitin diger
polimerazlar gibi, 5’ 3’ yoOniinde sentez yapar ve senteze baslamasi i¢cin mutlaka
serbest 3’-OH grubuna gereksinim duyar. PZR’da kullanilan oligoniikleotitler
(primerler), enzimin senteze baslamasi igin bu 3°-OH grubunu saglar. Ozetle kalip
DNA, DNA polimeraz, deoksiriboniikleotitler ve oligoniikleotitlerin bulundugu bir
karisim, uygun kosullar saglandiginda, primerler kalip DNA {izerinde kendilerine
tamamlayici olan bolgelerle eslenerek enzimin senteze baslamasi igin baslatict gorev
yaparlar. Daha sonra DNA  polimeraz, primerlerin ucuna  serbest
deoksiriboniikleotitleri ekleyerek tamamlayict DNA ipligini sentezler. Bu karigim,
enzimin verimli ¢alismas1 amaciyla en uygun kosullar1 saglamak i¢in tampon bir

¢Ozelti de hazirlanir [146, 147].
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Sekil 3.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu Cihazi (PZR) .

Verimli bir PZR i¢in (1) denaturasyon, (2) primerlerin baglanmasi, (3) primerlerin
uzamasi, (4) dongii sayisi, (5) PZR makinesinin sicaklik inis ve ¢ikiglarti ¢ok
onemlidir [146]. PZR reaksiyonunun hazirlanmasindan sonra, DNA sentez islemine
gecilir. PZR ile ¢ift zincirli kalip DNA’nin denatiire edilmesi, primerlerin kalip
DNA iizerinde kendilerine tamamlayici olan dizilerle eslesmesi ve primerlerin
uzatilarak yeni DNA ipliginin sentezlenmesi iglemlerinden olusur. Her dongiiniin
sonunda DNA iki katina ¢ikar. Bir PZR reaksiyonu genellikle 30-35 ddngiiden
olusur. PZR islemi sonucunda DNA’nin milyonlarca kopyasi ¢ikarilir [146].

Baglangi¢ denaturasyonu i¢in genomik DNA gibi kaliplarin denature olmasini
saglamak tizere yiiksek sicakliklar (95-100 °C) kullanilir. Ancak PZR sirasinda
genellikle en etkin sicakligin 92-95 °C oldugu saptanmistir. Denaturasyonu ardisik
primerlerin baglanmasi agamasindaki Tm\baglanma sicakligi oraniin saptanmasi,
PZR reaksiyonunun gerceklesebilmesi agisindan oldukg¢a biiyiikk 6neme sahiptir.

Primerlerin uzamasi asamasinda ise genellikle DNA polimerazlarin polimerizasyon
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aktivitesi i¢in en uygun sicaklik derecesi olan 72 °C kullanilir. Uzama asamasi i¢in
cogu zaman iki dakika yeterli olmakla birlikte daha uzun DNA parcalar
cogaltiliyorsa siire arttirilabilir. Sekil 3.2°de PZR sicaklik degisimleri goriilmedir.
[146].

-; OQ DNA DENATURE EDILIR
90 1 M/—\
o 70t
O__’ ”W‘\
| YA

SICAKLIK PRIMERLER BAGLANIR

o]

Sekil 3.2. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Sicaklik Degisimleri.

3.2. Restriksiyon Fragmentleri Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Niikleik asit seviyesinde yapilacak incelemeler icin Restriksiyon Fragmentleri
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) teknigi DNA dizisinde olan degisiklikleri dolayl
olarak belirleyen bir metottur [156]. Restriksiyon enzimleri (RE) ¢ok 6zgiil olarak
DNA’y1 belli bolgelerden keserek genellikle 1.000- 20.000 baz ¢iftlik parcalar
olusturan enzimlerdir. DNA’nin istenilen bolgesi uygun primerlerle ¢ogaltildiktan
sonra DNA enzimler ile kesilir. Daha sonra agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliir.
Etidyum bromiir ile boyanan jelde olusan DNA bantlarinin yeri ve sayisi
kiyaslanarak olusan ¢esitlilige RFLP ad1 verilir. DNA’lar restriksiyon enzimi ya da
restriksiyon endoniikleaz adi verilen enzimlerle kiigiik parcalara ayrilabilmektedir

[156]. Bu enzimler 4- 8 baz ¢ifti uzunlugunda 6zgiin bir dizisini tekrarlanabilir bir
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sekilde keser. DNA’nin RE ile muamelesi sonucunda cesitli uzunlukta DNA

pargalar1 olugmaktadir [156].

3.3. Agaroz Jel Elektrofezi

Elektroforez farkli biiyiikliikte, yiikkte ya da {i¢ boyutlu yapida olan
makromolekiilleri, 6zellikle protein ve niikleik asitleri, ayirmak, saflastirmak ve
molekiil agirliklarin saptamak amaciyla biyokimya ve molekiiler biyolojide yaygin

olarak kullanilan bir yontemdir [156].

Elektroforezde yiiklii molekiillerin, bir elektriksel alan uygulandiginda, s1v1 igeren bir
ortamda hareket hizlar1 karsilagtirilir. Eksi yiiklii DNA molekiilleri (anyonlar), arti
yuklii elektroda (anoda) hareket ederler [156].

200- 50.000 b¢ boyutlar1 arasindaki DNA ve RNA molekiillerini tanimlamakta
kullanilan ~ standart yontem destek ortami olarak agarozun kullanildig1
elektroforezdir. Jel, elektroforez tamponuna konmus agarozun yiiksek sicaklikta
¢oziindiiriilmesi ve ~50°C kadar sogutulmasi ile jel tabaklarina dokiilir. Ayirimi
yapilacak Ornek taraklarla olusturulmus kuyucuklara konur ve ayirim
tamamlanincaya kadar voltaj uygulanir. DNA Ornekleri jel iginde gog¢ eder. Sekil

3.3’de Agaroz Jel Elekroforez tanki ve gii¢ kaynagi goriilmektedir [156].
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Sekil 3.3. Agaroz Jel Elektroforez Tanki ve Gii¢ Kaynagi.

DNA, jeldeki etidyum bromiir kapsamiyla ya da elektroforezden sonra jel etidyum

bromiir ile boyanir. UV DNA goriintiileme sisteminde goriintiilenir [156].
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Materyal

4.1.1. Kan orneklerinin toplanmasi

Bu calismada 119 polikistik over sendromu teshisi konmug (PKOS) hasta ve 136
kontrol olmak iizere toplam 255 kan 6rnegi kullanilmistir. Kan 6rneklerinin temini
Kadin Hastalig1 ve Dogum Klinigi Unitesi Ankara Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi ve Kadin Hastaligi ve Dogum Klinigi Unitesi Giilhane Askeri Tip
Akademisi’nden saglanmistir. Alinacak orneklerinin temininde Giilhane Askeri Tip
Akademisi Komutanlig1 Etik Kurul tarafindan onaylanmig “Bilgilendirilmis Gondillii
olur formu” kullanilmistir (Ek-A, Ek-B). Tiim bireylerden etik kurulda belirtilen ve
onaylanan kosullara bagli kalinarak 9 ml periferik kan alinmistir. Polikistik Over
Sendromunda CAPN 10-19 (Kalsiyum ile Aktive Edilmis Notral Proteinaz 10 SNP
19) ve CAPN 10-43 (SNP 43) Geni Polimorfizmi Siklig1, Bunlarin Insiilin Direnci ve
Klinik Parametreler ile Iliskisi konulu tezde yapilan tiim deneysel calismalar, Gazi
Universitesi Fen- Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii, Molekiiler Biyoloji Anabilim
Dal1 Molekiiler Biyoloji Laboratuarinda gergeklestirilmistir.

4.1.2. Kimyasal maddeler
Kan Orneklerinden DNA izolasyonu Igin Kullanilan Cézeltiler ve Tamponlar
Eritrosit parcalama tamponu: 1,5 M NH4CI, 100 mM NaHCO;, 0,5 M EDTA

(pH:8,0).

Lokosit parcalama tamponu:(STE; sodyum klorid tris EDTA): 10 mM Tris-HCI
(pH: 7,4), 400 mM NaCl ve 2 mM EDTA (pH: 8,0).

Proteinaz K:(20 mg/ml): 0,2 gr proteinaz K, 10 ml TE tamponu.
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%10’ luk Sodyum Dodesil Siilfat: (SDS): 10 gr SDS 100ml steril distile su igerisinde
¢Oziilerek hazirlanmistir.

Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ¢o6zeltisi: Fenol, kloroform ve izoamil alkol
verilen oranlarda karistirilarak elde edilmistir ve kullamlmadan 6nce 24 saat +4°C’de

bekletilmistir.

2M Sodyum asetat (NaCH3CO,) Cozeltisi: 1,64 gr sodyum asetat, 100 ml distile su

icerisinde ¢oziilerek hazirlanmigtir.

%70’1ik ve %95’lik etil alkol ¢ozeltileri

TE ¢ozeltisi: 10 mM Tris (pH: 8,0), 1 mM EDTA (pH: 8,0).
Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Taq polimeraz tamponu 5x: GoTaq Flexi (Promega)

Magnezyum Kloriir (MgCl,): 25 mM (Promega)

Niikleotit Karisimi: 10 mM dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) (Promega)

Taq polimeraz: 5U/ul (Promega)

Primerler: Calismada kullanilan primerler (Cizelge 4.2.2.1 ve 4.2.2.3’de verilmistir).
Agaroz Jel Elektroforezi i¢in Kullanilan Cozeltiler

Tris-Asetik Asit- EDTA (TAE) tamponu (x50) (pH: 8,0): 242 g Tris, 57,1 ml glasial
asetik asit, 0,5 M 100ml EDTA (pH 8,0) distile su igerisinde ¢oziilerek hacim 1000

ml’ye tamamlanmistir.

Agaroz: % 0,8 ve % 2’lik agaroz TAE tamponunda ¢oziilerek hazirlanmistir.
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Yiikleme tamponu: 40 gr siikroz, 0,025 gr bromofenol mavisi, 0,25 gr ksilen siyanol

100 ml distile su i¢erisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Etidyum bromiir: 10 mg/ml

Molekiiler agirlik belirteci (Marker) :100 bg¢’lik (FERMANTAS)

PZR- RFLP i¢in Gerekli Enzimler

Ndel Enzimi: Enzim (FERMANTAS), tampon.

4.2. Metot

4.2.1. DNA izolasyonu

Hastalardan ve kontrol grubundan alinan 9 ml’lik periferik kan 6rnekleri iginde 1 ml
EDTA bulunan tiiplere alinmistir. Tiiplerdeki kanlar hafifce altiist edildikten sonra
50 ml’lik falkon tiiplere aktarilmistir. Uzerlerine hacimlerinin 2,5 kat1 kadar eritrosit
parg¢alama tamponu eklenmistir. Falkon tiipleri de calkalandiktan sonra 20 dk buz
iizerinde bekletilmistir. Ornekler daha sonra 4000 rpm’de 4 °C’de 20 dk santrifiij
edilerek parcalanmis kan hiicreleri ile eritrosit par¢alama tamponunun birbirinden
ayrilmasi saglanmistir. Ardindan istteki siipernatant dokiilerek hacmin 2,5 kati
eritrosit parcalama tamponu yeniden eklenerek santrifiij edilmistir. Bu isleme tiipiin
dibinde parcalanmig kirmizi kan hiicrelerinin {izerinde beyaz Iokosit tabakasi
goriilene kadar devam edilmistir. Siipernatantin dokiilmesinden sonra kalan pelletin
tizerine 1000 pl eritrosit pargalama tamponu ilave edilmis ve vorteksle homojen hale
getirilmigtir. Falkon tiiptinden 200 pl 6rnek 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine alinip
isleme devam edilmis geriye kalan &rnek depolanmistir. Islem yapilacak eppendorf
tiipiine 500 pl STE, 30 ul SDS (% 10’luk), 20 ul Proteinaz K ilave edilmis ve bir
gece 56 °C su banyosunda bekletilmistir. Ikinci giin 6rnegin tizerine 750 pl fenol:
kloroform: izoamil alkol ilave edilmis ve 10 dk elde alt iist edilerek ¢alkalanmistir.

Ardindan érnekler 20 dk buzda bekletilmistir. 4000 rpm’de 4 °C’de 20 dk santrifiij
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edildikten sonra olusan 2 fazdan iist kisim pipet ile yeni bir tiipe aktarilmis, iizerine
de 1:1 oraninda kloroform ilave edilmistir. Ornek 10 dk elde alt iist edilerek
calkalandiktan sonra 20 dk buzda bekletilmistir. 4000 rpm’de 4 °C’de 20 dk santrifiij
edildikten sonra siipernatant yine pipet yardimi ile dikkatlice baska bir eppendorfa
almmustir. Hacmin 1\10’u kadar Na asetat ve toplam hacmin 2 kat1 kadar % 95°lik
etanol ilave edilip DNA iplik¢ikleri beyaz yumak seklinde goriiniir hale gelinceye
dek tiip yavasca alt iist edilmistir. Ornek -20 °C’de 1 gece bekletilmistir. Ugitincii
giin 6rnek 4000 rpm’de 4 °C’de 20 dk santrifiij edildikten sonra sivi kisim
dokiilmiistiir.  Tiipe 500 pl %70’lik etanol ilave edilip 20 dk 4000 rpm’de 4 °C’de
santrifiij edilmistir.  Santrifiij sonrast alkol dikkatlice dokiiliip kurumaya ornek
birakilmistir. 2. Giiniin son asamasinda DNA yumaginin goriiniirliigii oranina gore

100-400 pul araliginda TE ilave edilip 37 °C su banyosunda bir gece bekletilmistir.

4.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

CAPN 10 SNP 19 ve CAPN 10 SNP 43 gen bolgelerinin cogaltilmasinda kullanilan
primerler ve PZR kosullari

CAPN 10-19 ve CAPN 10-43 geninin ¢ogaltilmasi i¢in Ornek basina polimeraz
tamponu, primer, kalip DNA ve Taq enzimi eklenmis ve reaksiyon hacmi steril

distile su ile 50 pl’ ye tamamlanmustir.

Cizelge 4.1. CAPN 10 geninin 6. Intron SNP 19 bolgesinin belirlenmesi igin
kullanilan primerler

CAPN 10 geni 6. intronda SNP 19
F: 5’ -GTTTGGTTCTCTTCAGCGTGCAG -3’
R: 5° — CATGAACCCTGGCAGGGTCTAAG -3’
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Cizelge 4.2. CAPN 10 SNP 19 bolgesini ¢ogaltmak i¢in PZR programi

Tepkime Dongiisii (30 Dongii)

Baglangm Denatiirasyon Hibridizasyon Sentez (Uzama) | Son Sentez
Denatiirasyonu Asamast Asamast Agamast Asamasi
94 °C’de 5 dk 94 °C’de 30 sn | 60 °C’de 60 sn 72 °C’de 90 sn | 72 °C’de 5 dk

Cizelge 4.3. CAPN 10 geninin 3. Intron SNP 43 bélgesinin belirlenmesi igin
kullanilan primerler

CAPN 10 geni 3. intronda SNP 43
F: 5°- GCAGGGTTGGAGCTTGAGAG -3’

R: 5’ - AAGTCAAGGCTTAGCCTCACCTTATA -3’

Cizelge 4.4. CAPN 10 SNP 43 bolgesini ¢ogaltmak i¢in PZR programi

Tepkime Dongiisii (30 Dongii)
Baslanglg Denatiirasyon Hibridizasyon Sentez (Uzama) | Son Sentez
Denatiirasyonu Asamasi Asamasi Asamasi Asamast
94 °C’de 5 dk 94 °C’de30 sn | 55 °C’de 60 sn 72°C’de90sn | 72 C’de 5 dk

4.2.3. Agaroz jel elektroforezi

PZR friinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
kullanilmistir. Jeller etidyum bromid boyanmuistir.
tamponu ile karistirilarak yiiklenmistir.  Ornekler 30 dk 90 V’luk bir voltaj

uygulanarak yiirtitilmiistiir.

Tampon olarak TAE
10 pl PZR fiiriinii yiikleme

Yiiriitme isleminin ardindan PZR iirlinleri Biometra

BioDoc Analyze goriintiileme cihazi ile UV 151k altinda goriintiilenmistir.
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4.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) - Restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizm analizi (RFLP)

CAPN 10 SNP 43 Polimorfizmini Iceren Bolgenin PZR Uriinlerinin Ndel
Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Ndel, Neisseria denitrificans tiriinden elde edilen tip 2 restriksiyon enzimidir. Cift
zincirli DNA’y1 5°-CA | TATG-3’ dizisinden taniyarak kesim yapar. Ndel enzim
kesimi gergeklestirildi ve 37°C ’de 24 saat kesime birakilmistir. Kesim sonuglari
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek, dijital goriintileme sisteminde

degerlendirilmistir.

4.2.5. istatiksel analizler

Istatiksel analizler igin SPSS paket programu kullanilmustir. Cesitli genotipler ve
bunlarin birbiri ile kombinasyonlarint degerlendirmek i¢in Odds Orani (OR) ve %95

giiven araligi (GA) hesaplanmistir. Gruplar arast anlamliligi karsilastirmak igin Ki
kare ()2) testi kullamlmigtir. Klinik ve biyokimyasal parametrelerin

karsilagtirilmasinda Mann- Whitney U testi, parametreler arasinda korelasyon olup
olmadigini degerlendirmek icin Spearman korelasyon testi kullanilmistir. Genotip
dagilimlarinin gergek Mendeliyen populasyonunu yansitip yansitmadigini, yani
Hardy — Weinberg esitligine uyum saglayip saglamadigini kontrol etmek icin

gruplarda normal ve mutant allellerin siklig1 bulunmustur.
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5. BULGULAR

5.1. Klinik ve Laboratuar Bulgular

Calismamizda 255 kadindan kan alinmis ve bunlarin klinik ve laboratuvar bulgular
incelenmistir. Biitiin gruplarda biyokimyasal parametreler aclik glikoz, aclik insiilin,
HOMA (Homeostasis model assesment), HOMA?2 (Homeostasis model assesment
2), LH, estradiol, progesteron, DHEAS (Dihidroepiandosteron siilfat), total kolestrol,
trigliserit ve LDL kolestrol diizeyleri ve diger parametrelere bakilarak incelenmistir.
Incelenen kisilerin, Kronik az adet olma (<8 déngii/y1l) ve/veya killanma;
Ultrasonografide inci kolyesi tarzinda dizilmis 10°dan fazla 2,8 mm’ lik folikiiller,
LH/FSH oranmin 1,5 veya ilizerinde olmasi, Artmis kan androjen diizeylerine
bakilarak doktorlar tarafindan; 119 kisiye PKOS tanis1 konmustur (Yukarida sayilan
kriterlerden en az 2’nin mevcut olmasi, PKOS tanisin1 koymak i¢in yeterlidir;

Rotterdam 2003 Kriterleri).

Kontrol ve PKOS’ lu hastalarda saptanan klinik ve laboratuvar bulgular1 Cizelge 5.
1’de verilmistir. Buna gore, PKOS’lu hastalarda aglik glikoz, aclik insiilin, HOMA,
HOMA2, LH, estradiol, progesteron, DHEAS, total kolestrol, trigliserit ve LDL
kolestrol diizeyleri daha yiliksek, HDL kolesterol diizeyinin ise daha diisiik oldugu

goriilmektedir.

Kontrol grubu en az 1 normal gebelik siireci gecirmis ve saglikli ¢ocuk sahibi olan,
adet diizensizligi ve/veya killanma sikayeti olmayan saglikli kadinlardan
olusturulmustur. Alinan serum/plazma 6rneklerinde; rutin biyokimyasal parametreler
olan aclik kan sekeri, trigliserit, kolesterol, HDL, LDL konsantrasyonlarin 6l¢timii,
rutin hormonal parametreler olan LH, FSH, TSH, ST3 (serbest T3), ST4 (serbest T4),
total testosteron, DHEA-S, insiilin, prolaktin, progesteron, estradiol, 17-OH
progesteron Ol¢iimii yapilmistir. HOMA, HOMA?2 ve viicut kiitle indeksleri

hesaplanmustir.



47

Cizelge 5.1. Kontrol grubu ve polikistik over sendromlu (PKOS) hastalarin klinik ve
laboratuar bulgular1 (ortalama + SS) Nonparametric Mann-Whitney U

Testi
KONTROL (n=136) PKOS (n=119) P
Yas(yil) 29,47+9,9 25.19+£7.25 p>0,05
VKI (kg/m?) 23,39+2,03 23,75+2,23 p>0,05
Aclik glikoz (mg/dl) 84.96+11.17 94.19 £10.27 p<0,05
Aclik insiilin (nU/mL) 10.85+6.25 15.58+5.04 p<0,05
HOMA 2,48+1,57 3,66+1,14 p<0,05
HOMA2 1,39+0,79 1,98+0,62 p<0,05
LH (mlU/mL) 7.054£3.75 11.1944,33 p<0,05
FSH (mlU/mL) 9,23£6,20 10,86+6.03 p>0,05
TSH (ulU/mL) 2.55+1.67 2,29+1.16 p>0,05
ST; (pg/ml) 3.08+0.43 3.23+0,35 p>0,05
ST, (ng/dL) 0.91+0.28 0,91+0.21 p>0,05
Estradiol (pg/mL) 109,54+47,4 114,80+37,73 p>0,05
Progesteron (ng/mL) 4,64+2,97 5,24+3.96 p>0,05
Prolaktin (ng/mL) 13.394+6.84 13.99+6.91 p>0,05
Total Testosteron (ng/mL) 0.45+0.2 0,52+0.19 p>0,05
Serbest Testosteron (pg/mL) 1.88+0.71 1,91£0.71 p>0,05
DHEAS (ug/dL) 162,39+84,87 205,064+95,51 p<0,05
Total Kolesterol (mg/dLl) 150.2+£31.6 169.09+32.23 p<0,05
Trigliserit (mg/dL) 99.46+30.83 107.13+£58.91 p<0,05
HDL Kolesterol (mg/dL) 58.04+18.63 49.38+13.39 p<0,05
LDL Kolestrol (mg/dL) 104.08+25.5 113.05+22.01 p<0,05
17-OH Progesteron (ng/ml) 2.56+1.40 2.36x1.22 p>0,05
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5.1.1. CAPN 10 SNP 19 bdolgesinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
cogaltilmasi

Hastalar ve kontrol gruplarinin kanlarindan DNA izole edildikten sonra uygun
primerlerle polimeraz zincir reaksiyona tabi tutularak CAPN 10 geni 6. Intron SNP-
19 polimorfizmi ihtiva eden bdlgesi c¢ogaltilmistir. PZR {irtinleri agaroz jel
elektroforezde DNA belirteci varliginda yiirtitiilerek. PZR fiiriiniinii uzunlugu 178 ve

146 bg olarak tespit edilmistir (Sekil 5.1).

32 bg¢’lik insersiyon/delesyon nedeni ile ortaya g¢ikan SNP 19 polimorfizmin
genotiplendirmesi dogrudan PZR sonrasinda gergeklestirilen agaroz jel elektroforezi
yontemi ile yapilmustir. Insersiyon tasiyan alel jelde 178 bg, delesyon tasiyan alel ise

146 bg olarak belirlenmistir.

.\
100 be —» 178 be

«— 146 ¢

100 he —»

80be —»

Sekil 5.1. CAPN 10 SNP 19 bolgesi PZR sonuclarinin % 2’lik agaroz jeldeki
gorilintlisti.1: 100 b¢’lik Marker; 2, 3, 5 ve 7: Heterozigot (146/178)
genotip; 6: 146/146 homozigot genotip ve 4: 178/178 homozigot genotip.

CAPN 10 SNP 19 bolgesine ait sonuglar istatistiksel olarak Hardy-Weinberg ve
Pearson’s ¢ift yonlii Ki-Kare ()2) testine gore degerlendirilmistir. Oncelikle SNP 19

polimorfizmi hasta ve kontrol grubuna ait verilerinin Hardy-Weinberg esitligine
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uygunlugu arastirildiginda tiim gruplarin Hardy-Weinberg esitligine uygun oldugu
bulunmustur. Ikinci olarak, bu genin polimorfik dagilimlari bakimindan hasta ve
kontrol grubu istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamistir.

Biitiin PKOS ve kontrollere ait allel dagilimlar ¢izelge 5.2°de verilmistir.

CAPN 10 SNP 19 Genotipi ve Allel Dagilimi

e  Kontrol grubundaki kadinlarin % 36,8 inin 178/178, % 47,8’ inin 178/146 ve %
15,4’ niin 146/146 genotipinde oldugu saptanmistir. Kontrol grubunda 178 bg
alleli goriilme siklig1 % 60,7, 146 bg alleli goriilme siklig1 % 39,3 diir (Cizelge
5.2).

e PKOS hastalarin % 20,2’ sinin 178/178, % 66,4’ {iniin 178/146 ve % 13,4’ {iniin
146/146 genotipinde oldugu saptanmistir. PKOS hastalarinda 178 bg alleli
goriilme siklig1 % 53,6, 146 bg alleli goriilme siklig1 % 26,6°diir (Cizelge 5.2).

e  Kontrol ve PKOS gruplarinin CAPN 10 SNP 19 genotipi ve allel dagilimlar
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (Cizelge

5.2).
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Cizelge 5.2. CAPN 10 SNP 19 genotipi ve allel dagiliminin polikistik over sendromu

(PKOS) ile iliskisi
KONTROL PKOS RO %95 GA Y2 P
(n=136) (n=119)
Genotip
178/178 50 (%36,8) | 24(%202) | 1.0 (ref)
178/146 65 (%47,8) | 79(%664) | 1,673 | 0967-3,876 | 1,01 | 0234
146/146 21 (% 154) | 16 (% 13,4) 1,134 | 1,025-4,237 | 0,87 | 0,673
178/146+146/146 86 (% 63,2) 95 (% 79,8) 0,988 1,245-2,959 | 1,65 | 0,301
Allel
178 165 (% 60,7) | 127 (% 53,6) | 1.0 (ref)
146 107 (% 39,3) | 111 (% 26,6) 1,564 1,131- 3,281 | 0,745 | 0,572

RO = Risk Orani ; GA = Giiven Araliklar1

Hasta ve Kontrol Grubunda CAPN 10 SNP 19 Genotipine Gore Klinik ve Laboratuar
Bulgularinin karsilastirilmasi

32 bg’lik insersiyon/delesyona sahip PKOS’ lu kadinlarda saptanan klinik ve
laboratuar parametrelerinden total kolestrol ve DHEAS’ da istatistiksel agidan
anlamli fark bulunmustur. Fakat diger klinik ve laboratuar parametreler arasinda
istatiksel agidan anlamli bir fark bulunamamistir. Cizelge 5.3’de PKOS grubunda
CAPN 10 SNP 19 geninin genotip dagilimlarina gore klinik ve laboratuar bulgular

verilmigtir.

32 bg¢’lik insersiyon/delesyona sahip saglikli kadinlarda saptanan klinik ve laboratuar
parametrelerinden DHEAS’ da istatistiksel agidan anlamli fark bulunmus, fakat diger
klinik ve laboratuar parametreler arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark
bulunamamistir. Cizelge 5.4’de kontrol grubunda CAPN 10 SNP 19 geninin genotip

dagilimlarina gore klinik ve laboratuar bulgular1 verilmistir.
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Cizelge 5.3. PKOS grubunda CAPN 10 SNP 19 geninin genotip dagilimlarina gore
klinik ve laboratuar bulgular1 (ortalama+ SS) Nonparametric Mann-

Whitney U Testi
178/178 (n=24) 178/146 (n=79) 146/146 (n=16) P
Yas(yil) 24,88+6,97 25,27+7,44 25,31+7,13 p>0,05
VKI (kg/m®) 23,56+1,65 23,7242,32 24,15+2,58 p>0,05
Aclik glikoz (mg/dl) 88,38+6,98 94,87+10,7 99,56+8,5 p>0,05
Aclik insiilin (nU/mL) 15,88+5,11 15,37+4,76 16,18+6,43 p>0,05
HOMA 3,63+1,27 3,64+1,11 3,79+1,15 p>0,05
HOMA2 1,95+0,68 1,98+0,58 2,06+0,73 p>0,05
LH (mlU/mL) 11,35+£3,97 11,26+1,04 9,91+3,93 p>0,05
FSH (mlU/mL) 9,8+3,72 11,26+6,89 10,47+3,93 p>0,05
TSH (ulU/mL) 2,75+1,27 2,08+1,04 2,63+1,41 p>0,05
ST; (pg/ml) 3,25+0,31 3,24+0,37 3,1940,26 p>0,05
ST, (ng/dL) 0,92+0,23 0,91£0,21 0,94+0,17 p>0,05
Estradiol (pg/mL) 112,59+41,27 115,61£38,79 114,11+27,38 p>0,05
Progesteron (ng/mL) 4,484+2,99 4,984+2,86 5,74£3,35 p>0,05
Prolaktin (ng/mL) 16,74£10,26 13,12+5,78 14,14+5,02 p>0,05
Total Testosteron (ng/mL) 0,55+0,21 0,51+£0,19 0,51+0,16 p>0,05
Serbest Testosteron (pg/mL) 1,98+0,78 1,89+0,70 1,94+0,62 p>0,05
DHEAS (ug/dL) 190,3+80,84 210,91+96,17 185,84+74,91 p<0,05
Total Kolesterol (mg/dL) 172,58+37,52 164,38+28,74 187,12474,91 p<0,05
Trigliserit (mg/dL) 103,12+30,8 101,66+47,42 140,12+113,17 p>0,05
HDL Kolesterol (mg/dL) 53,25+13,82 49,06+13,05 45,12+13,73 p>0,05
LDL Kolestrol (mg/dL) 116+22,33 110,24+20,95 122,5424,78 p>0,05
17-OH Progesteron 2,134+0,97 2,33+1,24 2,85+1,37 p>0,05
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Cizelge 5.4. Kontrol grubunda CAPN 10 SNP 19 geninin genotip dagilimlarina gore
klinik ve laboratuar bulgular1 (ortalama+ SS) Nonparametric Mann-

Whitney U Testi
178/178 (n=50) 178/146 (n=65) 146/146 (n=21) P
Yas(yil) 29,5+9,53 28,85+10,1 31,33£10,42 p>0,05
VKI (kg/m®) 23,29+1,94 23,32+42,08 23,8142,12 p>0,05
Aclik glikoz (mg/dl) 83,60+11,10 85,31+10,42 85,67+10,83 p>0,05
Aclik insiilin (nU/mL) 9,70+4,66 10,20+7,05 13,09+6,51 p>0,05
HOMA 2,17+1,15 2,54+1,75 3,04+1,71 p>0,05
HOMA2 1,24+0,59 1,42+0,89 1,68+0,85 p>0,05
LH (mlU/mL) 7,57+4,47 6,61£3,28 7,09+3,18 p>0,05
FSH (mlU/mL) 8,86+5,54 9,29+6,36 10,18+7,19 p>0,05
TSH (ulU/mL) 2,36+1,76 2,48+1,10 3,23+2,61 p>0,05
ST; (pg/ml) 3,02+0,46 3,10+0,42 3,16+0,40 p>0,05
ST, (ng/dL) 0,92+0,33 0,88+0,22 0,95+0,32 p>0,05
Estradiol (pg/mL) 109,76+48,13 108,59+47,39 111,86+47,93 p>0,05
Progesteron (ng/mL) 4,68+3,02 4,7843,04 4,08+2,58 p>0,05
Prolaktin (ng/mL) 12,20+5,24 14,55+7,90 11,2446,03 p>0,05
Total Testosteron (ng/mL) 0,46+0,19 0,44+0,20 0,45+0,19 p>0,05
Serbest Testosteron (pg/mL) 2,01+0,63 1,79+0,74 1,82+0,77 p>0,05
DHEAS (ug/dL) 148,59493,26 179,32+81,25 143,79+64,93 p<0,05
Total Kolesterol (mg/dL) 150,48+31,58 147,88+32,19 156,71+£30,32 p>0,05
Trigliserit (mg/dL) 98,88+31,28 99,25+29,58 101,48+34,86 p>0,05
HDL Kolesterol (mg/dL) 60,38+18,17 57,49+19,86 54,14+15,54 p>0,05
LDL Kolestrol (mg/dL) 105,12+26,43 101,29+25,06 110,24+52 p>0,05
17-OH Progesteron 2,34+1,45 2,59+1,38 2,97+1,31 p>0,05
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5.1.2. CAPN 10 SNP 43 bolgesinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
cogaltilmasi ve restriksiyon fragment uzunluk polimorfizm (RFLP)

Hastalar ve kontrol gruplarinin kanlarindan DNA izole edildikten sonra uygun
primerlerle polimeraz zincir reaksiyona tabi tutularak CAPN 10 geni 3. intron SNP
43 polimorfizmi ihtiva eden bolgesi c¢ogaltilmistir. PZR iiriinleri agaroz jel
elektroforezde DNA belirteci varliginda yiiriitiilerek PZR iiriiniinii uzunlugu 175 bg
olarak tespit edilmistir (Sekil 5.2).

200 he—»

100 be —

Sekil 5.2.CAPN 10 SNP 43 bolgesinin PZR sonuglarinin %2’lik agaroz jeldeki
goriintiisti. 1: 100 be’lik Marker; 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 no’lu kuyular: PZR
trtinleri

43 nolu SNP’i belirlemek i¢in 175 bg¢’lik hastalara ve saglikli kontrollere ait PZR
tiriinleri Ndel restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bolgede Ndel igin tek kesim
noktasi bulunmaktadir. Bu noktada guanin (G) igeren alel Ndel enzimi i¢in kesim
noktas1t icermez. Adenin (A) iceren alel ise, ilgili enzim i¢in kesim noktasi
tagimaktadir. PZR {iriinleri Ndel enzimi ile kesim yapilarak % 3’ liikk agaroz jel
elektroforezde yiiriitiilmiistiir (Sekil 5.3). Kesim sonucu bazi 6rneklerde 175 bg’lik
fragment biiyiikligii tespit edilirken (GG allaline sahip bireyler) bazi 6rneklerde 175,
148 ve 27 b¢’lik ii¢ bant gdzlenmistir (AA allaline sahip bireyler). Homozigot GG
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genotipli bireylerde 175 bg’lik tek bant, GA genotipli heterozigot bireylerde 175, 148
ve 27 bg¢’lik lic bant, AA genotipli homozigot bireylerde 148 ve 27 bg’lik iki bant
olugmustur. 27 b¢’lik bant agaroz jelde goriintiilenemedigi icin degerlendirme 175 ve

148 b¢’lik bantlarin varligina gore yapilmistir (Sekil 5.3).

«— 175h¢

200 be —» <— 148 he

100 he —

Sekil 5.3. Ndel enzimle kesim sonuglarinin % 3’liik agaroz jeldeki goriintiisii. 1: 100
b¢’lik Marker, 2: Kesim yapilmamig PZR {iriinii; 3, 6 ve 10: GA genotipli
heterozigot bireyler; 4, 5, 7, 8,11: GG genotipli homozigot bireyler; 9:
AA genotipli homozigot birey

CAPN 10 SNP 43 gen bolgesine ait sonuglar istatistiksel olarak Hardy-Weinberg ve
Pearson’s ¢ift yonlii Ki-Kare (2) testine gére degerlendirilmistir. Oncelikle CAPN
10 SNP 43 (G/A) degisiminin, hasta ve kontrol grubuna ait verileri Hardy-Weinberg
esitligine uygunlugu arastirildiginda tiim gruplarin Hardy- Weinberg esitligine uygun
oldugu bulunmustur. Ikinci olarak, bu genin polimorfik dagilimlari hasta ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli fark bulunmustur.

Biitiin PKOS ve kontrollere ait allel dagilimlar ¢izelge 5.5°de verilmistir
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CAPN 10 SNP 43 Genotipi ve Allel Dagilimi

Kontrol grubundaki kadinlarin % 63,2 sinin GG, % 32,4’ {iniin GA ve % 4,4’
niin AA genotipinde oldugu saptanmistir. Kontrol grubunda G alleli goriilme
siklig1 % 79,4, A alleli goriilme siklig1 % 20,4’ diir (Cizelge 5.5).

PKOS hastalarin % 33,6’ smnin GG, % 47,1 inin GA ve % 19,3’ {iniin AA
genotipinde oldugu saptanmistir. PKOS hastalarinda G alleli goriilme sikligt %
57,2, A alleli goriilme siklig1 % 42,9°dur (Cizelge 5.5).

Kontrol ve PKOS gruplarinin CAPN 10 SNP 43 genotipi ve allel dagilimlari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (Cizelge 5.5).

PKOS hasta grubuna ait dagilimlar kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim
genotip ve alleller istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p < 0,05)

(Cizelge 5.5).

Cizelge 5.5. CAPN 10 SNP 43 genotipi ve allel dagiliminin polikistik over sendromu

(PKOS) ile iliskisi

KONTROL PKOS RO %95 GA x2 P

(n=136) (n=119)

Genotip(%)
GG 86 (% 63,2) 40 (% 33,6) 1.0(ref)
GA 44 (% 32,4) 56 (% 47,1) 0,567 0,291- 1,34 3,13 0,032
AA 6 (% 4,4) 23 (% 19,3) 0,462 0,121- 1,23 1,01 0,059
GA+AA 50 (% 36,8) 79 (% 66,4) 0,613 0,311- 1,07 2,13 0,045
Allel (%)
G 216 (% 79,4) 136 (% 57,2) 1.0 (ref)
A 56 (% 20,4) 102 (% 42,9) 0,652 0,398- 1,12 2,21 0,039

RO = Risk Orani ; GA = Giiven Araliklar1
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Hasta ve Kontrol Grubunda CAPN 10 SNP 43 Genotipine Gore Klinik ve Laboratuar
Bulgularinin karsilastirilmasi

CAPN 10 SNP 43 (GG), (GA) ve (AA) genotipine sahip PKOS’ lu kadinlarda
saptadigimiz klinik ve laboratuar parametrelerinden aglik insiilin, HOMA, HOMA2,
total kolestrol ve trigliseritde istatistiksel agidan anlamli fark bulunmustur. Diger
klinik ve laboratuar parametreler arasinda istatiksel acidan anlamli bir fark
bulunamamistir. Cizelge 5.6’da PKOS grubunda CAPN 10 SNP 43 geninin genotip

dagilimlarina gore klinik ve laboratuar bulgular1 verilmistir.

CAPN 10 SNP 43 (GG), (GA) ve (AA) genotipine sahip saghkli kadinlarda
saptadigimiz klinik ve laboratuar parametrelerinden arasindaki istatistiksel agidan
anlamli bir fark bulunamamistir. Cizelge 5.7°de kontrol grubunda CAPN 10 SNP 43

geninin genotip dagilimlarina gore klinik ve laboratuar bulgular1 verilmistir.

Ayrica c¢aligma kapsaminda incelenen PKOS ve saglikli bireylerin listesi ve

mutasyon tipleri ¢izelge 5.8” de verilmistir.
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Cizelge 5.6. PKOS grubunda CAPN 10 SNP 43 geninin genotip dagilimlarina gore
klinik ve laboratuar bulgular1 (ortalama+ SS) Nonparametric Mann-

Whitney U Testi
GG (n=40) GA (n=56) AA (n=23) P
Yas(yil) 25,28+8,76 26,07+6,53 22,9145,66 p>0,05
VKI (kg/m®) 23,88+2,12 23,78+2,18 23,41+2,57 p>0,05
Aclik glikoz (mg/dl) 90,98+12,02 96,73+8,65 93,61£9,32 p>0,05
Aclik insiilin (nU/mL) 9,4243,46 10,3745,12 18,7+6,74 p<0,05
HOMA 2,90+0,77 3,36+1,19 3,55+1,37 p<0,05
HOMA2 1,56+0,45 1,940,62 2,23+0,79 p<0,05
LH (mlU/mL) 11,7745,03 11,04+4,03 10,75+3,64 p>0,05
FSH (mlU/mL) 11,37+8,87 10,94+4,17 9,8+3,24 p>0,05
TSH (ulU/mL) 2,241 2,57+1,23 1,78+0,92 p>0,05
ST; (pg/ml) 3,29+0,41 3,24+0,29 3,14+0,35 p>0,05
ST, (ng/dL) 0,87+0,2 0,97+0,23 0,89+0,14 p>0,05
Estradiol (pg/mL) 118,27+43,7 114,82+36,96 108,71+£27,8 p>0,05
Progesteron (ng/mL) 4,3942,53 5,51£3,54 4,74+1,61 p>0,05
Prolaktin (ng/mL) 13,36+7,46 14,63+6,37 13,52+7,37 p>0,05
Total Testosteron (ng/mL) 0,5+0,2 0,51+0,15 0,58+0,25 p>0,05
Serbest Testosteron (pg/mL) 1,84+0,68 1,9+0,63 2,08+0,9 p>0,05
DHEAS (ug/dL) 214,58+87,16 192,31+£93,17 210,87+91,09 p>0,05
Total Kolesterol (mg/dL) 155,85+33,48 160,29+33,35 177,74+25,98 p<0,05
Trigliserit (mg/dL) 90,95+51,22 117,34+66,96 96,48+47,43 p<0,05
HDL Kolesterol (mg/dL) 48,78+13,4 49,02+12,81 51,3+15,13 p>0,05
LDL Kolestrol (mg/dL) 104,35+£23,96 117,93£20,5 116,3£17,89 p>0,05
17-OH Progesteron 2,24+1,16 2,54+1,26 2,13+1,2 p>0,05




58

Cizelge 5.7. Kontrol grubunda CAPN 10 SNP 43 geninin genotip dagilimlarina gore
klinik ve laboratuar bulgular1 (ortalama+ SS) Nonparametric Mann-

Whitney U Testi
GG (n=86) GA(n=44) AA(n=6) P
Yas(yil) 29,79+10,18 29,30+9,73 26,17+7,57 p>0,05
VKI (kg/m?) 23,42+1,89 23,47+2,36 22,2+1,07 p>0,05
Aclik glikoz (mg/dl) 85,73+10,69 83,27+10,53 81,17+11,92 p>0,05
Aclik insiilin (nU/mL) 11,49+6,13 10,1146,62 6,96+2,54 p>0,05
HOMA 2,67+1,62 2,21+1,48 1,98+0,84 p>0,05
HOMA2 1,48+0,79 1,29+0,82 1,39+0,38 p>0,05
LH (mlU/mL) 7,02+3,77 7,01+£3,82 7,56+3,43 p>0,05
FSH (mlU/mL) 9,36+5,95 9,37+6,98 9,09+2,06 p>0,05
TSH (ulU/mL) 2,48+1,64 2,58+1,39 3,16+3,39 p>0,05
ST; (pg/ml) 3,04+0,44 3,16+0,4 3,07+0,45 p>0,05
ST, (ng/dL) 0,89+0,31 0,93+0,17 0,92+0,46 p>0,05
Estradiol (pg/mL) 106,48+46,71 118,99+50,19 100,08+13,76 p>0,05
Progesteron (ng/mL) 4,53+2,8 4,9843,24 3,65+1,98 p>0,05
Prolaktin (ng/mL) 12,34+6,23 14,947,778 12,45+6,57 p>0,05
Total Testosteron (ng/mL) 0,45+0,2 0,44+0,19 0,47+0,22 p>0,05
Serbest Testosteron (pg/mL) 1,9+0,7 1,78+0,72 2,01+0,8 p>0,05
DHEAS (ug/dL) 162,8+91,69 165,09+75,62 159,67+20,54 p>0,05
Total Kolesterol (mg/dL) 152,78+33,57 147,14+28,4 135,67+20,54 p>0,05
Trigliserit (mg/dL) 102,37+30,11 94,98+31,95 90,5+32,61 p>0,05
HDL Kolesterol (mg/dL) 60,12+17,21 53,93+21,38 58,33+13,56 p>0,05
LDL Kolestrol (mg/dL) 106,45+26,37 99,86+24,33 101+19,73 p>0,05
17-OH Progesteron 2,52+1,42 2,61+1,39 2,64+1,55 p>0,05
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Cizelge 5.8. Calisma kapsaminda incelenen PKOS ve saglikli bireylerin listesi ve

mutasyon tipleri

Olgu No PKOS/Saghkh CAPN 10-19 CAPN 10-43
1 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
2 PKOS Heterozigot Heterozigot
3 PKOS Heterozigot Heterozigot
4 PKOS Heterozigot Heterozigot
5 PKOS Heterozigot Heterozigot
6 PKOS Heterozigot Heterozigot
7 PKOS Heterozigot Heterozigot
8 PKOS Heterozigot Heterozigot
9 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
10 PKOS Heterozigot Heterozigot
11 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
12 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
13 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
14 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
15 PKOS Heterozigot Heterozigot
16 PKOS Heterozigot Heterozigot
17 PKOS Heterozigot Heterozigot
18 PKOS Homozigot Mutant Heterozigot
19 PKOS Heterozigot Heterozigot
20 PKOS Heterozigot Heterozigot
21 PKOS Heterozigot Heterozigot
22 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
23 PKOS Heterozigot Heterozigot
24 PKOS Homozigot Normal Heterozigot
25 PKOS Homozigot Normal Heterozigot
26 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
27 PKOS Heterozigot Heterozigot
28 PKOS Homozigot Mutant Heterozigot
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Cizelge 5.8.(Devam) Calisma kapsaminda incelenen PKOS ve saglikli bireylerin
listesi ve mutasyon tipleri

Olgu No PKOS/Saghkh CAPN 10-19 CAPN 10-43
29 PKOS Homozigot Mutant Heterozigot
30 PKOS Homozigot Normal Heterozigot
31 PKOS Heterozigot Heterozigot
32 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
33 PKOS Heterozigot Heterozigot
34 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
35 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
36 PKOS Homozigot Mutant Heterozigot
37 PKOS Homozigot Mutant Heterozigot
38 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
39 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
40 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
41 PKOS Homozigot Mutant Heterozigot
42 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
43 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
44 PKOS Heterozigot Heterozigot
45 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
46 PKOS Homozigot Mutant Heterozigot
47 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
48 PKOS Homozigot Normal Heterozigot
49 PKOS Homozigot Mutant Heterozigot
50 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
51 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
52 PKOS Homozigot Normal Heterozigot
53 PKOS Homozigot Mutant Heterozigot
54 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
55 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
56 PKOS Homozigot Normal Heterozigot
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Cizelge 5.8.(Devam) Calisma kapsaminda incelenen PKOS ve saglikli bireylerin
listesi ve mutasyon tipleri

Olgu No PKOS/Saghkh CAPN 10-19 CAPN 10-43
57 PKOS Homozigot Mutant Heterozigot
58 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
59 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
60 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
61 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
62 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
63 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
64 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
65 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
66 PKOS Heterozigot Heterozigot
67 PKOS Homozigot Mutant Heterozigot
68 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
69 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
70 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
71 PKOS Heterozigot Heterozigot
72 PKOS Heterozigot Heterozigot
73 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
74 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
75 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
76 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
77 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
78 PKOS Homozigot Normal Homozigot Mutant
79 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
80 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
81 PKOS Homozigot Normal Homozigot Mutant
82 PKOS Homozigot Normal Homozigot Mutant
83 PKOS Homozigot Mutant Homozigot Mutant
84 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
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Cizelge 5.8. (Devam) Calisma kapsaminda incelenen PKOS ve saglikli bireylerin
listesi ve mutasyon tipleri

Olgu No PKOS/Saghkh CAPN 10-19 CAPN 10-43
85 PKOS Homozigot Normal Heterozigot
86 PKOS Heterozigot Heterozigot
87 PKOS Heterozigot Heterozigot
88 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
89 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
90 PKOS Homozigot Mutant Homozigot Mutant
91 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
92 PKOS Homozigot Mutant Heterozigot
93 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
94 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
95 PKOS Homozigot Mutant Heterozigot
96 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
97 PKOS Heterozigot Heterozigot
98 PKOS Heterozigot Heterozigot
99 PKOS Homozigot Mutant Homozigot Mutant
100 PKOS Heterozigot Heterozigot
101 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
102 PKOS Heterozigot Heterozigot
103 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
104 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
105 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
106 PKOS Heterozigot Heterozigot
107 PKOS Heterozigot Heterozigot
108 PKOS Heterozigot Heterozigot
109 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
110 PKOS Heterozigot Heterozigot
111 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
112 PKOS Homozigot Normal Homozigot Normal
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Cizelge 5.8.(Devam) Calisma kapsaminda incelenen PKOS ve saglikli bireylerin
listesi ve mutasyon tipleri

Olgu No PKOS/Kontrol CAPN 10-19 CAPN 10-43
113 PKOS Heterozigot Heterozigot
114 PKOS Heterozigot Heterozigot
115 PKOS Heterozigot Heterozigot
116 PKOS Heterozigot Heterozigot
117 PKOS Heterozigot Homozigot Normal
118 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
119 PKOS Heterozigot Homozigot Mutant
120 Kontrol Homozigot Normal Heterozigot
121 Kontrol Heterozigot Heterozigot
122 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
123 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
124 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
125 Kontrol Homozigot Normal Heterozigot
126 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Mutant
127 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
128 Kontrol Homozigot Normal Heterozigot
129 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
130 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
131 Kontrol Heterozigot Heterozigot
132 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
133 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Mutant
134 Kontrol Homozigot Normal Heterozigot
135 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
136 Kontrol Homozigot Mutant Heterozigot
137 Kontrol Heterozigot Heterozigot
138 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
139 Kontrol Homozigot Mutant Heterozigot
140 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Mutant




64

Cizelge 5.8.(Devam) Calisma kapsaminda incelenen PKOS ve saglikli bireylerin
listesi ve mutasyon tipleri

Olgu No PKOS/Kontrol CAPN 10-19 CAPN 10-43
141 Kontrol Heterozigot Heterozigot
142 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
143 Kontrol Homozigot Mutant Heterozigot
144 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
145 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
146 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
147 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
148 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
149 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
150 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
151 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
152 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
153 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
154 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
155 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
156 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
157 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
158 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
159 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
160 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
161 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
162 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
163 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
164 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
165 Kontrol Heterozigot Heterozigot
166 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
167 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
168 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
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Cizelge 5.8. (Devam) Calisma kapsaminda incelenen PKOS ve saglikli bireylerin
listesi ve mutasyon tipleri

Olgu No PKOS/Kontrol CAPN 10-19 CAPN 10-43
169 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
170 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
171 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
172 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
173 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
174 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
175 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
176 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
177 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
178 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
179 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
180 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
181 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
182 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
183 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
184 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
185 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
186 Kontrol Heterozigot Heterozigot
187 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
188 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
189 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
190 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
191 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
192 Kontrol Heterozigot Heterozigot
193 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
194 Kontrol Heterozigot Heterozigot
195 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Mutant
196 Kontrol Heterozigot Heterozigot
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Cizelge 5.8. (Devam) Calisma kapsaminda incelenen PKOS ve saglikli bireylerin
listesi ve mutasyon tipleri

Olgu No PKOS/Kontrol CAPN 10-19 CAPN 10-43
197 Kontrol Homozigot Normal Heterozigot
198 Kontrol Homozigot Normal Heterozigot
199 Kontrol Heterozigot Heterozigot
200 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
201 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
202 Kontrol Heterozigot Heterozigot
203 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
204 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
205 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
206 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
207 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
208 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
209 Kontrol Homozigot Normal Heterozigot
210 Kontrol Homozigot Normal Heterozigot
211 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
212 Kontrol Heterozigot Heterozigot
213 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
214 Kontrol Heterozigot Heterozigot
215 Kontrol Heterozigot Heterozigot
216 Kontrol Homozigot Normal Heterozigot
217 Kontrol Heterozigot Heterozigot
218 Kontrol Homozigot Normal Heterozigot
219 Kontrol Heterozigot Heterozigot
220 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
221 Kontrol Homozigot Normal Heterozigot
222 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
223 Kontrol Heterozigot Heterozigot
224 Kontrol Heterozigot Heterozigot
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Cizelge 5.8.(Devam) Calisma kapsaminda incelenen PKOS ve saglikli bireylerin
listesi ve mutasyon tipleri

Olgu No PKOS/Kontrol CAPN 10-19 CAPN 10-43
225 Kontrol Heterozigot Heterozigot
226 Kontrol Heterozigot Heterozigot
227 Kontrol Heterozigot Heterozigot
228 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
229 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Normal
230 Kontrol Heterozigot Heterozigot
231 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
232 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
233 Kontrol Heterozigot Heterozigot
234 Kontrol Heterozigot Heterozigot
235 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
236 Kontrol Heterozigot Heterozigot
237 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
238 Kontrol Heterozigot Heterozigot
239 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
240 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
241 Kontrol Heterozigot Heterozigot
242 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
243 Kontrol Heterozigot Heterozigot
244 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
245 Kontrol Heterozigot Heterozigot
246 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Mutant
247 Kontrol Heterozigot Homozigot Normal
248 Kontrol Homozigot Mutant Homozigot Mutant
249 Kontrol Heterozigot Heterozigot
250 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
251 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
252 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
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Cizelge 5.8. (Devam) Calisma kapsaminda incelenen PKOS ve saglikli bireylerin
listesi ve mutasyon tipleri

Olgu No PKOS/Kontrol CAPN 10-19 CAPN 10-43
253 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
254 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
255 Kontrol Homozigot Normal Homozigot Normal
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6. TARTISMA VE SONUC

PKOS, genetik ve gevresel faktorlerden etkilenen ve bireysel farkliliklardan dolay1
heterojen goriiniim sergileyen, kompleks bir sendromdur [8,9]. Sendromun ilk
belirtileri ergenlik doneminde ortaya ¢ikmaktadir. Ergen kizlarda, killanma artisi,
akne, adet diizensizligi ve obezite bulgular1 bulunmaktadir. PKOS, erigkin bireylerde
ise, T2DM, hipertansiyon, kalp damar hastaliklar1 ve endokrin kokenli kisirligin en

stk nedeni olarak gosterilmektedir [18].

PKOS, genetik faktorlerin etkisiyle ortaya ¢iktigi i¢in, sendromun temelinde rol
oynayan (steroid hormon sentezi ve faaliyetinde yer alan, karbonhidrat
metabolizmast ve enerji homeostasisinde yer alan, gonadotropin faaliyetinde ve
diizenlenmesinde yer alan ve insiilin metabolizmasinda yer alan) genlerdeki

polimorfizmler, genetik temelin aydinlatilmasinda 6nemli yer tutmaktadir [71].

PKOS’ta CAPN 10 geni arasindaki baglantiya dair ilk deliller Ingiltere’de yapilan
caligmalarda ileri siiriilmiistiir. Bu ¢alismalarda -44 aleli ile PKOS yatkinlig1 arasinda
belirgin bir baglanti oldugu Onerilmistir. Ancak, sonradan yapilan daha genis
kapsamli ¢alismalarda bu 6neri dogrulanmamistir [123]. Bir ¢alismada, -43 ve 11 bg
uzakliktaki -44 polimorfizminin transkripsiyonel diizenlemede ‘gii¢lendirici’ benzeri

element gorevi listlendikleri onerilmektedir [143, 148].

Avrupa kokenli hasta ve kontrol grubundan olusan bir ¢alismada, CAPN 10 genine
ait polimorfizmler ve PKOS iliskisi arastirilmistir. CAPN 10 geni ile PKOS arasinda
herhangi bir baglanti kurulamadig1 gosterilmistir [105]. Bu gen ile T2DM arasindaki
iliskiden yola ¢ikilarak yapilan ¢alismalardan -44, -43, -19, -63 polimorfizmlerinin
T2DM’a yatkinlik sagladigi bilinmektedir. PKOS ve tip 2 diabet arasindaki
fizyolojik ve epidemiyolojik benzerlikler, her iki hastaligin ayni olusma nedenini
paylastigin1 6nermektedir. Bazi arastirmalar bu ortak mekanizmalarin bir bolimiiniin
kalitsal oldugunu gostermektedir [117, 149, 150, 151]. CAPN 10 geni
diizenlenmesinin veya degismis islevinin T2DM olusturma mekanizmast agik

degildir. Ancak, bu proteazin normal insiilin saliniminda rolii oldugu ydniinde
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oneriler vardir. Eger bu oneriler dogrulanirsa, sonug, bozulmus CAPN 10 islevinin
PKOS’a kiyasla T2DM’a yatkinlikta daha etkin oldugu sonucu ile uyumlu olacaktir
[105]. Bu farklilik, her iki hastalik i¢in gen faaliyetinin heniiz agiklanamamis farkl

mekanizmalarla diizenlenmesinden kaynaklandigini diisindiirmektedir.

Ayni aragtirmada, CAPN 10 genindeki polimorfizmlerin T2DM’a yatkinlik
bakimindan Avrupalilarda, Meksika kokenli Amerikalilara kiyasla daha az etkili
oldugu bildirilmistir [105]. Bunun nedenleri arasinda, risk iligkili haplotiplerin
sikliginda etnik temele bagl farkliliklar ve diger lokuslarda degistirici edici genlerin

varlig1 tartisilabilir.

Farkli etnik kokenden gelen Amerikalilar {izerinde yapilan bir ¢alismada, CAPN 10
geni, -43, -19, -63 polimorfizmlerinin PKOS ile iligkili olarak hormonal ve metabolik
Olciimleri  etkilemedigi ileri  siliriilmiistiir. ~Ancak, 112 /121 haplotip
kombinasyonunun diger haplotip kombinasyonlar1 ile karsilastirildiginda Afrika
kokenli Amerikali ve Beyazlarda PKOS’a yatkinlikta iki kat daha fazla iliskili
oldugu bildirilmistir [122].

CAPN 10 geni SNP 43 polimorfizmi Pima yerlilerinde tip 2 diabet ile olan baglanti
yoniinden calisilmig, ancak bir iligski gosterilememistir. Ancak, -43’teki G aleli i¢in
homozigot olan normal glikoz toleransina sahip hastalarin, A alelini tagiyan hastalara
kiyasla, iskelet kaslarinda daha diisiik mRNA ifadelenmesine ve daha fazla insiilin
direncine sahip olduklari bulunmustur [123, 152, 153]. Bu sonug, G alelinin tip 2
diabet gelisiminde rolii oldugu fikrini tartismali hale getirmektedir. Bu tez
calismasinda ise, yabanil alel olan G aleli sikliginin, hasta grubunda % 82,3 oldugu

ve kontrol grubu ile paralellik gosterdigi bulunmustur.

Alman PKOS’lu hastalar iizerinde yapilan bir ¢alismada, AA genotipi tasiyan
kadinlarda GG genotipi tastyan kadinlara kiyasla, -56 polimorfizmi ile PKOS’a
yatkinlik arasinda baglantt bulunmustur. Ayni ¢alismada, -19 ile de iliski
gosterilmigtir [154]. Bu iki polimorfizm ile PKOS arasindaki iliskinin temelinde

transkripsiyonel siirecte olusan modifikasyonlar 6nerilmektedir. — 56, transkripsiyon
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esnasinda, baglayici veya etkilesim halindeki birimlerde degisime neden olmazken, -
19°da 32 bg’lik tekrar dizileri Pdx 1 (pankreatik ve intestinal homeodomain)
transkripsiyon faktoriiniin (TF) olasi baglanma birimlerini igerir. — 19” da, 32 b¢’lik
delesyon durumunda bu TF’niin iki olasi baglayici birimi varken, insersiyon
durumunda {i¢ baglayict birim vardir. Pdx 1’in fare pankreasi B hiicrelerinin
olgunlagmasinda rolii oldugu diisiiniilmektedir. PKOS ile diabet arasindaki iligki ve
instilin  duyarlilagtirict  ilaglarin  olumlu etkisi g6z Oniine alindiginda, -19
polimorfizminin pdx 1 TF araciligiyla PKOS iizerinde risk yarattig1 onerilmektedir

[154].

Sili’li kadinlarda yapilan bir ¢alismada CAPN 10 SNP 19’ da ki-kare analizine gore
PKOS ve kontroller arasinda genotip sikliklarinda anlamli bir farklilik gdsterilmemis
(p > 0,05). Delesyon(146 bg) allel sikligi PKOS’da % 39, kontrol de % 41(p=0,894),
delesyon alleli tasiyan PKOS arasinda risk oran1 (RO) 0,93 (% 95 GA: 0,55- 1,57)
olarak bulunmustur [162]. Bizim ¢alismamiz da ise SNP 19°da bu ¢alismayla paralel
olarak ki-kare analizine gére PKOS ve kontroller arasinda genotip sikliklarinda
anlaml bir farklilik gosterilmemistir (p > 0,05). Delesyon (146 bg) allel siklig
PKOS’da % 26,6, kontrolde % 39,3 (p= 0,572), delesyon alleli tasiyan PKOS
arasinda risk oram1 (RO) 1,564 ( % 95 GA: 1,131- 3,281) olarak bulunmustur
(Cizelge 5.2).

CAPN 10 SNP 43 ‘de ki-kare analizine gére PKOS hastalar ve kontrol bireyleri
arasinda genotip sikliklarinda anlamli fark gosterilmistir (p= 0,036). Mutant A alleli
sikligi PKOS’da % 40 kontrol de % 26 (p = 0,027), A alleli tasiyan PKOS hastalari
arasinda risk orani (RO) 1,93 (% 95 GA: 1,11- 3,34) olarak bulunmustur [162].
Bizim ¢alismamiz da ise SNP 43 ‘de bu calismayla paralel olarak ki-kare analizine
gore PKOS hastalar ve kontrol bireyleri arasinda genotip sikliklarinda anlamli olarak
fark gosterilmistir (p= 0,045). Mutant A allel siklig1 calismamizda % 42,9, kontrolde
% 20,4, A alleli tasiyanlarda PKOS hastalar arasinda risk orant (RO) 0,652 ( % 95
GA : 0,398- 1,12) olarak bulunmustur (Cizelge 5.5).
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Yine aymi calismada PKOS ve kontroller arasinda klinik ve laboratuar degerleri
karsilastirilmig; VK1, total kolestrol, trigliserit, LDL kolestrol, aclik kan sekeri, total
testosteron ve irik asit konsantrasyonu PKOS’da daha yiiksek (p < 0,05), PKOS’da
HDL kolestroliin daha diisiik ( p< 0,001) oldugu gosterilmistir. Bizim c¢alismamizda
PKOS ve kontrol arasinda klinik ve laboratuar degerleri karsilastirildiginda aglik
glikoz, aclik insiilin, HOMA, HOMA2, LH, DHEAS, total kolestrol, trigliserit, LDL
kolestrol PKOS’da daha yiiksek, PKOS’da HDL kolestroliin daha diisiik oldugu
gosterilmistir ( p < 0,05) (Cizelge 5. 1).

Calismamizda ayrica genotip dagilimlarina gore klinik ve laboratuar bulgular
degerlendirilmistir. CAPN 10 SNP 19°da PKOS hastalarda DHEAS ve Total
Kolestrolde anlamli olarak farklilik gosterilmistir (p<0,05). Bu farklilik DHEAS’da
insersiyon/delesyon (178/146), total kolestrol delesyonda (146/146) daha yiiksektir
(Cizelge 5.3). Kontrol degerlerinde sadece DHEAS’da insersiyon/delesyon
(178/146)’da farklilik oldugu gozlenmistir (Cizelge 5.4).

CAPN 10 SNP 43’de PKOS hastalarda aglik insiilin, HOMA, HOMA?2 ve total
kolestrolde AA genotipinde, triglisetid GA genotipinde anlamli olarak daha yiiksektir
(p<0,05) (Cizelge 5.6). Kontrol degerlerinde herhangi br degerde farklilik
bulunmamastir (p>0,05) (Cizelge 5.7).
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EK-1 Giilhane Askeri Tip Akademisi Komutanlig1 Etik Kurulu’nun tez projesi
hakkindaki karari
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EK-2. Giilhane Askeri Tip Akademisi Komutanlig1 Etik Kurulu tarafindan
onaylanmis bilgilendirilmis goniillii olur formu

GULHANE ASKERI TIP AKADEMISI HASTANESI
GENETIK MATERYAL UZERINDE YAPILACAK ARASTIRMALAR

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: “Polikistik Overli Olgularda CYP/14 Gen Mutasyonlarinin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Dizi Analizi ile Arastirilmasi”

Sorumlu Arastiricinin Adi: Prof. Dr.Leyla ACIK
Diger Arastiricilarin Adi: Yrd. Dog. Dr. Emre KARASAHIN, Giilsah DEMIR
Destekleyici (varsa): Destekleyici Yoktur. Laboratuarda arastirma icin gereken

makine, kimyasal, malzeme ve enzimler mevcuttur.

“Polikistik Overli Olgularda CYPI1A4 Gen Mutasyonlarinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve
Dizi Analizi ile Aragtirllmasi” isimli bir ¢aligmada yer almak iizere davet edilmis
bulunmaktasiniz. Bu ¢alisma, arastirma amaci ile yapilmaktadir. Caligmaya katilma
konusunda karar vermeden once arastirmanin neden ve nasil yapildigini, sizinle ilgili
bilgilerin nasil kullanilacagini, ¢alismanin neler igerdigini, olas1 yararlarini, risklerini
ve rahatsizliklarin1 bilmeniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak
icin zaman ayirin ve bu bilgileri ailenizle ve/veya doktorunuzla tartisin. Calisma
hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve sorulariniz cevaplandiktan sonra
eger katilmak isterseniz sizden bu formu imzalamaniz istenecektir.
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EK-2. (Devam) Giilhane Askeri Tip Akademisi Komutanlig1 Etik Kurulu tarafindan
onaylanmisg bilgilendirilmis goniillii olur formu

1. Genetik calismanmin amaci ve dayanag: nelerdir; benden baska ka¢ Kkisi bu
calismaya katilacak?

a. Neden ozellikle bu kisi / hasta secilmistir?

Bu ¢alismaya davet edilmenizin nedeni sizde polikistik over sendromu tanisi
konmasidir. Katiliminiz ile bu hastaligin nedenlerini ortaya ¢ikaracak bir arastirma
gerceklestirilecektir.

b. Calismanin onemi ve gerekliligi nelerdir?

Genler, DNA olarak isimlendirilen genetik materyalden olusurlar. DNA hiicrenin bir
boliimiidiir  ve  kalitsal  ozelliklerin ~ (goz  rengi  gibi)  olusmasindan
sorumludur.” Polikistik over” hastalig ile iliskilendirilen cesitli genler bulunmustur.
Bu arastirma ile sizin DNA’nizi ¢alismak ve genlerinizde herhangi bir anormallik
olup olmadigini ya da bu soruna neden olabilecek yeni genler olup olmadigini
bulmak istiyoruz.

c. Calismaya toplam kag kisinin katilmasi planlanmaktadir?

Calismaya toplam 200 kisinin katilmas: planlanmaktadir

2. Bu genetik calismaya katilmalh miyim?

Bu ¢alismada yer alpp almamak tamamen size baglhdwr. Eger katilmaya karar
verirseniz bu yazili bilgilendirilmis olur formu imzalanmak i¢in size verilecektir. Su
anda bu formu imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden
gostermeksizin ¢alismayr  birakmakta ozgiirsiiniiz.  Béyle bir karar vermeniz
durumunda tibbi bakiminiz bu durumdan etkilenmeyecektir.

3. Genetik arastirma nasil yapilacak?

a. Hangi ornek (ler) alinacak ve nasil alinacak ?

Arastirmaya katilmayr kabul ederseniz, 10 ml kadar bir miktarda kolunuzdan kan
alinacaktir.  Genellikle bir tek ornekleme yeterlidir ancak bu asamada basarisiz
olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir.
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b. Ornekte neler arastirilacak?

Orneklerden DNA izole edilerek polikistik overe sebep olan gen mutasyonlar:
arastirilacaktir. Bu ¢alisma igin kan ornekleri RBC lizis tamponu serilerinden
gecirilir. Santrifiij serilerinden sonra, proteinler ve DNA disindaki tiim molekiiller
uzaklagtirthir. Alkol serilerinden gegirilerek DNA'min kiimelesmesi saglanir. Alkol
uzaklastirddiktan sonra DNA ¢oziicii, TE tamponunda saklanacaktir. Daha sonra
PZR islemi yapilacak PAGE ve agoroz jelde iiriinleri yiiriitiilerek PZR in basarili
olup olmadigina bakilacaktir. RFLP teknigi ile polimorfizim olup olmadigina
bakilacaktir.

Ornekler nerede calisilacak?

Toplanan kanlar ile Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Molekiiler Biyoloji laboratuarinda ¢alisilacaktir.

c. Genetik ornegin gelecekte nasil imha edilmesi planlaniyor?

Elde edilen DNA, DNaz enzimi ile par¢alanarak, atilacaktir.
4. Tarafimdan alinan ornekler gelecekte de kullanilabilecek mi?

(Bu boliimde katilimcidan “Tabakalandirilmis olur” olarak isimlendirilen bir onay
alinmalidr. Asagida yazili olan boliim aynen korunarak katilimcimin asagidaki 4
segenekten birini isaretlemesi istenmelidir.)

Tarafinizdan alinan Ornegin saklanmasi ve ileride yapilacak diger c¢aligmalarda
kullanim1 ancak sizin izninize tabidir. Bu ornekler uzun yillar isminiz (kimlik
bilgileriniz) korunmak ya da yok edilmek kayd: ile saklanabilir. Liitfen asagidaki
seceneklerden size uygun olan bir tanesini isaretleyiniz.

1- [1 Tarafimdan alinan kodlanmis* &rnegin yalnizca Onerilen ¢alisma igin
kullantmin1  onayliyorum; ileride yapilmasi olasi diger calismalar i¢in onay
vermiyorum.

2- [] Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin yalnizca 6nerilen ¢alisma i¢in kullanimini
onayliyorum; ileri caligmalar icin tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek
istiyorum.



92

EK-2. (Devam) Giilhane Askeri Tip Akademisi Komutanlig1 Etik Kurulu tarafindan
onaylanmis bilgilendirilmis goniillii olur formu

3- [] Tarafimdan alinan kodlanmig O6rnegin, arastirma konusuyla baglantili diger
caligmalarda kullanimin1  onayliyorum, ancak farkli caligmalar i¢in tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

4- [J Tarafimdan alinan kodlanmis Ornegin Onerilen calisma i¢in kullanimini
onayliyorum ve gelecekte de her tiirlii genetik ¢alismada anonim (kimligim ile
baglantisiz) olarak kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarasi verilir. Kod numarasini
yalnizeca arastirict bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalmzca arastirici ulasabilir.
Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.

5. Cahsmanin riskleri nelerdir?

a. Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: Igne batmasina baglh olarak az
bir act duyabilirsiniz ve kolda morarma olabilir. Diisiik bir olasilik da olsa
igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi, veya enfeksiyon riski vardur.

b. Yapilacak genetik teste bagh olusabilecek riskler: Yapilan testler sizin veya
ailenizin  bir ferdinin ileriki bir zamanda bu genetik hastaliktan
etkilenebilecegini ortaya c¢ikarabilir. Bu bilginin kotiiye kullaniimasi sizi
ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, boyle bir hastaliga sahip
oldugunuzu ogrenmeniz sizi psikolojik yonden de olumsuz etkileyebilir.

6. Calismanin yararlari nelerdir?

Calismadaki genler pek c¢ok kanser tiiriine sebep olmaktadwr. Polikistik Overli
olgularin ~ %8-16’sinde  goriilen  bir mutasyondur.Bu  ¢alisma  sayesinde
kanserlesmeye sebep olan mutant genin ozellikleri arastirilarak, Tiirkiyede ki, bizim
calistigimiz hastalardaki polimorfizmin durumunu ortaya ¢ikaracaktir.

7. Kisisel bilgilerim nasil kullamlacak?

(Calisma doktorunuz, aragtirmada yer alan diger arastiricilar ve destekleyici (varsa,
firma adim belirtiniz) kisisel bilgilerinizi, arastirmayi ve istatistiksel analizleri
yiirlitmek i¢in kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Size ait
bulgular tgilincii kisilere, onaymiz disinda hicbir sekilde agiklanmayacaktir.
Calismanin sonunda, size ait tiim sonuglar hakkinda bilgi istemeye hakkiniz oldugu
gibi bdyle bir bilgiyi 6grenmeyi reddetme hakkiniz da vardir. Liitfen asagidaki
kutucuklardan size uygun olani isaretleyiniz:
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"1 Bu calismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istiyorum

"1 Bu ¢alismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istemiyorum.

Kendinizle ilgili genetik bilgiyli 6grenmeyi se¢meniz durumunda size (varsa)
sagaltim ile ilgili bilgiler ve genetik danismanlik hizmeti verilecektir.

Calisma sonuglari calisma bitiminde tibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak
kimliginiz agiklanmayacaktir.

(Calisma i¢in eger gerekiyorsa asagidaki standart durumlar a¢iklanmalidir)

o Ornek: Kamniz genetik faktorler agisindan test edilecek ve elde edilen
bilgi sizin hakkinizda bize genetik bilgi verecektir. Genetik testler, bu
arastirma ile ilgisi olmayan size ait ¢ok ozel baska bilgiler de
verebilir. Boyle bir durumda da gizlilik ilkesine bagli kalinacak ve
bilgiler  iigiincii sahislara sizin onaymiz olmaksizin
agtklanmayacaktir.)

8. Bu calismaya katilmamin maliyeti nedir?

a. Calismaya katilmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi
bir odeme yapilmayacaktir.

9. Calismanin ticari bir yonii var midir?

Goniilliilerden elde edilen bilgilerden, tibbi testler ya da tedaviler gelistirilebilmesi
gibi ticari bir fayda saglanabilir. Boyle bir durum olursa, goniilliiller herhangi bir
sekilde ticari gelir temin etmeyeceklerdir.

10. Gorecegim olasi bir zarar durumunda ne yapilacak?

o Arastirmadan dolayr kattlimcimin  gorecegi olasi bir zararda bunun
sorumlulugunun ve giderilmesi icin gerekli her tiirlii t1bbi miidahalenin
yvapilacagini, bu konudaki tiim harcamamalarin iistlenilecegini belirtiriz.



94

EK-2. (Devam) Giilhane Askeri Tip Akademisi Komutanlig1 Etik Kurulu tarafindan
onaylanmis bilgilendirilmis goniillii olur formu

11. Daha fazla bilgi, yardim ve iletisim icin kime basvurabilirim?

Aragtirma ile ilgili bir sorununuz oldugunda ya da calisma ile ilgili ek bilgiye
gereksinim duydugunuzda asagidaki kisi ile liitfen iletisime geciniz.

ADI : Prof. Dr. Leyla ACIK
GOREVI : Ogretim Uyesi
TELEFON : (312) 202 11 85

(Katilmcinin/Hastanin Beyani)

GUFEF Biyoloji Anabilim dalinda, Prof. Dr. Leyla ACIK tarafindan genetik bir
arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi ve ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya
“katilime1” olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagmis degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda
herhangi bir neden gostermeden arastirmadan g¢ekilebilirim. (Ancak arastirmacilar
zor durumda birakmamak ic¢in arastirmadan ¢ekilecegimi onceden bildirmemim
uygun olacagimin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar
verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan aragtirma disi da tutulabilirim.

Ister dogrudan, ister dolayl olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii
tibbi girisimin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi girisimlerle
ilgili olarak parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Droveeieeen (Doktor ismi), ........ccc....... (telefon ve adres) ‘ten arayabilecegimi
biliyorum.

(Doktor ismi, telefon ve adres bilgileri mutlaka belirtilmelidir).

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla
s0z konusu genetik aragtirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin,
goniilliiliik icerisinde katilmay1 kabul ediyorum.
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Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.
Katilimel

Adi, soyadi:

Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Goriisme tami@1
Adi, soyadi:

Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Katilimei ile goriisen hekim
Adi1 soyadi, unvant:
Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:
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