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OZET

idiyopatik prematiir ovaryen yetmezlikli olgularda FraX premutasyon

tasiyicihginin arastiriimasi

Dr. Yasemin Anil EYUBOGLU TANRIVERDI

Prematir ovaryen yetmezlik (POF) kadinlarda 40 vyasindan Once
menstrilasyonun kesilmesi veya ovaryen foliklllerin erken tikenmesi olarak
tanimlanan yuksek foliklil stimiile edici hormon (FSH) ve disuk &strojen
seviyelerinin eslik ettigi klinik bir tablodur. Bu durum bazen erken menapoz olarak
adlandirilsa da POF’lu olgularda yiksek gonadotropin diizeylerine ragmen, aralikli
olarak Ostrojen Uretimi ve ovulasyon gerceklestigi icin menapoz terimi yaniltici
olabilmektedir. Ginimuzde POF un etiyolojisi halen arastiriimakta olup pek ¢ok
neden bu durumdan sorumlu tutulmaktadir. Etiyolojisinde ¢evresel faktorler,
otoimmun hastaliklar, enfeksiyon, metabolik hastalik, iatrojenik ve genetik nedenler
yer almaktadir. POF etiyolojisinde rol oynayan genetik nedenler icinde pek ¢cok aday
gen bulunmakta olup bu durumla en sik iligkilendirilen gen Frajii X Mental
Retardasyon 1 (FMR1) genidir. Son yillarda vyapilan c¢aligmalarda FMR1
premutasyon tasiyicilarinda POF gelisme riskinin arttigi gosterilmistir. FMR1 geninin
5'UTR (untranslated region)'inda polimorfik CGG tekrarlari bulunmaktadir. CGG
tekrar sayisina goére 5-44 CGG normal, 45-54 gri veya intermediate zon, 55-200
premutasyon ve >200 ise full mutasyon olarak siniflandiriimaktadir. Premutasyon
tasiyicilarinda artmis FMR1 mRNA transkripti overlere toksik etki gostererek
hastaligin patofizyolojisini olusturmaktadir. CGG tekrarlari, aralarina dagiimig AGG
dizileri ile bolunmektedir. AGG dizi sayisinin maternal transmisyon sirasinda
ekspansiyonda rolu oldugu dustnulmektedir. POF etiyolojisinde FraX premutasyon
varliginin saptanmasi; ailede etkilenme olasiligi olan bireylerin arastiriimasi, Frajil X
sendromu, erken over yetmezligine bagl olusan hipodstrojenizm ve ataksi agisindan
risk altinda olan bireylerin kontrollerini saglayacaktir. Ayrica hipodstrojenizm ile
olusabilecek kardiyovaskiler hastalik, osteoporoz gibi risk artisi olan durumlari
hastaya anlatma ve yodnlendirme icin premutasyon tasiyiciiginin saptanmasi
onemlidir. Bu calismada FMR1 CGG tekrar sayilarinin POF'taki rolini

degerlendirmek amaciyla idiyopatik POF tanili 55 olgu ile 55 kontrol olgusunun
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CGG tekrar sayilari TP PCR metodu ile incelendi. Ayrica CGG tekrar sayisi >45
saptanan hasta grubundan 4 kontrol grubundan 1 olgu olmak lizere toplam 5, ve
CGG tekrar sayisi 5-44 arasi olan 5 olgunun CGG tekrarlarini bélen AGG sayilari
dTP PCR metodu ile incelendi. Hasta grubunda 1 olguda premutasyon tasiyicihgi
(98 CGG tekrari) ve 3 olguda gri zon (sirasiyla 45-51-47 CGG tekrari) saptanirken
kontrol grubunda 1 olguda gri zon (49 CGG tekrari) saptandi. Calismamizda POF ile
CGG tekrar sayisi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamistir. Bu
durumu olgu sayimizin az olmasina baglamaktayiz. Ancak bir olguda saptadigimiz
premutasyon tasiyicihidi klinik agidan énemli ve anlamh olarak degerlendirilmistir. CGG
tekrarini bélen AGG sayisi ise premutasyon tasiyicisi olguda allel1-allel2 olacak sekilde
2-0 , gri zon saptanan olgularda (H17, H20, H32, K28) sirasiyla 2-1, 3-0, 2-2, 2-2 ve
kontrol olgularinda (K1, K2, K3, K4 ve H33) bakilan AGG sayisi sirasiyla 2-2,1-1, 2-2, 2-
1 ve 2-1 bulunmustur. Sonu¢ olarak FMR1 geni 5'UTR boélgesindeki CGG tekrar
sayisinin idiyopatik POF olgularinda incelemeye deger olduklari ve daha fazla olgu ile

arastiriimanin genigletiimesinin uygun olacagi dusunilmektedir.

Anahtar Kelimeler: FMR1, FMRP, FraX, Premutasyon, Over
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SUMMARY

Analysis of FraX premutation carriers in patients having idiopathic premature
ovarian failure

Dr.Yasemin Anil EYUBOGLU TANRIVERDI

Premature ovarian failure (POF) is defined as early depletion of ovarian follicles or
the cessation of menses with elevated follicle stimulating hormone (FSH) and low
estrogen level before the age of 40. Although this condition is sometimes termed as
early menopause, the term menopause may be misleading for cases with POF since
estrogen production and ovulation take place intermittently despite high
gonadotropin levels. Today, the etiology of POF is still investigated, with many
factors being held responsible in its pathophysiology. Environmental factors,
autoimmune disorders, infections, metabolic disorders, iatrogenic causes, and
genetic factors play a role in its etiology. Many candidate genes have been
associated with POF, among which the Fragile X Mental Retardation 1 (FMR1) gene
is the most widely associated gene. Recent studies have indicated that the risk of
developing POF increases in FMR1 premutation carriers. Polymorphic CGG repeats
exist in 5'UTR (untranslated region) of the FMR1 gene. Based on the number of
CGG repats, 5-44 CGG repeats are categorized as normal; 45-54 repeats gray or
intermediate zone; 55-200 repeats premutation; and >200 repeats full mutation.In
premutation carriers, increased FMR1 mRNA transcript exerts a toxic effect on
ovaries and is responsible for the pathophysiology of the disorder. CGG repeats are
interrupted by interspersed AGG series. It is thought that the number of AGG series
plays a role in the expansion during maternal transmission. Detecting the presence
of FraX premutation the etiology of POF will allow the determination of at risk
individuals for POF and within a family, Fragile X syndrome and also at risk
individuals for hypoestrogenism and ataxia occurring secondary to premature
ovarian failure. Furthermore, it is equally important to detect premutation carriers in
order to inform them about increased risk of cardiovascular disorders or
osteoporosis resulting from hypoestrogenism. In the present study the CGG repeat
numbers of 55 cases with idiopathic POF and 55 control cases were determined
with the TP PCR method to determine the role of the number of FMR1 CGG repeats
in the pathophysiology of POF. In addition, the number of AGG interrupting CGG
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repeats was determined with the dTP PCR method in five cases with >45 CGG
repeats (4 from the patient group and 1 from the control group) and 5 cases with
5-44 CGG repeats. One case in the patient group was a premutation carrier (98
CGG repeats) and 3 cases were in the gray zone (45, 51, and 47 repeats,
respectively), while 1 case in the control group was in the gray zone (49 CGG
repeats). Our study did not reveal any significant correlation between POF and the
number of CGG repeats. We attribute this finding to a small sample size. However,
premutation detected in one case was regarded as clinically important and relevant.
The number of AGG interrupting CGG repeats in allell-allel2 was found 2-0 in
premutation carrier; cases in gray zone (H17, H20, H32, K28) 2-1, 3-0, 2-2, 2-2
respectively; and 2-2,1-1, 2-2, 2-1, 2-1 in control cases (K1, K2, K3, K4 ve H33). In
conclusion, we suggest that the number of CGG repeats at 5'UTR region of the

FMR1 gene are worth for further investigation adequately sized studies.

Key Words: FMR1, FMRP, FraX, Premutation, Over
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GiRiS

Prematir ovaryen yetmezlik (Premature Ovarian Failure : POF) erken over
disfonksiyonu olup Klinik olarak kadinlarda 40 yasindan 6nce over fonksiyonunun
azalmasi ile gonadotropin dlzeyinin artisi ve &strojen seviyesinin azalmasi ile
karakterize klinik tablodur. Bu durum primer veya sekonder amenore seklinde
goérilmekte olup, olgularda son 4 aylik surec¢te serum gonadotropin dizeylerinde
artma ve Ostrojen diizeyinde azalma olarak gortlmektedir. Normal kromozom
yapisina sahip kadinlarda insidansi 30 yasin altindakilerde %0.1, 30-39 yas
arasindakilerde %0.4, 40 yasinda ise %21 dir (1).

Hastalarda oligomenore ya da amenore bulgulari ortaya ¢cikmaktadir. POF un
o6nemli sonuglarindan biri infertilitedir. Bir gok hastada amenore gérllse de bunlarin
%50 sinde degisik derecelerde over fonksiyonu mevcut olup yaklasik olarak %5-
10’unda spontan gebelik olusabilmektedir. Ayrica POF'ta hipodstrojenizme bagli
bulgular da ortaya ¢ikabilmektedir. Uzun dénem &strojen azligina bagl osteoporoz,

kardiyovaskuler hastalik ve nérokognitif hastaliklar gorulebilmektedir (2).

POF un etiyolojisi heterojen olup pek cok etken tanimlanmistir. Hastaldin
etiyolojisini rol oynayan faktorler folikillerde azalmaya veya folikil gelisimini stimule
eden mekanizmalarda defekte yol acarak etki gostermektedir. Over disfonksiyonu
cevresel faktorler, otoimmun hastalik (tiroidit, adrenal yetmezlik, tip 1 diyabet vb),
enfeksiyon, metabolik hastalik (galaktozemi), iatrojenik (cerrahi, kemoterapi,
radyoterapi) ve genetik (gonadal disgenezi, multiple malformasyon sendromlari, X
kromozom anomalileri, gen mutasyonlari) nedenlere sekonder gelisebilmektedir.
Fakat bircok olgunun etiyolojisi idiyopatik olup ileri tetkik ile arastirildiginda genetik

nedenler dnemli bir kismini kapsamaktadir (1).

POF etiyolojisinde pek ¢ok aday gen bulunmaktadir. Bunlardan en énemlisi
FMR1 (Frajil X mental retardasyon 1) genidir. FMR1 geni Xq27.3 bolgesinde
lokalize, 38 kb genomik dizi boyutundadir. 17 eksondan meydana gelmektedir ve
FMRP (Frajil X Mental Retardasyon Proteini)’yi kodlamaktadir. Transkripti 4 kb'lik
MRNA boyutunda olup ilk eksonun 5'UTR bdlgesi stabil olmayan CGG tekrarlari
icermektedir (3). Tekrar uzunlugu kisilere goére farkhlik goéstermekte olup 5 - 44
tekrar sayisi normal olarak kabul edilmektedir. 45 — 54 intermedia - gri zon, 55 — 200
premutasyon ve >200 ise full mutasyon olarak degerlendiriimekte olup tekrar sayisi

maternal kalitimda artis godsterebilmektedir (4). Bu durumda sonraki kusaklarda



tekrar sayisinda artig olabilmektedir (3). FMR1 geni; full mutasyonunda Frajil X
sendromu meydana gelirken premutasyon tasiyicilliginda prematir ovaryen
yetmezlik ve Frajil X tremor/ataksi sendromu gorulmektedir. Gendeki tekrar sayisina
goére hastalik fenotipe yansimaktadir. FMR1 premutasyonu over disfonksiyonuna
neden olmaktadir. Yapilan ekspresyon calismalari ile germinatif fetal over
hiicrelerinden FMRP nin eksprese oldugu gosterilmistir. Artmis ekspresyon oosit
gelisimini  etkileyerek, oosit sayisinin azalmasina neden olmaktadir. FraX
premutasyonu ile toksik fonksiyon kazanan RNA over folikil dinamigini
etkilemektedir (toksik etki). Bu da overlerde folikill atrezisine neden olarak over

fonksiyonlarinda erken donemde yetmezlige yol acabilmektedir (1).

POF'un insidansi saglikh bireylerde %0.1-1 iken FraX premutasyon
tasiyicilarinda  %20-28"dir. Kontrol  grubuyla  premutasyon tasiyicilari
karsilastiriidiginda ise POF 13 kat daha fazla goériimektedir. Bazi ¢alismalar gri
zondaki olgularda da prematir ovaryen yetmezlik icin risk artisi oldugunu
savunmaktadir (5). Conway ve ark. (1998) ingiltere’de prematir ovaryen yetmezIikli
132 olgu icinden etiyolojisi saptanamayan 106 olguda FraX premutasyonu cgalismis
ve premutasyon varhiginin 10 kat daha fazla risk olusturdugunu saptamislardir (6).
Bussani ve ark. (2004) italya'da idiyopatik POFlu 40 olgu ve 28 Kisilik kontrol grubu
ile yaptig1 arastirmada hasta grubunun %7.5'unda (3 olguda) FraX premutasyon
tagiyiciligr saptamistir (7). Ferrarini ve ark. (2013) italya’da 50 POFlu olgu ve 150
kisilik kontrol grubu ile yaptigi calismada, hasta grubunun %8 inde (4 olguda) FraX
premutasyonu ve %2'sinde (1 olguda) de gri zon saptamistir (8). Ye ve
arkadaslarinin (2014) Cin'de 117 sporadik POF'lu olgu ve 82 kisilik kontrol grubu ile
yaptigl ¢calismada 117 kisinin %0.8’inde (1 olguda) FraX premutasyon tasiyiciligi
saptamiglardir (3).

POF etiyolojisinde dnemli genetik nedenlerden biri olan FraX premutasyon
varliginin saptanmasi; ailede etkilenme olasiligi olan bireylerin arastiriimasi, Frajil X
sendromu, erken menapoz ve ataksi agisindan risk altinda olan bireylerin
kontrollerini saglayacak olan genetik danisma verilmesini saglayacaktir. Ayrica
erken menapozla olusacak kardiyovaskuler hastalik, osteoporoz gibi risk artisi olan
durumlari hastaya anlatma ve yonlendirme icin premutasyon tasiyiciliginin

saptanmasi énemlidir.



Bu proje kapsaminda PAU Kadin Hastaliklari ve Dogum bélimi tarafindan
tim tetkikleri yapilarak idiyopatik POF tanisi almis hastalarda FraX premutasyonu
arastirilmasi  amacglanmigtir.  Bu arastirma, idiyopatik POF un etiyolojisini

aydinlatmak igin yapilan diger genetik ¢calismalara katki saglayacaktir.



GENEL BILGILER

OVARYUMLARIN GELIiSiMi VE FOLIKULOGENEZ
Ovaryumlarin Geligimi

Gonadlar, fertilizasyondan yaklasik 5 hafta sonra mezonefrozun medial ve
ventral sinirlari boyunca mezenkimden koken alan c¢olemik epitelin kalinlagsmasi
sonucu olugsmaya baslamaktadir. Ayni zamanda embriyonik yasamin 5-6.
haftalarinda yolk salk endodermden, gonadlara primordial germ hiicre (PGH) gdcu
olmaya basglamakta ve gdcleri siiresince mitoz bdlinmelerine devam etmektedirler
(9). PGH'leri gé¢ hareketlerini tamamlayip gonadal kabartiya ulastiklarinda embriyo
disi karakterdeyse (XX) gonadal kabartinin dis kismina; erkek karakterdeyse (XY)
ic kismina yerlesirler. Go¢ ettikleri gonadal kabartida embriyonun cinsine gore
spermatogonia veya oogonialara farkhlagirlar (10). Cinsiyetin farklilanmasi,
otozomal ve resesif etkili ¢cok sayida genin rol oynadigi bir surectir. Seksulel
farkhlasma kisa kolunda (Yp11) SRY (Sex-determining Region Y) genini tasiyan Y
kromozomu ile olmaktadir. Bu genin protein Urinil testis belirleyici faktdérdur (TDF:
Testis Determining Faktor). TDF, cinsiyet organlarinin belirlenmesini saglar. Bu
faktorin varhginda fetlistun cinsiyeti erkek fenotipinde, yoklugunda ise digi

fenotipinde olur (11).

Gestasyonun 12-15. haftalarinda germ hiicreleri mitoz ile oogonialara dénisur
(9). Oogonialar, ilkk mayotik bélinmeye girip profaz evresinde durduklari dénemde
primer oositlere doénusurler. Gebeligin ikinci yarisinda baglayan hucre
dejenerasyonuyla primer oositlerin buyik ¢ogunlugu atrezik hale gelir ve 7. ayda
ylzeye yakin yerlesmisg, birkaci digsinda, gogunlugu dejenere olur. Canl kalan primer
oositlerin tamami, birinci mayoz bolinmeye girmig ve her biri ayri ayri tek katl yassi
epitel hucreler ile gevrelenmistir. Primer oosit, ¢cevresindeki tek kath yassi epitel

hucreleriyle birlikte primordiyal folikdl olarak adlandirilir (10, 11).

Dogumda, tim primer oositler birinci mayoz bélinmenin profaz evresindedir.
Ancak, bolinmenin metafaz ile devam etmesi gerekirken, primer oositler ¢ekirdek
kromatinin seyrek ve duzensiz bir yapilagma gosterdigi birinci mayoz bolinmenin
profaz evresinin diploten evresine girerler ve puberteye kadar dinlenme halinde
kalrlar. Bu slre boyunca oositin olgunlagsmasi, folikil hicreleri tarafindan
salgilanan oosit olgunlasmasini inhibe eden bir madde olan oosit maturasyon
inhibitért (OMI) tarafindan baskilanir (10).



Folikilogenez

Folikilogenez, folikiil olgunlagsmasi surecidir. Ayrica olgunlagsmamis oosit
iceren somatik hicrelerin  yodun bir sekilde paketlenmesi olarak da
tanimlanmaktadir (12, 13).

Dogumda ovaryumlardaki primer oositlerin sayisi, yaklasik 700.000 ile
2.000.000 arasinda degismektedir. Puberteye kadar bu oositlerin buyik ¢gogunlugu
atrezik hale gelir ve puberte baslangicinda bu sayi 400.000’e diser. Bir kadinin
Ureme periyodu igcinde sadece 400-500 kadari ovulasyonla atilir.

Pubertenin baslamasiyla, her menstriel siklusta 5 ile 15 arasinda degisen
sayida primordiyal foliklll olgunlagsmaya baglar. Birinci mayoz bdélinmenin profaz
evresinin diploten evresinde dinlenme halinde olan primer oosit buyimeye baslar;
oositi cevreleyen yassi epitel hlcreleri dnce kibiklesir; bu durumdaki folikdil,
unilaminar primer folikll olarak adlandirilir. Daha sonra bu hicreler gogalarak ¢ok
sirali bir epitel tabakasi olusturur, ¢ogalan bu hicrelere graniloza hicreleri,
olusturduklari katmana ise granuloza hucre katmani denir. Folikil artik bu haliyle
multilaminar primer folikil olarak adlandirilir (10).

Granuloza hucreleri bazal lamina tzerine oturur. Etraflari teka folikll katmani
ile gevrelenmistir (11). Folikil bliyimeye devam ederken teka folikiltinin hicreleri,
icte salgl yapan huicrelerden olugsan teka interna ve dista fibroblast benzeri hiicreler
iceren, bag dokusundan olusan, teka eksterna olmak Uzere iki belirgin kata degisim
goOstermektedir (10).

Folikul, hipofizden salinan folikll stimile edici hormon (FSH), blyume
faktorleri, epidermal biyime faktora (EGF), insulin benzeri buyume faktort 1 (IGF-
1) ile kalsiyum iyonlarinin etkisine bagli olarak buyur. Folikil buyudikge graniloza
hicreleri arasindaki bosluklarda sivi (likér folikiilli) birikmeye baslar. Bu bosluklar
birleserek daha blylk bosluklari (antrum) olusturur. Bu durumdaki folikiile sekonder
folikal denir (14). Ovulasyona yakin evrede foliklil giderek buyur ve olgun folikil
olarak adlandirilan Graaf folikiilii olusur (11). insanlarda Gonadotropin Salgilatici
Hormon (GnRH) artisinin LH (Luteinlestici Hormon) ve FSH seviyesini dizenledigi
ve bu sayede foliklli ovulasyona goéturdugl bilinmektedir. Pubertede GnRH
saliniminin baslamasi hipofizden FSH ve LH salinimini stimile eder. Hipofiz
hormonlarinin etkisiyle ovaryumda 28-30 glin siiren menstriiel dongu sekillenir. Her
dongude FSH etkisiyle 5-15 adet folikll gelismeye baglasa da bunlardan ancak bir
tanesi tam anlamiyla olgunluga erisebilir. Digerleri atrezik hale gelir. Hangi folikltin

0 ay blyume evresine girecedi ve hangisinin dominant foliklil olarak secilecegini



belirleyen faktorler bilinmemektedir (15). Folikul olgunlagmasi tamamlanirken primer
oosit birinci mayoz bolinmesini tamamlayarak buyuklukleri farkli, ancak her biri 23
cift (2n DNA) kromozom igeren 2 yavru hicre olusturur. Birinci mayoz bélinme
ovulasyondan hemen énce tamamlanir. Bundan hemen sonra sekonder oosit DNA
eslesmesi olmadan Il. mayoz bdélinmeye girer. Oosit II'de bdlinme mekidi olusur.
Kromozomlar ovulasyondan 3 saat 6nce metefaz plaginda dizildiklerinde ovulasyon
gergeklesir ve oosit ovaryumdan disariya atilir. ikinci mayoz béliinme ancak oosit I,
bir spermiyumla déllendigi zaman tamamlanir. Doéllenme gerceklesmez ise,
ovulasyondan 24 saat sonra oosit dejenere olur (11).

Folikilogenez, erkeklerde surekli devam eden spermatogenezin aksine;
overlerde var olan folikillerin olgunlasma asamasinda hormonal degisimleri
cevaplamada yetersiz kaldi§gi durumda sonlanmaktadir. Folikullerdeki bu azalma

menapozun baslangici olarak kabul edilmektedir (16).

PREMATUR OVARYEN YETMEZLIK

Tanim

Prematir ovaryen yetmezlik (POF), kadinlarda 40 yasindan 06nce
gonadotropin ylksekligine dislk Ostrojen seviyesinin eglik ettigi erken ovaryen
disfonksiyondur. Bu durum, primer veya sekonder amenore seklinde
gorulebilmektedir. Olgularda en az 4 ay sureyle serum gonadotropin dizeylerinde
artis ve Ostrojen dlzeyinde disuklik olmasi gerekmektedir (1). Taniyi
kesinlestirmek icin en az bir ay arayla iki kez dlcilen FSH duzeyinin 40 IU/L'den
yuksek olmasi gerekmektedir (17). Normal kromozom yapisina sahip kadinlarda
insidansi 30 yasinin altindakilerde %0.1, 35 yas civarinda %0.4 ve 40 yas civarinda
ise %1 dir (1).

POF’lu olgularda yiuiksek gonadotropin diizeylerine ragmen, aralkli olarak
Ostrojen dretimi ve ovulasyon olabilmektedir. Bu nedenle POF, erken dogal
menapoz olarak degerlendiriimemelidir (18). Dogal menapoz, kadinlarda belli bir
patolojik nedene bagh olmaksizin 12 ay boyunca menstriel sikluslarinin kesintiye
ugramasi olarak tanimlanmaktadir. Menapoz; ovaryen folikillerin tamami veya
tamamina yakininda azalmaya bagl olarak yiksek FSH dizeyinin ve
hipodstrojeneminin sonucu olarak meydana gelmekte ve ortalama baslangi¢ yasi
51.4°tur (19).



Tani

POF tanisi, 40 yasindan Once kadinlarda irreguler menstriel sikluslara
postmenapozal dénemde gbézlenen FSH dizeyinin eslik etmesi ile konulmaktadir.
Ara ara ovaryen fonksiyon ve spontan menstriasyon olabileceginden tani igin
amenore sart degildir. Bu durum hastalarin doktora ge¢ basvurmasina neden
olmaktadir (18, 20).

POF genelde daha dnce diizenli olan menstriel sikluslarda dizensizlesme ile
kendini gosterir. Bir kiz cocugunun 15 yasinda iken halen adet gérmemesi (primer
amenore) ya da adet goren bir kadinda adetlerin 4 ay veya daha uzun sure ile
kesilmesi (sekonder amenore) teshis acgisindan sitphe uyandirmalidir. Bu tlr
sikayetleri olan bireylere taniya yonelik inceleme yapilmalidir (21). Cunki POF,
primer amenorede 9%210-28, sekonder amenorede ise %4-18'inin altta yatan
sebebidir (22).

Sekonder amenore ile basvuran hastalarda ilk olarak gebelik dislanmalidir.
Gebelik dislandiktan sonra serum FSH, LH, TSH (Tiroid Stimilan Hormon), 6stradiol
ve prolaktin dizeyi olgimleri yapilmalidir (23). Menapozal dizeyde FSH tespit
edilen hastalarda ovaryen yetmezIligi dogrulamak icin 4-6 hafta sonra FSH olcimu
tekrarlanmalidir (24). Sekil 1°'de POF tanisinin dogrulanmasi igin izlenen algoritim

gOsterilmektedir.
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Prematir Ovaryen Yetmezlik

Sekil 1. POF tanisinin laboratuvar testleri ile dogrulanmasi igin izlenen
algoritm (2).

POF klinigi zamanla olusan bir hastaliktir. Bazi hastalarda kisa sureligine
ovaryen fonksiyonlar geri gelebilir. POF, ovaryen yetmezlige bagh 4 donemden
olusur. Bu basamaklar kalici degildir ve bir sonraki agsamaya gecis gdstermektedir.
Ovaryen yetmezligin asamalari gizli POF, biyokimyasal POF, asikar POF ve son

asama olan POF dur (25). POF un asamalarinin 6zellikleri tablo 1'de gosterilmistir.

Tablo 1: POF un asamalari (25)

Normal Gizli POF Eggklmyasal Asikar POF POF
S(?rum_ FSH Normal Normal Yiksek Yiksek Yiksek
Duzeyi
Menstriel o Diizensiz
: Dazenli Duzenli Duzenli Yok
Siklus veya yok
Fertilite Normal Azalmis Azalmis Azalmis Yok




POF, geng kadinlar i¢in kabullenmesi zor bir tanidir. Bu durumdan kiginin hem
fiziksel, hem de ruh sagligi, cinsel hayati, Greme kapasitesi ve sosyal yasami
etkileneceginden hasta tani konusunda bilgilendirilirken hasta psikolojisini dikkate
alan, iyi planlanmig hassas bir yaklagim uygulanmaldir (23, 26). Hastalarda kendi
yas grubundaki kontrollerle kiyaslandiginda kardiyovaskiler hastalik, felg,
osteoporoz gorulme riski artmigtir. Ayrica seks hormonlarinin eksikligi de
urojinekolojik sistemde negatif etkilere neden olacaktir (26). Hastaya tani anlatilirken
gecici remisyon ve spontan gebelik sansi gibi POF’'u normal menapozdan ayiran

ozellikler tzerinde de durulmahdir (27).

Prematir Ovaryen Yetmezligin Nedenleri

POF un etiyolojisinde rol oynayan pek ¢ok etken vardir. Bazi vakalarda durum
genetik anomaliler, toksinlere maruziyet ve otoimmun hastaliklarla acgiklansa da
vakalarin bir cogunda ovaryen yetmezlige yol agan durum saptanamamakta ve
idiyopatik olarak siniflandiriimaktadir (28). Tablo 2'de POF'un nedenleri
gOsterilmistir (2, 29)



Tablo 2: POF un nedenleri (2, 29)

1. latrojenik
a. Cerrahi
b. Kemoterapi
c. Radyoterapi
2. Otoimmun Hastaliklar
a. Otoimmun poliendokrin sendrom
i. Hipotiroidi, adrenal yetmezlik, hipoparatiroidi ve tip 1 diyabetes mellitus

b. Kuru géz sendromu
c. Myastenia graves
d. Romatoid artrit
e. Sistemik lupus eritematozis
f.  Konjenital timik aplazi
3. Enfeksiyon
4. Cevresel toksinler

5. POF'un genetik nedenleri
a. X kromozomu yapisal ve sayisal anomalileri

i.
i
iii.
iv.

Trizomi X

Monozomi X

izokromozom X

Otozomal ya da X kromozomu translokasyonlari

b. 46,XX karyotip ile iligkili durumlar

Gonadal disgenezi
Serebellar ataksi ve gonadal disgenezi
Gonadal disgenezi ve multiple malformasyon sendromlari

c. Over gelisimi Gzerinde etkili genler

GALT (Galaktozil I-fosfat Uridiltransferaz) geni (9p13)
CYP17A1 geni (10g24.32)
CYP19A1 geni (15q21.2)

iv. FSHR (Foliktl Stimile Edici Hormon Reseptori) ve LHR (Luteinlestirici
Hormon Reseptdru) geni (2p16.3)
v. INHA (inhibin alfa) geni (2935)
vi. USP9X (Ubiquitin -spesifik proteaz 9, X bagimlh) geni (Xp11)
vii. ZFX (Zinc finger X) geni (Xp22.11)
vii. BMP (Bone morphogenetic protein) geni (Xp11.2)
ix. SHOX (Short stature homeobox) geni (Xp22)
x. XIST (X inactivation spesifik transcript) geni (Xq13)
xi. DIAPH2 (Diaphanous homolog 2) geni (Xq21.33)
xii. POF1B (Premature ovarian failure 1B) geni (Xq21)
xiii. XPNPEP2 (X-prolyl aminopeptidase (aminopeptidase P) 2, membrane-
bound) geni (Xq25)
xiv. FMRL1 (Fragile site mental retardation 1) geni (Xg27.3)
d. Diger
i. Blefarofimozis, pitozis ve epikantus inversus tip 1 (BPES) (FOXL2:
Forkhead Transcription Factor 2) (3923)
ii. Prematur ovaryen yetmezlik 5 (NOBOX: Newborn Ovary Homeobox) (7935)
iii. Ovaryen yetmezlikle birlikte beyaz cevher ldkodistrofisi (translasyon
baslama faktéri E1F2B’ yi kodlayan genler) (1424, 12.kromozom, 1p34.1,
3027, 2p23.3)
iv. Konjenital glikolizasyon bozukluklari, tip 1a (16p13.3-p13.2)
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latrojenik Nedenler

Neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullanilan kemoterapi (KT) ve radyoterapi
(RT) POF'a yol acan nedenlerden biridir. Her iki tedavi sekli de over
fonksiyonlarinda énemli derecede azalmaya yol acar. Folikiler atrezisinin orani,

overlerin kemoterapdtik ajana veya radyasyona direkt maruziyet miktarina baghdir

).

Kemoterapi ilaclarinin bir ¢cogu bélinen hicreler Uzerinden etki gdsterir.
Dolayisiyla overlerde kemoterapétikler, bélinmeyen oositlerden ziyade graniloza ve
teka hacrelerini etkiler. Bu ilaglarin over fonksiyonundaki etki yelpazesi ¢ok genis
olup overlerde herhangi bir etkiye neden olmamaktan kalici hipogonadizme kadar
etkileri degisebilmektedir (30). Kemoterapi almis kadinlarin overlerinde, primordiyal
folikdl sayisi normal veya hafif azalmis olmakla beraber daha genis matur folikullerin
sayisi dnemli derecede azalmistir. Bu durum, asil etkinin folikller gelisim Gzerine
oldugunu gdstermistir (31, 32). Tedavi sonrasi ovaryen dokuya yapilan histolojik
incelemede dokuda vaskuller zarar, kortikal fibrozis ve folikil sayisinda azalma
saptanmistir (2). Histolojik bulgularla uyumlu olacak sekilde klinikte, 6zellikle 40
yasindan kuclk kadinlarda kemoterapi esnasinda gonadotropin yuksekliginin eglik
ettigi amenore gdzlenmektedir. Kemoterapi kesildikten sonra hastalarda
menstriasyon ve bir kisminda da fertilite, bir ka¢ aydan yillara varan surede tekrar

geri kazanilabilir (33).

Ovaryen rezervi saptamak i¢in Anti Mulleryan Hormon (AMH), inhibin ve FSH
dizeyi OlgimiU  kullaniimaktadir. Kemoterapi esnasinda AMH'un serum
konsantrasyonu hizlica azalmaktadir. Bu nedenle AMH seviyesinin dlgimu ovaryen
toksisiteyi degerlendirmek icin kullanilabilir (34, 35). KT oncesi hastalarda LH ve
FSH sekresyonu GnRH agonisti ile sliprese edilirse ovaryen hasar azaltilabilir.

Bunun disinda oral kontraseptiflerin de az bir miktar koruyucu oldugu kaydedilmistir

).

Ovaryen doku, radyoterapiye kemoterapiden daha hassastir. Hizli bélinen
teka ve graniloza hicrelerinin tahribi ya da primordiyal folikullerde radyoterapinin
meydana getirdiJi DNA hasari atreziyi hizlandirarak folikiler havuzun hizla
azalmasina neden olabilir (36). Puberte 6ncesinde uygulanan RT'ye bagh POF

gelisme riski ileriki yaslarda uygulanana gére daha azdir (37). Geng¢ kadinlarda
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radyoterapiden sonra gecici amenore gorilebilmekle beraber 6 ila 18 ay sonra yeni
primer folikuller gelistiginden bu durum duzelmektedir (38).

40 yas Uzeri bir kadinda 600 rad (6Gy) ve Uzeri dozda radyasyon kalici primer
hipogonadizme neden olur (39). Hodgkin lenfomada pelvise direkt uygulanan
radyasyon tedavisi ovaryen folikullerde atrezi gelisimini hizlandirmaktadir (2).
Yapilan bir caligmada; Hodgkin lenfomali kadinlara uygulanan pelvis i1sinlamasi ve
kombine KT tedavisinde %0 ila 68 oraninda ovaryen yetmezlik gelisme riskinin

arttigi saptanmistir (40).

RT alan hastalari ovaryen hasardan korumak icin cesitli yontemler
denenmigtir. Overlerin cerrahi olarak baska bir bodlgeye naklinin (ovaryen
transpozisyon) ve GnRH analoglarinin kullaniminin ovaryen fonksiyonlardaki kaybi
azalttigr saptanmistir (41, 42). Ovaryen transpozisyon yolu ile overleri RT
sahasindan uzaklastirilan hastalarin %60-100’Unde over fonksiyonlarinin korundugu
gosterilmistir (43). Kriyoprezervasyon ise diger bir alternatiftir. Ancak uygulama
protokollerindeki ve ekipmanlardaki tim gelismelere ragmen RT, kanser tedavisi
alan hastalarda POF gelisimi agisindan en o6nemli risk faktori olmaya devam
etmektedir(44).

Tum pelvik cerrahilerin gerek ovaryen kan akimini bozarak gerekse pelvik
bolgede inflamasyona neden olarak ovaryen hasarlanmaya yol agma potansiyeli
vardir. Gegirilmis tek tarafli ooferektomi dykusinin erken menapoz riskini arttirdigi
daha 6nceki galismalarda saptanmis (45) olup bu durum folikll sayisinin azalmasi,
ovaryen kan akiminin bozulmasi ve pelvik inflamasyon gibi nedenlerle
aciklanmaktadir (46). Ayrica uterin arter embolizasyonu da overlerin kanlanmasini
bozarak POF a neden olabilmektedir (47). Overler korunarak histerektomi yapilimig
hastalarin ortalama menapoz yasinin (45.414.0) opere olmamis hastalarla

(49.5+4.04) kiyaslandiginda anlamli 6él¢lide daha distk oldugu saptanmistir (48).

Otoimmun Hastaliklar

POF hastalarinin %10-20"si otoimmun hastalik ile beraberdir (49). POF ile
iliskili olarak ¢ok sayida endokrin (tiroidit, adrenal hastaliklar, hipoparatiroidi,
diabetes mellitus ve hipofizit) ve endokrin disi (kronik kandidiyazis, idiyopatik
trombositopenik purpura, vitiligo, alopesi, otoimmin hemolitik anemi, pernisiyoz
anemi, sistemik lupus eritematozis, romatoid artrit, crohn hastaligi, sjégren
sendromu, myasthenia gravis, primer biliyer siroz, kronik aktif hepatit) otoimmun

tablo bildirilmistir (50, 51). Endokrin otoimmun ovaryen yetmezlik Addison hastaligi
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ile birlikte olabilmektedir. Bu duruma over ve adrenallere karsi olusan otoantikorlarin
benzerliginin yol agtigi dusinulmektedir. Ancak otoimmun kaynakh POF'ta cogu
zaman antiovaryen antikorlar mevcuttur. Literatirde FSH resepttrl, LH reseptord,
zona pellisida ve diger bazi ovaryen antijenlere karsi olusan ovaryen antikorlar
rapor edilmistir (52). Vucuttaki dogal antikorlar ile ovaryen antikorlar carpraz
reaksiyon verebileceginden, ovaryen antikor testlerinin Ugte bir oraninda yalanci
pozitiflik orani vardir (53). Ovaryen antikorlari degerlendirmek icin farkli yontemlerin
bulunmasi ve antikor spesifitesinin olmamasindan dolayi antikorlarin belirlenme
orani %7-69 gibi genis bir aralikta saptanmistir (54). Bu nedenle POF hastalarinda
ovaryen antikor tespit edilmesi, etiyolojide otoimmunitenin oldugunu hatirlatmall
ancak ovaryen antikorun varligina gére de overlerdeki hasarin kesin otoimmun
kaynakh oldugunu distindirmemelidir.

idiyopatik POF hastalarinin periferik kanlarinda, aktive olmus T lenfosit
sayllari artmistir (51). Graves hastaligi, insuline bagimli diyabet, Addison hastaligi
gibi diger bazi otoimmun endokrinopatilerde de benzer durum vardir. Ancak yapilan
calismalarda; postmenapozal kadinlarda aktive T lenfosit sayisinin arttigi ve
Ostrojen replasman tedavisi ile aktive T lenfositlerin sayisinin azaldigi saptanmistir.
Dolayisiyla aktive T lenfosit sayisindaki artisin ovaryen yetmezligin sebebi mi yoksa
bir sonucu mu oldugu net degildir (54).

Hashimoto tiroiditi basta olmak Uzere tiroidin otoimmun hastaliklari POFlu
hastalarin %14-27 sinde tani aninda mevcuttur (51, 55). Bu nedenle hastalarin
tirotropin seviyeleri ve tiroid peroksidaz antikorlari agisindan incelenmesi tanida
fayda saglayacaktir (28). POF hastalarinin % 4'tnde adrenal antikorlar pozitif olup
bu hastalarin yarisinda adrenal yetmezlik gelismesi agisindan risk vardir (56). Bu
nedenle hastalar adrenal antikor agisindan da taranmalidir (57).

POF ta okuler hastaliklarin sikhgi artmistir. POF hasta grubuyla kontrol grubu
karsilastirildiginda, hasta grubunda kuru g6z sendromunun insidansinin arttigi
saptanmistir (58). Tiroid ve adrenal kaynakli otoimmun hastaliklar digindaki diger
otoimmun hastaliklar nadir goruldugu igin bu hastaliklar agisindan rutin test yerine

semptoma dayali yaklagimda bulunmak daha uygundur (28).

Enfeksiyon
Gonadlari tutabilen bazi enfeksiyéz hastaliklar da POF'a neden
olabilmektedir. Kadinlarda puberte sonrasi gegirilen kabakulak enfeksiyonu overleri

tutma egiliminde olup kabakulak geciren kadinlarin %3-7"sinde POF gelisebilecegi
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gosterilmistir (36). Bu hastalarin ¢gogunda enfeksiyon iyilestikten sonra ovaryen
fonksiyonlar geri kazaniimaktadir (59). Varisella enfeksiyonu, POF vakalarinin
%3.5'undan sorumlu tutulurken (20), immunsuprese hastalarda sitomegaloviris

(CMV) (60) ve insan immun yetmezlik virist (HIV) ooforit etkeni olabilmektedir (2).

Cevresel Toksinler

Cevresel toksinler, sigara, alkol, yiyecekler ve strestir (20). Cevresel toksinler;
GnRH'nun, hipotalamustan pulsatil saliniminin baskilanmasina ve direkt oosit
sayisinin azalmasina neden olarak ovaryen disfonksiyona yol agarlar (61).

Menapoz vyasini etkileyen en o6nemli cevresel etken sigaradir. Sigara
dumaninin igerigini polisiklik aromatik hidrokarbonlar, nitréz bilesikler, aromatik
aminler ve nikotin olusturmaktadir.  Sigaranin igerigindeki  poliaromatik
hidrokarbonlarin overlere toksik oldugu duasunulmektedir. Sigara, primordiyal
folikillerde hasarlanmaya neden olmaktadir. Ayrica 6strojenin karacigerdeki
metabolizmasini hizlandirarak ve hipotalamopituiter aks Uzerine etki ederek
hormonal dengesizliJe yol agmaktadir (62). Sigara ile POF arasinda kesin bir
baglanti gosterilememistir. Fakat sigara igenlerle icmeyenler kiyaslandiginda, sigara
icenlerin igmeyenlere gore 1-4 yil daha erken menapoza girdigi bildirilmigtir (44).
Fareler Uzerinde yapilan bir ¢alismada, fareler 8 hafta sigara dumanina maruz
birakilmis ve daha sonra primordiyal folikll sayisina ve over hacmine bakilmistir.
Calismanin sonunda primordiyal folikil sayisinda azalma ve over hacminde anlamli

6lcide azalma oldugu saptanmistir (63).

Genetik Nedenler

POF hastalarinin genetik agidan arastirilmasi sonucunda, X kromozomunun
yapisal ve sayisal anomalileri ile birlikte hem X kromozomu Uzerinde hem de
otozomal kromozomlar Uzerinde POF ile iligkili pek ¢ok gen belirlenmistir (5). Genom
boyu c¢alismalarinda otozomal kromozomlardan 5, 6, 13, 19 ve 20. kromozomlar

uzerinde dogal menapoz yasini etkileyen genlerin oldugu saptanmistir (64, 65).

1) X Kromozomunun Sayisal ve Yapisal Anomalileri

X kromozomu, POF olusumunda en énemli kromozomdur. X kromozomunun
hem yapisal hem de sayisal anomalileri POF a neden olmaktadir (5).

Monozomi X (Turner Sendromu : TS), ilk olarak 1938 yilinda tanimlanmigtir

(66). Turner sendromu, kadinlarda en sik goérilen seks kromozom anomalisi olup
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2500 canli dogumda bir gértulmektedir (67). Molekiler ¢calismalar Turner sendromiu
olgulardaki X kromozomu monozomisinin hastalarin Ugte ikisinde maternal, Ucte
birinde ise paternal kaynakli oldugunu gdstermistir (68). Turner sendromlu olgularin
yarisindan fazlasinda periferik kan lenfositlerinden yapilan kdltirlerde mozaik
karyotip bulunmaktadir (69). X kromozomu monozomisi, paternal gamette ya da
erken embriyonal bélinme asamasinda iken, mayoz sirasinda seks kromatidlerinin
ayriimamasindan kaynaklanmaktadir. Sonraki dénemlerde olan ayrilima kusuru,
genellikle mozaisizme yol agmaktadir. Mozaik vakalarda fenotip daha hafif olup bu
hastalarin %40°1 gonadal yetmezlik gelismeden Once spontan olarak puberteye
girebilmektedirler (70).

Turner Sendromu kisa boy, yele boyun, duslk sac¢ cizgisi, yelken gogus,
kubitus valgusa primer amenore, gonadal disgenezi, sekonder seks karakterlerinin
geri kalmasi, bilissel bozukluk, kardiyak ve renal anomalilerin eslik etmesi ile
karakterizedir. Turner Sendromlularda infertilite, mayotik profazda pakiten
evresinden hemen dnce baslayan oosit kaybindan kaynaklanmaktadir (71). Bu da
gostermektedir ki; normal kadin fertilitesi ve normal over fonksiyonlari igin iki adet
fonksiyonel X kromozomuna gereksinim vardir. Ayrica erken ovaryen sureklilik igin X
kromozomunun tzerindeki genlerin ¢ift dozda eksprese edilmesi gerekmektedir (72).

X kromozomundaki izokromozom, ring kromozom veya terminal delesyon gibi
yapisal anormallikler de Turner Sendromu fenotipine neden olabilmektedir (73). X
kromozomun uzun kolunun izokromozomu en sik gorilen X kromozomu yapisal
anomalisidir. Normal bir hiicre bdlinmesinde sentromer longitudinal olarak
béliinmektedir. izokromozom Xq'da ise sentromer transvers diiziemde anormal
sekilde bolunur ve ayni genleri igceren, ayni kromozom kollarinin olusturdugu bir
kromozom olugur (74).

Y kromozomu Uzerindeki SRY geninin delesyonunda da nadiren Turner
sendromu fenotipi meydana gelmektedir (75). Y kromozom mozaisizmi bulunan
Turner sendromu olgularinda (45,X/46,XY gibi) disgenetik gonadlardan
gonadoblastom gelisme riski vardir (76).

Trizomi X, kadinlarda fazladan X kromozomunun bulunmasiyla karakterize bir
cesit seks kromozom andploidisi olup 1000 canh kiz dogumda 1 goéralir. Olgularin
yalnizca %10°u tani alir. Her ne kadar en sik gortlen sekli 47, XXX karyotipi olsa da
olgularin %10°unda 46,XX/47 XXX; 47 XXX/48 XXXX veya 45X’in eslik ettigi
45 X/47,XXX; 45,X/46,XX/47 XXX gibi ¢esitli mozaik karyotiplerle de gortlebilir (77).

Mozaik trizomi X olgulari postzigotik ayrilmama veya postzigotik trizomiden kurtulma
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mekanizmasi ile olusabilmektedir (5). Klinik tabloda epikantal katlanti, hipertelorizm,
yukari dogru palpebral araliklar, klinodaktili, pes planus, pektus ekskavatum,
hipotoni ve artmis eklem fleksibilitesi gézlenmektedir (78). Hastalarin cogunda ciddi
tibbi problem gorilmemekle birlikte bazilarinda tek bébrek, renal displazi ve ovaryen
malformasyon gibi genitolriner anomaliler gorulebilmektedir (79). Trizomi X
vakalarinin ¢ogunda puberte baslangici ve seksiel gelisim normaldir. Fakat
literatirde ovaryen veya uterin disgenezisi olan trizomi X'li olgular da bildirilmistir
(77).

POF hastalarininda yapilan ¢alismalarda ise %3 lUnde trizomi X saptanmigtir.
POF saptanan trizomi X olgularinin bayuk bir kisminda otoimmun tiroid hastaliklar
basta olmak Uzere otoimmun hastaliklara yatkinlik da vardir (80). Trizomi X
olgularinda fertilite ile ilgili gaisma bulunmamakla beraber pek ¢ok basarili gebelik
bildirimi vardir. Bu nedenle trizomi X olgularina POF ve genitouriner anomaliler eslik

etmedigi durumlarda fertilitenin etkilenmedigi dugtunulmektedir (78).

2) POF1 ve POF2 Bolgeleri

POF’lu hastalar Gizerinde yapilan g¢alismalarda, X kromozomunun g kolunda
POF icin 2 major bdlge saptanmis olup bu bélgeler POF1 (Xq26.2-928) ve POF2
(Xq13.3-q22) olarak adlandiriimistir (81). POF1 bdlgesinin distal delesyonlarinda
24-39 yaslarinda POF gelisirken (82), POF 2 boélgesini kapsayan delesyonlarda 16-
21 yas gibi daha erken yaslarda POF gelismektedir (83). Sekil 2°de bu bélgeler

gosterilmistir.
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Sekil 2: insan X kromozomuna ait idiogram (81). Kromozomun sol tarafinda POF1
ve POF2 bdlgelerinin kromozomal lokasyonlari gosteriimektedir. Sag tarafta ise

literatire gore haritalanmis aday POF genleri yer almaktadir.

POF1 Bolgesi (Xq26.2-q28)

1980°li yillarda POF’lu hastalarda yapilan bir calismada X kromozomunun g
kolunda kligik bir delesyon belirlenmistir. Buna bagl olarak; Xg26-gter bdlgesinde
insan folikilogenezinde fonksiyonel genlerin oldugu saptanmistir (81). POF
hastalarinda yapilan calismalarda Xq bélgesi FISH proplari kullanilarak daraltiimig
ve bu bdlge POF1 boélgesi (Xg26.2-g28) olarak adlandiriimistir (84). POF1
bolgesinin 22 Mb uzunlugunda oldugu ve dizi analizine gére hepsi POF icin aday
gen olabilecek 190 gen igerdigi belirlenmistir. Bu bolgedeki POF etiyolojisinde rol
oynayan en 6nemli gen Frajil X Mental Retardasyon 1 (FMR1) dir. FMR1 digsindaki
diger oOnemli genler ise Heparan Sulfat 6-OSulfotransferaz 2 (HS6ST2),
Transkripsiyon Faktér DP Family member 3 (TDPF3) ve Glypikan 3 (GPC3)’tur (81).
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POF2 Bolgesi (Xq13.3-q22)

Xql13.3-g22'de lokalize olan diger POF bdlgesi olan POF2 bolgesi ilk olarak
babadan kaynaklananan 46,X,t,(X;6)(q13.3-21;p12) translokasyonuna sahip bir
hastada tariflenmigtir (83). Kirilma noktalarinin haritalanmasi ile yapilan molekuler
calismalarda POF2 bolgesindeki aday genler belirlenmis olup bu genler;
Diaphanous Homolog 2 (DIAPH2), Dachshund Homolog 2 (DACH2) ve Premature
Ovarian Failure 1B (POF1B)'dir. DIAPH2 genindeki degisiklikler, meyve sineginde
spermatogenezi ve oogenezi etkileyerek infertiliteye yol actigi gdsterilmistir. Bu
nedenle DIAPH2 geninde olusacak herhangi bir degisikligin insanlarda da POF'a
neden olacagi dusunulmektedir. Diger iki genden POF1B’in erken ovaryen
gelisimden, DACH2'nin ise folikiler farkllasma surecinden sorumlu oldugu
dusunulmektedir. Mutasyon analiz calismalari ile DACH2 geni ile POF fenotipi
arasinda iliski gosterilmis fakat POF1B ile heniz bir iliski gésterilememistir (81).

3) Over Gelisimi Uzerinde Etkili Diger Genler

Enzim eksiklikleri 6strojen sentez bozukluklarina ve ergenlikte gelisim
bozukluklarina neden olarak, primer amenore ve ovaryum yetmezligine sebep
olabilmektedir (85). CYP19A1 geni tarafindan eksprese edilen aromotaz enzimi,
androjenlerin dstrojene donusimunu kataliziemekte ve eksikliginde kadinlarda
klitoral hipertrofi ve primer amenore godzlenmektedir (86). 17 a-hidroksilaz/17,20
desmolaz enzim eksikligi ise CYP17A1 gen mutasyonu sonucu meydana
gelmektedir. Bu enzim eksikligine bagh olarak da pregnenolon 17 «a
hidroksipregnenolona donusturalemez. Kortizol, androstenedion, testosteron ve
Ostrojen uretilemez. Bu durum 46,XX karyotipindeki kadinlarda dig genital organlarin
gelisimini etkilemezken pubertede sekonder seks karakterlerinin gelisiminin geri
kalmasina neden olur. Hastallk 10924-25 bolgesinde lokalize olan CYP17Al
genindeki otozomal resesif mutasyon sonucu olugsmaktadir (87).

POF etiyolojisindeki en 6nemli enzim eksikliklerinden digeri galaktoz-1-fosfat
aridil transferaz (GALT) enziminin eksikligidir. Bu durum galaktozemi Kklinik
tablosuna neden olur. Nadir gérilen otozomal resesif gegisli bir bozukluk olup, 9p13
bolgesinde lokalize olan GALT genindeki mutasyon sonucu gerceklesir (88).
Hastalarda galaktoz ve metabolitlerinin viicutta birikmesi sonucunda hepatoseliiler,
okdler, renal ve norolojik hasarlar gézlenmektedir. Yapilan galismalarda, biriken

galaktoz ve metabolitlerinin toksik etki yaparak overde hasar yaptigi gosterilmistir
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(89). Hastalarin over biyopsilerinde primordiyal folikullerin bulundugu ancak foliktler
biylme ve gelismede anormallikler oldugu saptanmistir (90). Galaktozeminin diger
bir etkisi de gonadotropinlerin  glikolizasyonunun etkilenerek  biyolojik
aktivasyonlarinin azalmasidir. FSH un reseptoriine afinitesi yeterli diizeyde olsa da
adenilat siklaz aktivasyonlarinin yetersiz kaldigi bidirilmigtir (91). 47 galaktozemili
kadin hastanin katildigi bir calismada, kadinlarin %81 inde POF gelistigi saptanmis
ve bu kadinlarin yaklasik %83 Unin sekonder amenore sikayeti ile bagvurdugu
bildirilmistir (92).

Puberteden menapoza kadar seks steroidlerinin teka hicrelerinden salinimini
FSH ve LH kontrol eder. FSHR (Folikil Stimile Edici Hormon Resept6rl) geni
2p16.3 bolgesinde lokalizedir ve 10 eksondan olusmaktadir. FSH reseptori 7 adet
transmembran segment icermekte olup erkek ve kadin reproduktif siklusunda en
onemli hormonlardan biri olan FSH'1 baglar (81). FSHR genindeki mutasyonlar
sonucu, reseptorin fizyolojik fonksiyonu bozulmakta ve mutasyon c¢esidine gore
primer amenore, sekonder amenore ya da sekonder seks karakterlerinin gelisiminde
bozukluk gibi klinik tablolara yol agmaktadir (93).

Luteinlestirici hormon glikoprotein yapidadir. Yapisal olarak; a ve hormon
spesifik B alt birimi olmak Uzere 2 farkl alt birimden olusan bir heterodimerdir.
LH’'nin, korpus Iluteumdan progesteron saliniminin devam ettiriimesi,
steroidogenezin uyarimi ve oosit maturasyonu asamalarinda édnemli fonksiyonlari
vardir. LH ayrica ovulasyonu ve ovaryen folikilliin luteinizasyonunu uyarir (1).
Anormal LH salinimi, anovulasyona, luteal faz yetmezligine, erken oosit
maturasyonuna bagli menstriasyon duzensizliklerine, polikistik over sendromuna,
tekrarlayan gebelik kayiplarina ve infertiliteye neden olabilmektedir (94). POF'da
etkili diger bir gen olan LHR genidir. LHR geni ve POF arasindaki iligki, Leydig hiicre
hipoplazisi goérulen erkeklerde vyapilan aile inceleme calismalarinda POF
hastalarinin saptanmasiyla ortaya ¢ikmistir (95). Bu hastalarda oligomenore ya da
sekonder amenoreye ultrasonografide ¢cok sayida antral folikiil gérinimu eslik eder.
Over biyopsisinde preovulatuar asamaya kadar tim folikller gelisim asamalari
gorulurken tipik olarak ovulasyon gerceklesmez (96).

Kadinlarda reproduktif siklusun en édnemli dizenleyicilerinden biri inhibinlerdir.
inhibinler bir adet a alt birimi ve BA ile BB olmak (izere 2 adet B alt biriminden
meydana gelmektedir. B alt biriminin igerdigi proteine gére inhibin a veya inhibin B
olarak adlandirimaktadir. inhibin o ve inhibin B, menstriiel siklusun farkli

asamalarinda etkilidir (1). inhibin a, sikliisiin ortasinda yiikselir. Bu nedenle inhibin
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a’nin preovulatuar folikiil tarafindan Uretilip sekrete edildigi distniimektedir. inhibin
B ise folikiler fazin ortasinda yiikselmektedir (97). inhibinler, hipofizer FSH
sekresyonunu azaltan grantloza hicrelerince uretilir (98). Hormonal fonksiyonunun
yani sira inhibinler buyume ile diferansiyasyon faktora (99) ve folistatin
ekspresyonunun dizenleyicisi olarak da islev gérmektedir (100). Premenapozal
kadinlarda, menapoz bulgulari belirmeden énce inhibin dlizeylerinde azalma oldugu
saptanmistir. Bu durumun premenapozal dénemde over foliklllerindeki azalmaya
bagh oldugu belirlenmis ve serum inhibin seviyesinin over folikll kapasitesini
gbstermek icin ideal bir marker oldugu gdsterilmistir (101). inhibin a (INH a) geni
2033-gter bolgesinde lokalize olup 2 eksondan meydana gelmektedir. POF
hastalarinda INH a geni sekanslandiginda ikinci eksonda bir polimorfizm saptanmis
olup bu polimorfizm ile INH a geninin eksprese ettigi proteinde p.A257T degisimi
olmaktadir. Bu polimorfizm 43 POF hastasinin %6.9 unda (3 olguda) goérulurken 150
saglhkh kontrol hastasinin ancak birisinde goérilmesi POF ile iligkilendirilmesini
saglamistir (102). Daha sonra italya ve Hindistan'da yapilan ¢aligmalarda bu
bulgular desteklenirken Kore populasyonunda bdyle bir polimorfizm saptanmamistir
(81). italya'da yapilan bir galismada INH a p.A257T degisimi ile sporadik ve ailevi
POF arasinda anlamli iligki oldugu gosterilmigtir (103). Ancak yapilan genis bir
kohort ¢alismasinda bu varyantin sikhdinin POF hastalari ve kontrol grubu arasinda

anlamli bir farkhhk gostermedigi belirtiimistir (104).

FMR1 GENI

FMR1 Gen Yapisi

FMR1 geni Xq27.3 bolgesinde lokalize, 38 kb genomik dizi boyutundadir. 17
eksondan meydana gelmektedir ve transkripti yaklasik olarak 4 kb'lik mRNA
boyutundadir (3). Bu genin eksprese ettigi protein trtint Frajil X Mental Retardasyon
Proteini (FMRP) (105) olup terminal eksonlarin alternatif kirpilmasiyla FMR1 protein
izoformlar olugsmaktadir (106). FMRP bir¢cok dokuda gorulirken, en ¢ok ndronlarda
ve testiste eksprese olmaktadir. Hicre icerisinde sitoplazmada bulunan FMRP
heterojen nukleer ribonikleoproteinler (hnRNP) olarak bilinen RNA - baglayici
protein ailesinin bir Uyesidir. FMRP hedef mRNA'larin transportu (nukleustan
sitoplazmaya, sitoplazmadan dendritlere ve postsinaptik protein sentez bdélgelerine)
ve translasyonunun diizenlenmesinden sorumludur (107).

FMR1 geninin ilk eksonunun 5'UTR bdlgesi, stabil olmayan CGG tekrarlari
icermektedir (3). CGG tekrarlari CpG adasinin 250 bp gerisindedir. CGG tekrarlari
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arasinda AGG trinukleotid tekrarlari bulunmakta (108) ve bu tekrarlar diziyi
saglamlastirarak replikasyon sirasinda kaymay! énlemektedir (109) (Sekil 3). Bu
bolgedeki tekrar sayisi polimorfiktir. Bu durum araya giren AGG dizilerinin sayisi ve
pozisyonuna baghdir (108). 5 - 44 CGG trinukleotid tekrar sayisi normal olarak kabul
edilmektedir (4). Normal populasyonda AGG sayisini belilemek amaciyla FRAXA
icindeki haplotip markirlari kargilastirilarak yapilan dizi analizi ¢alismasinda yaklagik
her 10 CGG tekrarindan sonra araya 1-3 kez AGG dizilerinin girdigi ve (CGG)1o
AGG(CGG)y AGG(CGG)y dizisinin olustugu saptanmistir (108). Normal olarak;
tekrar bolgesi ebeveynden cocuguna gectiginde stabildir (110, 111). Yapilan
arastirmalarda; araya giren AGG dizilerindeki kaybin CGG tekrar sayisinda artisa
neden oldugu gosterilmis ve genin ebeveynden cocuda gecgerken, tekrar bolgesinin

stabilitesini kaybederek genigledigi saptanmistir (112).

gcctcagtcaggegetcagcetecgtttcggtttcacticecggtggagggccgectctgagegggegge
gggccgacggegagcegegggeggeggeggtgacggaggegecgetgecagggGGCGTG
CGGCAGCGLGGCGGCGECEGCGGCEGCGGCEEGCEGGCGGAGGC
GGCGGCGGCGGCEGGCGGCGGCGGCGGCTGGGCCTCGAGCGCCC
GCAGCCCACCTCTCGGGGGCGGGCTCCCGGCGCTAGCAGGGCTG
AAGAGAAGATGGAGGAGCTGGTGGTGGAAGTGCGGGGCTCCAAT
GGCGCTTTCTACAAG

Sekil 3: FMR1 geni 5'UTR ve 1.eksonu
(http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/X/html/FMR1_1.html) (113).

Uclii tekrar uzunlugundaki degisimin biylk bir kismi 3' ugta olmaktadir. Bu
durum 84 Kisilik bir grupta FMR1 geni 5UTR bdlgesindeki AGG dizilerinin dagilimi
analiz edilerek saptanmistir. Allellerin gogunda iki AGG vardir ve en uzun kesiksiz
CGG tekrar alanlari daima 3' ugta bulunmaktadir. Tekrar uzunlugundaki varyasyon
uclarda gorulur. Bu allellerde araya giren bir veya iki AGG trinlkleotidin kayboldugu
belirlenmigtir. AGG trintkleotidlerindeki eksiklik, normal tekrar sayisi olan allellerde
kararsizliga neden olmaktadir (114, 115). 33 ve daha az kesintisiz CGG tekrari
stabilitesini korurken 34°ten fazla kesintisiz tekrarlarda insitabilite meydana
gelmektedir (114). 45 — 54 CGG tekrari intermedia - gri zon, 55 — 200 premutasyon

ve >200 ise tam mutasyon olarak degerlendiriimektedir (4) (Sekil 4).
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Sekil 4: FMR1 geni CGG dizi tekrari goranumu (1, 4).

CGG tekrar dizisi artigsina neyin sebep olduguna yonelik pek ¢ok faktor 6ne
surdlmastur. Bunlar arasinda en c¢ok kabul goéreni tekrar dizileri boyunca
kromatidlerin yanlis eslesmelerine bagl olarak mitoz ve mayoz sirasinda genetik
materyalin esit olmayan yer degistirmesi ve gen konversiyon olaylaridir. DNA
replikasyonu sirasinda, DNA polimeraz GC zengin bolgeleri amplifiye ederken
zorlanmaktadir. Slipped strand mispairing (SSM) (kaymis zincir eglesmesi) normal
allelin instabilitesine neden olmaktadir. Bu kayma Okazaki fragmanlarinda meydana
gelmektedir. Tekrar dizisi ne kadar uzun ise stabilite o kadar azdir. Tekrar dizisinin
artis1 stabil olmamakla beraber tekrar dizisinin uzunlugu ile iliskilidir. CGG tekrar
sayisi arttikga premutasyonun tam mutasyona doénlsme riski de artmaktadir.
instabiliteyi etkileyen diger bir durum da CGG tekrarlari arasina giren AGG (gl
dizileridir. AGG dizilerinin sayisi ve pozisyonu instabiliteyi etkilemektedir. Bu dizilerin
yoklugu instabilitenin arttigini ve CGG tekrar sayisinin artigina yatkinlik oldugunu
goOstermektedir (116).

FMR1 Premutasyonu

FMR1 genindeki CGG trintikleotid tekrar sayisinin 55-200 arasinda olmasi
premutasyon tagiyicihgi olarak adlandiriimaktadir (4). Premutasyonlar normal tekrar
sayisinin Uzerinde, ancak frajilite olugsturacak duzeyde olmayan CGG tekrarlaridir.
Premutasyonlar stabil degildir. CGG tekrar sayisi arttikgca premutasyonun tam
mutasyona dénidsme riski artar. Premutasyon alleli anneden ¢ocuga gecis sirasinda
tam mutasyona donisebilir, babadan gegiste tam mutasyona dénisim
bildiriimemistir (117).
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Premutasyon tasiyicilarinda CpG adalari metile olmadigindan FMR1 RNA ve
FMRP proteini Uretilebilmektedir; bu nedenle bu kisilerde full mutasyonda gorilen
Frajil X sendromu gelismemektedir. Genel popullasyonda premutasyon alellerinin
prevalansi kadinlarda 1/259 iken, erkeklerde 1/813 olarak tespit edilmistir. Yapilan
calismalarda premutasyon ile iligkili fenotiplerin tanimlanmasi premutasyon
tastyicilarinin  asemptomatik olmadigini gdstermektedir. Frajil X premutasyon
tasiyicilarinda FMRP ekspresyonu azalmasina ragmen mRNA dizeyleri ¢ok
yuksektir. Azalmis translasyon oranina karsilik transkripsiyonel aktivitede artis
g6zlenmektedir. Trankripsiyonel aktivite artisi, fenotiplerin ortaya ¢ikmasina neden
olan RNA fonksiyon kazanimi mutasyonlari sonucudur (117). Premutasyon tasiyicisi
kadinlarda POF gdzlenebilirken, 55 yasinin Uzerindeki premutasyon tasiyicilarinda
norodejeneratif bir hastallk olan Frajil X tremor ataksi sendromu (FXTAS)
gOzlenebilmektedir (118). FXTAS In molekiler mekanizmasi olarak fonksiyon
kazanimina yol acan mutasyondan so6z edilebilir. Artmis FMR1 transkript miktari

hicresel proteinlerin birikimine ve inklizyonlarin olusumuna sebep olmaktadir (117).

FMR1 Full Mutasyonu

FMR1 genindeki CGG trinlkleotid tekrar sayisinin 200°den fazla olmasi full
mutasyon olarak adlandiriimaktadir (4). Bu durum Frajil X sendromu diger adiyla
Martin - Bell sendromu klinik tablosuna neden olmaktadir (119). Frajil X sendromu
kalitsal zeka geriliginin en sik nedeni olup mental retardasyon, makroorsidizm ve
tipik yuz bulgulari ile karakterizedir (1).

200’Gn ustundeki CGG tekrar sayisi FMR1 geninin  promotorundaki
deoksisitozin rezidilerinin artmis metilasyonu ile birlikte olup bu artmis metilasyon
FMR1 transkripsiyonunu azaltir veya baskilar ve sonugta FMRP eksikligi ortaya
cikar (117).

FMR1 geni metilasyonu, iki mekanizma ile gen aktivasyonunu
engellemektedir: 1) Transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini énler, 2) Kromatin
kondenzasyonunun  uyariilmasini  saglayarak  transkripsiyon  duzeneginin
baglanmasini 6nler. Yapilan galismalarda FMR1 geninin hem CGG tekrarlarinin
hem CpG adaciklarinin hipermetilasyonu ile transkripsiyonun baskilandigi
gosterilmistir. Metilasyon ve bunu takiben genin inaktivasyonu, fertilizasyondan

sonra meydana gelmektedir (107).
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FraX Premutasyon Tasiyiciligi ve idiyopatik Prematiir Ovaryen Yetmezlik

1990'larin basinda FMR1 premutasyon tasiyicilarinda POF insidansinin arttigi
saptanmistir (120, 121). Premutant allele sahip kadinlarda, POF prevelansi %20
olarak belirlenmistir (122). Sporadik POF’da premutasyon tasiyiciligi % 0.8-7.5 iken,
ailevi POF’da bu oran %13’lere kadar ¢gikmaktadir (123).

FMR1 premutasyon tasiyicilarinda hangi mekanizma ile POF olugtugu henuz
tam olarak aydinlatilamamigtir. Bu hastalarda over rezervinin azaldigi ve atrezi
hizinin arttigi 6ne surtlmastir (1). FMR1 premutasyon tasiyiciiginda, CGG tekrar
sayisinin  artmasiyla birlikte FMR1 mRNA dizeyinde artis ve FMRP
ekspresyonunda azalma go6zlenmektedir. Artmis FMR1 mRNA dizeyi uzun
donemde overlere toksik etki gdsterebilmektedir. Ayrica fetal dénemde oosit
fonksiyonunda gorev aldi§i disinilen FMRP'nin ekspresyonunun azalmasiyla,
FMRP nin etkilesim halinde oldugu oosit gelisiminde goérevli diger genlerin
ekspresyonu degismekte, bu genlerde haployetmezlige neden olarak bu durum oosit
kaybi ile sonuclanmaktadir (118). Baska bir goriste ise; mutant allel tarafindan
uretilen mRNA'nin foliklller Uzerine toksik oldugu yonindedir. Yiksek miktarda
MRNA fonksiyon kazanirken, mRNA baglayan proteinlerden bir ya da birkaginin
tikenmesine yol acarak diger hicresel fonksiyonlarin bozulmasina ve folikillerde
atreziye neden olabilecegi ileri strtlmustir (124).

Premutasyon tasiyicilarinda POF disinda da ovaryen fonksiyon bozukluklari
gérilebilmektedir. Premutasyon tasiyicilariyla kontrol grubu karsilastirildiginda;
premutasyon tasiyicilarinda folikller faz siiresinin daha kisa oldugu, serum dstradiol
seviyeleri arasinda anlamh fark bulunmasa da folikiler faz ortasinda FSH
degerlerinin daha yuksek oldugu, folikller fazda inhibin B, luteal fazda ise inhibin A
ve progesteron konsatrasyonlarinin daha duguk oldugu (125) ve 5 yas daha erken
menapoza girildigi saptanmistir (126).

POF ile CGG tekrar sayisi arasindaki iligskiyi inceleyen Allen ve ark. (2007)
calismalarinda, riskin en fazla 80-100 tekrarda oldugunu 55-79 ve >100 tekrarda
riskin daha az oldugunu gostermiglerdir (124). Ayrica Yrigollen ve arkadaslari (2014)
CGG tekrarlarini bolen AGG dizilerinin sayisinin maternal transmisyon sirasinda
premutasyonun full mutasyona genislemesinde énemli oldugunu vurgulamislardir
(227).
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MATERYAL VE YONTEM
Calisma Gruplari

Bu projede Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi ve Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali tarafindan tim
tetkikleri yapilarak idiyopatik prematir ovaryen yetmezlik tanisi ile takip edilen ve
fizik incelemeleri Pamukkale Universitesi Tip Fakdltesi ve Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali polikliniginde yapilan tablo
3'te Ozetlenmis olan kriterleri saglayan 55 hasta ve 55 kontrol olgusu calismaya
dahil edildi. Bu arastirma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Komisyonu tarafindan 27.07.2014 tarih ve 10 sayili kurul karari ile onaylanmis
olup Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri komisyonu tarafindan
desteklenmistir. Calismaya dahil olan tiim bireylere bilgilendirilmis goénulli olur formu
imzalatildi ve tum bireylerden 1 adet K3 EDTA’l tipe (VACUETTE®) toplam 2 ml
periferik kan drnegi alindi. Kan o&rnekleri hasta ve kontrol gruplari igin ayri ayri
kodlanarak DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20°C’ de saklandi. Calismaya dahil

olma ve diglama kriterleri tablo 3'de gosterilmistir.

Tablo 3: Hasta grubunda galismaya dahil olma ve diglanma kriterleri

Dahil olma kriterleri Diglanma kriterleri

1. 40 vyasindan 6&nce menstriel | 1. 40 yasindan 6nce menstriel siklis
siklusun kesintiye ugramasi ve en az 4 | problemi olmamak
ay sirmesi

2. FSH = 14mlIU/ml saptanmasi 2. FSH <14mlU/ml saptanmasi

3. Otoimmun hastalik o6ykusindn | 3. Otoimmun hastalik dykusu varligi
olmamasi

4. Metabolik hastalik (galaktozemi vs.) | 4. Metabolik hastalik (Galaktozemi vs)

Ooykusunun olmamasi oykusunun varligi
5. Gegirilmis over cerrahisi dykusinin | 5.Gegirilmis  pelvik  cerrahi  6ykisu,
olmamasi, kemoterapi — radyoterapi | kemoterapi — radyoterapi Oykusu

almamis olmak

6.Kromozom analizi sonucunun 46,XX | 6. Kromozomal anomali bulunmasi
olmasi

Kontrol grubu olarak; 45 yasindan sonra menapoza girmig ve herhangi bir
yardimci ureme teknigi kullanmadan ¢ocuk sahibi olmug 55 birey calismaya dahil
edildi.
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Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Periferik kan 6rneklerinden genomik DNA izolasyonlari ticari kit (Quickgene
DNA Whole Blood Kit S, Fuijifilm) kullanilarak otomatize nukleik asit izolasyon
cihazinda (Fujiflm Nucleic Acid Isolation System, Quickgene-810, Fujifilm)
gerceklestirildi. DNA izolasyonu i¢in uygulanan basamaklar, asagida maddeler

halinde verilmistir:

1. EDTA’ll tiplere alinan periferik kan 6rneklerinden 200 ul periferik kan

ornegi alinarak 1.5 ml’lik ependorf tiplerine aktarildi.

2. 200 ul kan érneklerine, 250 pl lizis tamponu (Lyzis Buffer; LDB) ve 30 pl
Proteaz (EDB) eklenerek, maksimum hizda 10-15 sn vortekslendi (pulse-vorteks).
Ornekler 56 °C’de 2 dk inkiibe edildi.

3. inkiibasyon sonrasi drneklere 250 pl >%99 etanol eklenerek maksimum

hizda 10-15 sn vortekslendi (pulse vorteks). Kisa bir santrif(jj islemi yapildi.

4.0Otomatize genomik materyal izolasyon cihazinin kartusuna filtreli tlpler
yerlestirilerek lizatlar bu tlplere aktarildi ve “DNA WHOLE BLOOD” modu segilerek

stuzme islemi yapildi

5.Filtreli tGplere 750 pl kitle saglanan Wash Buffer ilave edildi ve tekrar sizme

islemi yapildi. Bu islem 2 kez daha tekrarlandi.

6. Kartus, DNA izolasyonunda kullaniimak Uzere cihaza énceden yerlestirilen

ependorflarin Gzerine aktarildi.

7.Filtreli tiplere 200 pl elisyon bufferi eklenerek sizme iglemi baglatildi.

Boylece filtrede bulunan DNA'larin ependorflara aktarilmasi sagland..

8. Filtreli thpler atihp, DNA igeren suzintl ependorf tlpu icinde saklandi.

izole Edilen DNA'larin Saflik Derecelerinin Degerlendirilmesi
izole edilen DNA o&rneklerinin konsantrasyon ve saflik tayini Thermo
Scientific Nanodrop 2000c spektrofotometre cihazinda yapildi. Olgimii yapilan DNA

ornekleri galisma yapilincaya kadar + 4°C’de buzdolabinda saklandi.
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Triplet Repeated Primer Polimeraz Zincir Reaksiyonu (TP PCR)

FMR1 geni, 5'UTR boélgesindeki polimorfik CGG tekrarlarini ¢odaltmak ve
tekrar sayilarinin tespiti icin Asuragen AmplideX™ FMR1 PCR Kiti kullanildi. Kit
icerisinde saglanan primerler ile FMR1 geni 5'UTR bdlgesindeki polimorfik CGG
tekrarlarini iceren DNA dizisi hem kontrol hem de hasta grubunda ¢ogaltildi. Her bir
ornek i¢in kullanilan primerler forward, reverse ve CGG primeri olup forward ve
reverse primeri CGG tekrarli bdlgeyi ¢cogaltirken CGG primeri tekrar bdlgesine gesitli
yerlerden hibridize olarak analiz esnasinda merdiven gorintisinin olusmasini
saglamaktadir (Sekil 5).

FMR1 Reverse Primer
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Sekil 5: TP PCR calisma mekanizmasi ve analizi semasi (128).

Kit icerigi ve toplam hacimleri tablo 4°te gosterilmistir.
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Tablo 4: AmplideX™PCR Kit igerigi ve toplam hacimleri

Kimyasallar Toplam Hacim
FMR1 F,R FAM-Primerleri 50 pl

FMR1 CGG Primer 50 pl

GC-Rich Amp Buffer 1.2 ml
GC-Rich Polimeraz Miks 5l

ROX 1000 Size Ladder 200 pl

Diluent 1.0ml

F:Forward, R:Revers, FAM: 6-Carboxyfluorescein

Asuragen AmplideX™ FMR1 PCR Kiti ABI 3130 Genetik Analiz cihazina
uygun oldugundan DNA izolasyonundan sonraki deney asamalari Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakdiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir.

Calismamiza dahil olan 55 hasta ve 55 kontrolin DNAlari, konsantrasyonlari
dixVi=d>xV> (d:yogunluk, V:hacim) formuld kullanilarak 10-15ng/pl olacak sekilde
steril distile su ile sulandiriidi. Toplam 110 6rnek icin TP PCR reaksiyonlari
asagidaki sekilde gerceklestirildi:

FMR1 geninin ¢ogaltilacak bdlimu igin toplam hacim 7.5 ul olacak sekilde
TP PCR reaksiyon karigimi hazirlandi. Tek bir érnek igin hazirlanan reaksiyon
karisim igerigi Tablo 5'te gosterilmistir. Bu karigimdaki icerikler érnek sayisi ile

carpilarak PCR icin gerekli miktar hazirlandi.

Tablo 5: Bir 6rnek igin hazirlanan reaksiyon karisim igerigi

Kimyasallar Reaksiyon Hacmi
GC-Rich Amp Buffer 5.725 pl

FMR1 F,R FAM-Primerleri 0.25 ul

FMR1 CGG Primer 0.25 pl

Diluent 0.25 ul

GC-Rich Polimeraz Miks 0.025 pl

DNA 1yl

TOPLAM 7.5 ul

TP PCR reaksiyon karigimi hazirlandiktan sonra oérnekler Thermal Cycler
cihazina yerlestirildi ve Tablo 6 daki basamaklar izlendi.
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Tablo 6: Thermal Cycler cihazinda uygulanan basamaklar

islem Isi Siire Déngii Sayisi
Denaturasyon 95°C 5dk 1
Denaturasyon 97°C 35sn

Primer Baglanma 62°C 35sn 10

Uzama 68°C 4dk

Denaturasyon 97°C 35sn

Primer Baglanma 62°C 35sn 20

Uzama 68°C 4dk + 20sn/d6ngu”

Final Uzama 72°C 10dk 1
Sonucglanma 4°C o0 1

*Her dongiide uzama siiresi 20sn artacak

4sa 33dk suren Thermal Cycle asamasindan sonra Urlnler cihazdan ¢ikartildi.

ABI 3130 Genetik Analiz cihazina yiklenmesi icin Tablo 7 deki karisim hazirlandi.

Tablo 7: ABI 3130 Genetik Analiz cihazina yuklemek icin tek 6rneklik hazirlanan
karisim

Kimyasallar Toplam Hacim
Formamid 11 pl

ROX 1000 Size Ladder 1l

PCR drand 1l

TOPLAM 13 ul

Bu karisimdaki icerikler érnek sayisi ile ¢arpilarak tlplere aktarildi. Bir kag
kere odrneklere pipetaj yapildi. Karisim Thermal cycler cihazinda 95°C'de 2dk
denature edildi. Buz Ustline alinan 6rnekler daha sonra kapiller elektroforez igin

“Sample Plate”’e aktarildi ve 4 kapillerli ABI 3130 Genetik Analiz cihazina yuklendi.

ABI 3130 Genetik Analiz cihazinda kapillerle gelen Grtiin miktarini artirmak igin
kit protokolinde belirtildigi gibi injeksiyon 2.5 kV, 20 sn ve “run zamani” 2400 sn

olarak ayarlandi.

Fragment boyutlarinin analizi GeneMapper 4.0 yazihm programi kullanilarak

yapildi. Saptanan piklerdeki tekrar sayilari;

CGGy=(pik uzunlugu - co) / me formulu kullanilarak hesaplandi (ABI 3130
Genetik Analiz cihazi igin; ¢, =229.4, m,=2.965).
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Homozigot saptanan hastalarda allel dropout olasihidini dislamak icin DNA
konsantrasyonu 5ng/ pl yapilarak érnekler tekrar ¢aligildi ve Thermal cycler kosullari

asagidaki gibi dizenlendi (Tablo 8). Diger basamaklar benzer sekilde uygulandi.

Tablo 8: Homozigot bireylerin tekrar reaksiyonlarindaki thermal cycler kosullari

Islem Isi Siire Déngii Sayisi
Denaturasyon 95°C 5dk 1
Denaturasyon 97°C 35sn

Primer Baglanma 62°C 35sn 12

Uzama 68°C 4dk

Denaturasyon 97°C 35sn

Primer Baglanma 62°C 35sn 25

Uzama 68°C 4dk + 20sn/d6ngu”

Final Uzama 72°C 10dk 1
Sonuglanma 4°C e 1

*Her dénguide uzama siresi 20sn artacak

dTP PCR (direct Triplet Primed Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Hasta grubunda premutasyon tasiyicisi saptanan 1 olgu, gri zon saptanan 3
olgu, kontrol grubunda gri zon saptanan 1 olgu ve CGG tekrar sayisi <45 olan 5
olguya CGG tekrarlari arasina dagiimis AGG sayilarinin tespiti icin intron Saglk
Uriinleri ith.ihr.Tic.Ltd.Std den hizmet alimi yapilmistir.

intron Saglik Urlnleri ith.ihr.Tic.Ltd.Std. FastFraX“FMR1 Sizing Kitini
kullanarak veri analizi yapmistir. Kit icerigi ve toplam hacimleri tablo 9'da

gosterilmistir.

Tablo 9: FastFraX™FMR1 Sizing Kit igerigi ve toplam hacimleri

Kimyasallar Reaksiyon Hacmi
Sizing Primer Mix 50 pl

Sizing PCR Mix A 125 pl

Sizing PCR Mix B 375 ul

Tag Polimeraz 50 pl

Taqg Plus 50 ul

Reaksiyon icin gerekli DNA hacmi reaksiyonda toplamda 100ng olacak
sekilde mi: Vi= m;: Vo (m:kutle) formala kullanilarak hesaplandi. Toplam 10 6rnek

icin dTP PCR reaksiyonlari gergeklestirildi.
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FMR1 geninin ¢ogaltilacak bdlimi igin toplam hacim 15 ul olacak sekilde

dTP PCR reaksiyon karigimi hazirlandi. Tek bir 6érnek igin hazirlanan reaksiyon

karisim igerigi Tablo 10°da gdsterilmistir. Bu karisimdaki icerikler érnek sayisi ile

carpilarak PCR icin gerekli miktar hazirlandi.

Tablo 10: Tek bir érnek icin hazirlanan reaksiyon karisim icerigi

Kimyasallar Reaksiyon Hacmi
Sizing Primer Mix 1l

Sizing PCR Mix A 25 ul

Sizing PCR Mix B 7.5 ul

Taq 1u

Tag Plus 1l

DNA (100ng) X ul

Su 2-X

TOPLAM 15 ul

dTP PCR reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra ornekler Thermal Cycler

cihazina yerlestirildi ve Tablo 11 deki basamaklar izlendi.

Tablo 11: Thermal Cycler cihazinda uygulanan basamaklar

Islem Isi Siire Déngii Sayisi
Denaturasyon 95°C 15dk 1
Denaturasyon 99°C 45sn

Primer Baglanma | 55°C 45sn 40

Uzama 70°C 8dk + 15sn/d6ngl”

Final Uzama 72°C 10dk 1
Sonuglanma 11°C [a'e) 1

*Her dongiide uzama stiresi 15sn artacak

Thermal Cycle asamasindan sonra Urunler cihazdan cgikartildi. ABI 3500

Genetik Analiz cihazina yuklenmesi igin Tablo 12 deki karigim hazirlandi.

Tablo 12: ABI 3500 Genetik Analiz cihazina yuklemek icin tek oérneklik hazirlanan

karigim
Kimyasallar Toplam Hacim
Formamid 9 ul
MapMarker 1000-ROX 0.5 ul
PCR Urini 4 ul
TOPLAM 135yl
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Bu karisimdaki icerikler érnek sayisi ile ¢arpilarak tlplere aktarildi. Bir kag
kere drneklere pipetaj yapildi. Karisim Thermal cycler cihazinda 95°C'de 5dk
denature edildi. Buz Ustline alinan d6rnekler daha sonra kapiller elektroforez icin

“Sample Plate”e aktarildi ve 8 kapillerli ABI 3500 Genetik Analiz cihazina yuklendi.
Verilerin analizi GeneMapper yazilim programi kullanilarak yapildi.

istatistiksel Analiz

Veriler SPSS paket programiyla analiz edildi. Surekli degiskenler ortalama +
standart sapma ve kategorik degiskenler sayi ve ylzde olarak verildi. Bagimsiz grup
farkliliklarin -~ kargilagtinimasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Kategorik

degiskenlerin kargilastiriimasinda ise Ki-kare analizi kullaniidi.
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BULGULAR

Calismamizin hasta grubunu Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi ve
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
béliminde idiyopatik prematir ovaryen yetmezlik tanisi ile takip edilen, POF
tanisini ortalama 30.6 yasinda (18-40yas) almis 55 kadin hasta olusturmaktadir.
Kontrol grubunu ise normal yollardan gebe kalmis, 45 yasindan sonra menapoza
girdigi bilinen 55 olgu olusturmaktadir. Olgular Tablo 3’te belirttigimiz c¢alismaya
dahil edilme ve dislanma kriterlerine goére belirlendi. POF grubundaki hastalarin
ortalama FSH degeri 51.3 + 45 mlU/mL (12-155 mlU/mL), LH degeri
30.1 + 2.9 mlU/mL (4.3-89.2 mIU/mL) ve ortalama 6stradiol degeri 35.2 + 4.9 ng/mL
(5-146.7 ng/mL) idi. Hasta grubunun bilgileri Tablo 13°te gosterilmektedir.

Tablo 13: Hasta grubuna ait bilgiler

Hasta |Menapoz |FSH LH E2 Akraba

No yasi (mlU/mL) | (mIU/mL) |(ng/mL) |Menapoz
yasl

H1 37 25.50 10.10 77.60 -

H2 32 89.65 47.56 10.25 2’:88

H3 37 43.41 18.79 11.58 A:38

H4 39 26.35 13.36 22.40 A:40

H5 28 19.10 12.90 11.80 A:46

H6 39 78.12 57.45 12.84 A:37

H7 25 73.28 41.48 26.40 -

H8 38 43.41 17.00 11.33 A:54

H9 29 16.32 10.82 21.28 A:34,T:30

H10 37 25.78 12.62 5.75 -

H11 33 15.34 4.34 119.00 A:34,K:34

H12 36 41.12 39.54 81.44 A:35

H13 35 62.45 9.25 24.76 A:47

H14 33 32.40 5.81 <20.0 2:20

H15 35 19.35 10.22 54.22 -

H16 30 17.88 15.74 10.70 A:42, T:42

H17 38 25.48 12.75 68.52 -

H18 31 44.10 23.23 9.32 A:46

H19 36 19.45 15.75 72.58 -

A:Anne, AA:Anneanne, T:Teyze, K:Kardes
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(Tablo 130n devami)

H20 |23 25.32 17.08 26.50 | -
H21 |36 12490  |89.25 12800 | -
H22 |19 56.89 45.73 6508 |H20
H23 |32 14.50 11.07 4968 | A34
H24 |27 26.19 11.55 49.68 | A40
H25 |37 29.54 13.23 8752 | -
H26 |24 10600  |45.28 1387 | A43
H27 |22 58.69 32.56 1285 | -
H28 |25 45.89 37.42 1001 |A45
H29 |39 36.85 11.16 2415 | AB1
H30 |28 41.46 28.69 2402 | A52
H31 |39 32.97 20.89 14670 |-

H32 |30 53.78 37.09 7.20 T:40
H33 |19 11637  |30.15 <10 2

H34 |26 83.24 48.25 1335 |-

H35 |27 81.50 39.74 5.00 A49
H36 |30 77.62 41.26 5.00 ;

H37 |18 15520 | 77.64 5.00 i

H38 |22 50.45 13.46 38.97 | A42
H39 |29 35.55 22.21 71.67 | A40, T:39
Ha0 |21 75.45 59.65 4568 | -
Ha1 |40 12.00 78.00 1600 |A39
Ha2 |22 13940 | 82.46 5.00 A47
Ha3 |39 98.45 65.32 28.80 | A46
Haa |22 14.27 11.57 2588 | A>45
Ha5 |35 46.33 43.83 11470 | A40
Ha6 |28 20.71 12.65 1658 |-

Ha7 |28 58.56 45.74 6413 | -
Hag |34 105.70  |57.87 8.27 A50
Ha9 |34 53.54 19.61 5.00 A>55
H50 |23 23.50 5.23 1741 |-

H51 |25 50.43 34.79 8.83 i
H52 |39 17.66 8.82 10570 | A42
H53 |27 4015 21.59 8.80 ;
H54 |36 42.38 28.09 1078 | -
H55 |31 54.29 32.17 5.00 ;

A:Anne, AA:Anneanne, T:Teyze, K:Kardes
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Olgulara ait periferik kan drneklerinden yapilan DNA izolasyonu sonucu elde

edilen DNA’nin  konsantrasyonu ‘Thermo  Scientific  Nanodrop  2000c

spektrofotometre cihazi ile dlgtimis olup sonuglar Tablo 14°te gdsterilmistir.

Tablo 14: Hasta grubu spektrofotometri 6lgtimleri
Hasta Konsantrasyon Al A° Hasta Konsantrasyon | A Al
no ng/pl 2601280 | 260230 no ng/pl 2601280 | 2601230
H1 28 1.77 | 0.87 H29 24 181 |1.28
H2 64 1.86 | 0.70 H30 48 1.89 | 1.49
H3 22 195 | 0.85 H31 39 1.86 | 0.94
H4 44 1.68 | 0.80 H32 42 1.89 |1.22
H5 13 1.76 | 0.95 H33 19 185 | 1.19
H6 7 2.1 1.18 H34 30 182 |1.22
H7 25 1.75 | 0.95 H35 25 1.86 | 2.20
H8 15 1.75 | 0.88 H36 32 186 | 1.75
H9 59 1.99 | 0.83 H37 23 1.87 | 1.99
H10 75 1.97 | 0.86 H38 18 193 | 0.55
H11 19 1.87 | 0.95 H39 17 1.87 | 1.30
H12 14 217 | 1.73 H40 15 1.94 1.43
H13 27 1.78 | 0.79 H41 20 199 |1.23
H14 66 1.76 | 1.50 H42 14 206 |1.73
H15 9 2.16 | 1.36 H43 17 197 | 161
H16 12 2.03 | 1.95 H44 31 193 | 1.65
H17 18 1.84 | 1.44 H45 32 1.84 | 1.44
H18 81 1.92 | 1.79 H46 28 2.00 | 0.96
H19 50 1.60 | 0.80 H47 30 190 | 1.96
H20 11 1.70 | 1.27 H48 35 192 | 244
H21 12 1.64 | 1.19 H49 35 204 | 1.65
H22 18 1.89 | 1.54 H50 31 194 |1.23
H23 10 1.96 | 0.88 H51 10 1.80 | 2.24
H24 21 1.65 | 1.43 H52 17 201 | 1.76
H25 62 220 | 143 H53 42 1.89 | 155
H26 18 1.80 | 0.95 H54 38 1.80 | 1.54
H27 20 1.89 | 0.88 H55 32 194 | 1.68
H28 15 191 |1.30
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Tablo 15: Kontrol grubu spektrofotometri dlgtimleri

Kontrol Konsantrasyon | A° Al Kontrol Konsantrasyon | A° A°
no ng/pl 2601280 | 2601230 no ng/ul 2601280 | 2601230
K1 38 192 | 0.77 K29 17 1.97 | 1.37
K2 40 1.98 | 0.80 K30 26 193 | 1.29
K3 23 195 | 0.83 K31 30 181 | 1.44
K4 28 1.93 | 0.80 K32 10 195 | 112
K5 11 211 | 1.82 K33 15 1.92 | 0.98
K6 22 1.97 | 1.52 K34 15 198 | 1.45
K7 13 2.06 | 1.65 K35 25 186 | 1.45
K8 29 2.03 | 157 K36 30 188 | 1.73
K9 34 1.89 | 0.98 K37 32 1.87 | 1.89
K10 56 191 | 1.75 K38 12 2.01 | 0.95
K11 32 191 | 0.96 K39 21 1.89 | 142
K12 46 1.83 | 1.03 K40 21 199 | 1.32
K13 44 195 | 1.32 K41 37 1.84 | 0.89
K14 29 1.80 | 1.45 K42 18 184 | 1.26
K15 28 1.89 | 0.96 K43 19 1.88 | 1.52
K16 29 192 | 1.65 K44 34 1.85 | 1.55
K17 15 194 | 1.04 K45 26 184 | 1.34
K18 39 190 | 1.83 K46 29 1.83 | 1.75
K19 39 190 | 1.54 K47 26 1.78 | 1.47
K20 31 185 | 1.21 K48 32 1.89 | 0.86
K21 25 1.76 | 1.54 K49 38 1.88 | 1.67
K22 23 1.86 | 0.86 K50 36 1.82 | 1.49
K23 28 1.89 | 0.78 K51 24 1.88 | 2.01
K24 38 189 | 1.52 K52 24 1.74 | 1.35
K25 20 1.90 | 0.73 K53 29 1.82 | 1.63
K26 30 1.90 | 0.95 K54 30 1.70 | 1.63
K27 31 1.89 | 0.88 K55 23 1.78 | 1.52
K28 17 1.93 | 1.58
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FMR1 Geni Molekiler Analizi
TP PCR Sonuglar

Calismamiza katilan idiyopatik POF olgularina ve kontrol grubuna ait CGG

tekrar sayilari tablo 16 ve tablo 17 de goésterilmistir.

Tablo 16: Hasta grubundaki allellerin CGG tekrar sayilari ve hastalarin FSH
degerleri

HgSta Allell | Allel2 (FHS]ITJ ) Hgm Allel1 | Allel2 I(:rTSH'-L'J )
H1 29 |41 |2550 H29 |28 |29 |36.85
H2 29 |29 [89.65 H30 |28 |98 |41.46
H3 29 |30 [43.41 H31 |28 |43 |32.97
H4 20 |28 |26.35 H32 |30 |47 |53.78
H5 29 |41 [19.10 H33 |32 |44 |116.37
H6 29 |29 [78.12 H34 |28 |29 |83.24
H7 26 |30 |73.28 H35 |29 |44 |81.50
H8 29 |29 |43.41 H36 |28 |38 |77.62
H9 32 |37 |16.32 H37 |28 |29 |155.20
HI0 |22 |29 |25.78 H38 |19 |29 |50.45
H11 |22 |29 |15.34 H39 |29 |30 |35.55
H12 |28 |30 |41.12 H40 |28 |31 |75.45
H13 |28 |29 |62.45 H41 |28 |29 |12.00
H14 |28 |31 |32.40 H42 |20 |29  |139.40
H15 |29 |37 |19.35 H43 |28 |29 |98.45
H16 |26 |36 |17.88 H44 |24 |26 |14.27
H17 |28 |45 |25.48 H45 |29 |29 |46.33
H18 |22 |31 |44.10 H46 |33 |40 |20.71
H19 |23 |28 |19.45 H47 |28 |29 |5856
H20 |38 |51 |25.32 H48 |21 |28 |105.70
H21 |28 |29  |124.90 H49 |27 |29 |53.54
H22 |29 |30 |56.89 H50 |23 |23 |23.50
H23 |20 |29 |1450 H51 |29 |29 |50.43
H24 |28 |29 |26.19 H52 |29 |33 |17.66
H25 |29 |29 |29.54 H53 |28 |29  |40.15
H26 |29 |32 |106.00 H54 |29 |29 |42.38
H27 |22 |29 [s8.69 H55 |22 |29 |54.29
H28 |29 |40 |45.89
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Tablo 17: Kontrol grubundaki allellerin CGG tekrar sayilari

Kontrol 1 ajiel 1 | Allel 2 Kool allel 1 | Allel 2
No No

K1 29 |29 K29 27 |29
K2 36 |37 K30 22|37
K3 29 (38 K31 29 |29
K4 28 |32 K32 28 |40
K5 22|29 K33 20 |29
K6 22 |28 K34 28 [38
K7 22 |29 K35 20 [31
K8 28 |30 K36 29 |41
K9 29 |36 K37 28 |29
K10 28 |32 K38 29 |29
K11 28 32 K39 29 30
K12 28 |40 K40 18 129
K13 22 23 K41 22 38
K14 22 |23 K42 3L [31
K15 22 |29 K43 23 |28
K16 28 29 K44 29 29
K17 28 |28 K45 260 | 30
K18 20 |32 K46 20 |20
K19 28 |28 K47 28 |28
K20 28 |30 K48 29 |31
K21 28 |29 K49 23 (30
K22 20 |29 K50 28 |29
K23 19 |29 K51 19 |29
K24 23 40 K52 29 |42
K25 28 |31 K53 29 |42
K26 20 |31 K54 22 |29
K27 27 |29 K55 19 [35
K28 29 49

FMR1 geni CGG tekrarlarinin ¢alisma grubundan elde edilen TP PCR

goruntuleri 6rnekleri sekil 6 ve 7 deki gibidir.
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Sekil 6: K30, CGG tekrar sayisi: 22 ve 37 (Normal heterozigot)

1]

Sekil 7: H6, CGG tekrar sayisi: 29 (Normal homozigot)

Calismamizda FMR1 geni ekzon 1 5" UTR bdlgesinde CGG tekrar sayilari
incelendiginde hasta grubunda H17, H20, H32 ve K28 de gri zon; hasta grubunda
H30 da ise premutasyon tasiyiciligi tespit edildi. Olgularin analiz gérintileri ve CGG
tekrar sayilari Sekil 8, 9, 10, 11 ve 12 de gosterilmistir.
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28 45
Sekil 8: H17, CGG tekrar sayisi: 28 (Normal) ve 45 (Gri zon)

il

1 i

38 51
Sekil 9: H20, CGG tekrar sayisi: 38 (Normal) ve 51 (Gri zon)
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Sekil 10: H32, CGG tekrar sayisi: 30 (Normal) ve 47 (Gri zon)
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Sekil 11: K28, CGG tekrar sayisi 29 (Normal) ve 49 (Gri zon)
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Sekil 12: H30, CGG tekrar sayisi: 28 (Normal) ve 98 (premutasyon tagiyicisi)

Hasta grubunda allel 1 minimum 19, maksimum 38, allel 2 minimum 23,

maksimum 98; kontrol grubunda ise allel 1 minimum 18, maksimum 36 ve allel 2

minimum 20, maksimum 49 saptandi. Hasta ve kontrol grubundaki allel 1 ve allel

2'deki CGG tekrar sayisi artisi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi (allel 1 i¢in p degeri 0.161, allel 2 i¢in p degeri 0.821).

Hem hasta hem de kontrol grubunda FMR1 geninde allel 1 ve allel 2°de

CGG tekrar sayisi >200 olan olgu saptanmadi. Hasta grubunda 1 olguda (%1.8)

CGG tekrar sayisi 55-200 arasinda (premutasyon tasiyicisi) saptanirken kontrol

grubunda premutasyon tasiyicisi hi¢ saptanmadi. CGG tekrar sayisi 45-54 arasi (gri

zon) olan olgular ise hasta grubunda %5.45 iken, kontrol grubunda %21.8 olarak

belirlendi.

Tablo 18: Premutasyon tasiyicisi saptanan olgu

Toplam

CGG Tekrar Sayisi 55 -

%

200 Olanlar
Hasta Grubu 55 1 1.8
Kontrol Grubu 55 0 0
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Tablo 19: Gri zonda saptanan olgular

CGG Tekrar Sayisi 45-
Toplam 54 Olanlar %
Hasta Grubu 55 3 5 45
Kontrol Grubu 55 1 1.8

Tablo 20: CGG tekrar sayisi 35-54 arasi saptanan olgular

CGG Tekrar Sayisi 35- | p
Toplam 54 Olanlar & degeri
Hasta Grubu 55 14 25 45
1
Kontrol Grubu 55 14 25.45

dTP PCR Sonuglari
Calismamizda CGG tekrarlari arasina dagiimis AGG dizileri incelendiginde
H17, H20, H30, H32 ve K28'in AGG sayilari allel1-allel2 olacak sekilde sirasiyla 2-1,
3-0, 2-0, 2-2, 2-2 saptanirken CGG tekrar sayisi <45 olan K1, K2, K3, K4 ve H33 n
ise CGG tekrarlarini bolen AGG sayilari sirasiyla 2-2, 1-1, 2-2, 2-1 ve 2-1 olarak
saptandi. Homozigot <45 CGG sayisi olan K1'in, gri zonda saptanan K28'in ve
premutasyon tagsiyicisi H30'un analiz goruntileri ve AGG dizi sayilar Sekil 13, 14

ve 15°te gosterilmigtir.
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Sekil 13: CGG tekrar sayisi homozigot olarak 30 olan kontrol olgusu K1'in AGG
analiz goérantistu. Her iki allelde de CGG tekrarlarini bélen 2 AGG dizisi
bulunmaktadir (10 CGG+AGG+10 CGG+AGG+10 CGG).
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Sekil 14: CGG tekrar sayisi allel 1'inde 29 (normal), allel 2°de 49 (gri zon) olan
kontrol olgusu K28'in AGG analiz gorintusu. K28%in allel 1 “inde 2 AGG

(9 CGG+AGG+10 CGG+AGG+10 CGQG) ve allel 2'sinde de 2 AGG

(30 CGG+AGG+10 CGG+ AGG+ 9 CGG) bulunmaktadir.
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Sekil 15: CGG tekrar sayisi allel 1'inde 28 (normal), allel 2" sinde 98 (premutasyon
tasiyicisi) olan H30"un AGG analiz gérintisu. a) H30 un allel 1°nde 2 AGG (9
CGG+AGG+9 CGG+AGG+10 CGG) bulunmaktadir. b) H30'un AGG analiz
goruntisunin devami. Olgu H30'un premutasyon olan allelinde (allel 2) CGG

tekrarlarinin AGG dizisi ile bolinmedigi gorulmektedir.

Premutasyon tasiyicihgi saptadigimiz H30, 34 yasinda olup allellerinde CGG
tekrar sayisi 28 ve 98 iken allell-allel2’de AGG sayisi sirasiyla 2-0 saptandi.
Tarafimiza basvurdugunda FSH:41.46 miU/mL, LH: 28.69 mlU/mL ve 6&stradiol:
24.02 ng/mL idi (Tablo 21).

Gri zonda saptadigimiz olgular:

H17 nin 38 yasinda menstruel siklUslari kesintiye ugramis olup TP PCR
sonucunda CGG tekrar sayisi 28 ve 45 iken allel1-allel2’de AGG sayisi sirasiyla 2-1
saptandi. Olgunun laboratuvar tetkiklerinde FSH: 25.48 mIU/mL, LH:12.75 mIU/mL,
E2: 68.52 ng/mL idi.
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H20, 23 yasinda menapoza girmis olup CGG tekrar sayilari 38 ve 51 iken
allell-allel2’de AGG sayisi sirasiyla 3-0 saptandi. Laboratuvar tetkiklerinde FSH:
25.32 mlU/mL, LH: 17.08 mIU/mL, E2: 26.50 ng/mL idi.

H32 ise 30 yasindayken sikayetleri baslamis ve CGG tekrar sayilari 30 ve
47 iken allel1-allel2’de AGG sayisi sirasiyla 2-2 saptandi. Laboratuvar tetkiklerinde
FSH: 53.78 mIU/mL, LH: 37.09 mlU/mL, E2: 7.20 ng/mL olarak saptandi (Tablo 22).

K28 46 yasinda olup halen menstriel sikluslari devam etmektedir. Olgunun
CGG sayilari 29 ve 49 sapranirken AGG sayilari allel1-allel2 olacak sekilde 2-2
saptandi. Laboratuvar tetkiklerinde FSH: 9.52 miU/mL, LH: 6.27 mlU/mL ve E2:
31.25 ng/mL olarak saptandi (Tablo 23).

Tablo 21: Premutasyon tasiyicisi H30 un Ozellikleri

Hasta | Allel 1/ | Allel 2/ Menapoz FSH LH E2
No AGG AGG yasl (mlU/mL) | (mlU/mL) | (ng/mL)
H30 2812 98 /0 28 41.46 28.69 24.02
Tablo 22: Gri zondaki hastalarin 6zellikleri
Hasta Allel 1/ Allel 2/ Menapoz | FSH LH E2
No AGG AGG yasl (mIU/mL) | (mIU/mL) | (ng/mL)
H17 2812 45/1 38 25.48 12.75 68.52
H20 38/3 51/0 23 25.32 17.08 26.50
H32 30/2 4712 30 53.78 37.09 7.20
Tablo 23: Gri zondaki K28'in 6zellikleri
Kontrol | Allel 1/ Allel 2/ Menapoz | FSH LH E2
No AGG AGG yasl (mIU/mL) | (mIU/mL) | (ng/mL)
46
yasinda
K28 29/2 49/ 2 halen 9.52 6.27 31.25
adet
goérmekte
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TARTISMA

Gunumuzde prematur ovaryen yetmezligin etiyolojisinde rol oynayabilecek
faktorler halen arastirimakta olup pek ¢ok POF’lu olgu idiyopatik olarak
siniflandiriimaktadir (54). POF ile iliskili olabilecek pek ¢cok aday gen arasinda FMR1
geni bu durumla en sik iligkilendirilen genlerden biridir. FMR1 premutasyon
tasiyicihginda, CGG tekrar sayisinin artmasiyla birlikte FMR1 mRNA dlizeyinde
artis ve FMRP ekspresyonunda azalma goézlenmektedir. Artmis FMR1 mRNA
dizeyi uzun dénemde overlere toksik etki gosterebilmektedir. Ayrica fetal donemde
oosit fonksiyonunda goérev aldigi dastnilen FMRP'nin  ekspresyonunun
azalmasiyla, FMRP nin etkilesim halinde oldugu oosit gelisiminde goérevli diger
genlerin ekspresyonu degismekte, bu genlerde haployetmezlige neden olarak bu

durum oosit kaybi ile sonuglanmaktadir (118).

FMR1 premutasyon tasiyicilarinda POF gorilme sikhdr normal populasyona
gore 13 kat daha yuksektir ve bu olgular tasiyici olmayanlarla kiyaslandiginda
menapoza 5 yil daha erken girmektedir (124). Calismamizda, idiyopatik POF tanisi
almisg 55 olgunun ve saghkli 55 kontrolin FMR1 geni 5'UTR bdlgesindeki CGG
tekrar sayllari TP PCR metodu ile incelenerek hasta grubunda 1 olguda
premutasyon tasiyicilidi, 3 olguda gri zon ve kontrol grubunda da bir olguda gri zon

saptandi.

Literatirde idiyopatik POF tanisi almis olgularda FMR1 5'UTR bdlgesinin
degisik teknikler kullanilarak incelendigi ve bu bdlgedeki CGG tekrar sayisinin
gelecek nesillerde 6zellikle full mutasyona donusme ihtimali nedeniyle bir ¢ok
arastirma yapildigi gézlenmistir (120, 121, 129, 130). Barasoain ve ark. (2013) over
fonksiyonlari azalmis 41 olgu ve fertilite problemi olmayan 32 kontrol ile yaptiklari
c¢alismada hasta grubundan 2 olguda (%4.8) premutasyon tasiyiciligi saptamiglardir
(131). Cin'de 117 POF olgusu ve 82 kontrol ile yapilan baska bir ¢calismada hasta
grubunda sadece 1 olguda (%0.8) premutasyon tasiyicihgi saptanmistir (3). Bizim
calismamizda ise 55 hasta olgusundan 1 tanesinde (%1.8) premutasyon tasiyiciligi
saptanirken kontrol grubunda premutasyon tasiyiciigi hi¢ saptanmamistir. POF
hastalarina yénelik yapilan ¢alismalarda premutasyon tasiyicilii saptama ytzdesi

genellikle disuktir ancak premutasyon tasiyicihgi klinik agidan anlamlidir.

Literatirdeki ¢alismalar hem gizli hem de asikar POF ile sadece premutasyon

tastyicihginin degil ayni zamanda gri zonun da iliskili oldugunu gdstermektedir.

47



Chen ve arkadaglar (2003) FMR1 promoterinde degisik sayllarda CGG tekrari olan
insan hicre hatlarina lusiferaz reporter plazmitini transfer etmis ve protein
ekspresyonunu kantitatif olarak degerlendirmiglerdir. Hem premutant hem de gri zon
sinirlarinda olan hidcrelerde  FMR1 mRNA transkriptinin = arttigini, FMRP
ekspresyonunun ise azaldigini géstermiglerdir (132). Gri zondaki alleller daha dusik
olasilikla geniglemekte ancak daha sonraki nesillerde Frajil X sendromuna neden
olabilmektedir. Daha dnce yapilmis galismalara gore; gri zondaki alleller tipik olarak
en az Uc¢ nesil sonra full mutasyona genislemektedir (133-135). Son yillarda Murray
ve arkadaslarn (2013) ise 46 yasindan énce menapoza girmis 2000 den fazla kadin
Uzerinde yaptigi arastirmada; gri zonun ne erken menapoza ne de POF a neden
oldugunu bildirmislerdir (136). Calismamizda hasta grubundan 3 olgu (%5.45) gri
zonda bulunmaktadir. Hasta grubundaki gri zon yuzdesi dusuk olmasina ragmen
klinik olarak olgular POF oldugundan, olgularin klinik olarak degerlendirilmesi
gerekmektedir. Kontrol grubunda ise 1 olguda gri zon saptanmistir (Tablo 19).
Literatirde bu konu hakkinda gesitli gorisler olmasi nedeniyle daha fazla sayida

hasta ve kontrol grubunu kapsayan calismalara ihtiyac vardir.

Pastore ve arkadaslari yaptiklari calismada (2012) 35-44 CGG tekrar sayisini
yuksek normal kabul etmiglerdir. Over reverzi azalmis yliksek normal CGG tekrar
sayisina sahip 62 infertil kadinla kontrol grubunu kargilastirmis ve hasta grubunda
35-44 CGG tekrar sayisinin prevalansini %14.5, kontrollerde ise %3.9 bularak bu
durumu hem klinik hem de istatistiksel olarak anlamli bulmuslardir (p: 0.02) (137).
Farkl ¢calismalarda CGG tekrar sayisi yiksek normal ve gri zon araliginda bulunan
kadinlarda over rezervinin azaldigi gosterilmigtir (137-139). 316 hastanin katildigi
baska bir calismada, >34 CGG tekrar sayisinda her 5 CGG tekrar sayisi artisinda
over rezervinin azalma riskinin %50 arttigi belirtiimigtir (139). Bennet ve arkadaslari
366 POF ve 1389 kontrol olgusuyla yaptiklari galismada; 35-54 CGG tekrari ile POF
arasinda bir iligki saptamamiglardir (140). Bizim ¢alismamizda da CGG tekrari 35-
54 araliginda olan olgu sayisi hem kontrol hem de hasta grubunda %25.45 (14°er
olgu) oraninda saptanmis olup istatistiki olarak anlamh fark bulunmamistir

(p degeri 1).

Menstriel siklista FSH dizeyinin en yiksek oldugu zaman erken foliklller faz
(3.5-12.5 mIU/mL) olup, bu hormon diizeyi Greme yasinin degerlendirilebildigi ilk
isarettir (141). Murray ve arkadaslarinin (1999) halen adet gbren premutasyon

tasiyicisi 19 olgu, full mutasyona sahip 9 olgu ve 23 kontrol olgusuyla yaptiklari
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calismada premutasyon tasiyicilarinin full mutasyonlu olgular ve kontrollerle
karsilastirimasinda FSH dizeylerini anlamli olarak daha ylksek saptamis fakat
dstradiol diizeyleri arasinda bir iligki bulamamislardir. Ostradiol seviyelerinde fark
bulamamasini éstradioliin overlerden salinmasina ve olgularda halen ovulasyonun
olmasina baglamiglardir (142). Sullivan ve arkadaslarinin (2005) yaptid1 calismada
ise premutasyon taslyicilari ve kontrol olgulari yas gruplarl olusturularak
karsilastirimistir. Buna goére; yas gruplarindaki premutasyon tasiyicilari FSH
dizeyleri tim yas gruplarindaki kontrollerle karsilastirildiginda anlamsiz saptanmis
ancak olgularin yaslari 30-39 olarak sinirlandirildiginda premutasyon tasiyicilarinda
anlamh olarak yiksek (FSH = 40 IU/L) belirlenmistir (141). Buna benzer sekilde
Hundscheid ve arkadaslari (2001) calismalarinda 30°lu yaslarindaki premutasyon
tasiyicisi kadinlarda FSH dizeyini anlaml olarak yliksek bulmus ve FSH yiksekligi
bulunan premutasyon tasiyicisi kadinlarda menstriel siklislar devam etse de
spontan gebelik olusma ihtimalinin disik oldugunu belirtmiglerdir (143).
Calismamizdaki hasta grubunda ortalama FSH: 51.3 + 4.5 mlIU/mL degerindedir.
Calismamizda saptadigimiz  premutasyon tasiyicisi H30'un FSH degeri
41.46 miU/mL (postmenapozal FSH: 25.8 - 134.8 mlU/mL) olup postmenapozal
donem ile uyumludur. Gri zonda saptadigimiz olgularda ise H17 nin FSH degeri
25.48 mlU/mL, H20 nin 25.32 mIU/mL ve H32'nin 53.78 mIU/mL idi. Gri zondaki
hasta 17 ve 20 nin FSH dizeyleri postmenapozal dlizeyin altinda, hasta 32 'nin FSH
degerleri ise postmenapozal dizeydedir. Premutasyon tasiyicilarinda FSH
dizeylerinin premutasyon tasiyicisi olmayanlara goére daha ylksek oldugu
bildiriimesine kargilik premutasyon tagsiyiciligi saptadigimiz olgumuzun FSH dizeyi,
premutasyon taslyicisi olmayan hasta grubumuzun FSH dizeyi ortalamasindan

daha disuk bulunmustur.

FMR1 geni 5'UTR bdlgesinde CGG tekrarlarini bélen AGG dizi sayisi CGG
tekrarlarinin maternal stabilitesi agisindan o6nemlidir. Yapilan c¢alismalar; AGG
kesintilerinin az olmasinin, maternal transmisyondaki instabiliteyi arttirarak full
mutasyona donismedeki riski arttirdigini gostermistir. Genellikle 5-50 CGG tekrari
olan allellerin arasinda iki veya daha fazla AGG tekrari bulunmakta iken
premutasyon tasiyan allellerin ¢odunda en fazla bir AGG bulunmaktadir (3).
Galismamizda 2. allelinde 98 CGG tekrari bulunan premutasyon tasiyicisi H30'da
CGG tekrarlan arasinda hic AGG dizisi bulunmamasi ve gri zon saptanan H17,
H20'deki AGG sayilari (sirasiyla 2-1, 3-0) literaturdeki bu bilgi ile uyumluluk
gostermektedir. Gri zondaki diger olgular olan H32 ve K28'daki AGG sayilari ise
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sirasi ile 2-2 ve 2-2'dir. Yrigollen ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada 60-80 CGG
tekrar sayisi araliginda olan premutasyon tasiyicilarinda AGG sayisinin bilinmesinin
olgularin Greme zamani kararlarini etkileyebilecegini ileri surmuglerdir. Ayrica bu
arastirmacilar full mutasyona dénisen AGG kesintisi olmayan en kiiguk CGG tekrar

sayll alleli de 56 olarak saptamiglardir (127).

Premutasyon tasiyicisi kadinlarin sadece %20'sinde POF klinigi meydana
gelmektedir. Premutasyon tasiyicisi olanlarda POF'un inkomplet penetransini
aciklayan 4 faktér bulunmaktadir: inkomplet penetransin CGG tekrar sayisi, skewed
X inaktivasyonu, sigara ve etkili diger genlerden kaynaklandigi dustnutlmektedir
(122). Allen ve arkadaglari CGG tekrar sayisi ve ovaryen yetmezlik arasinda
orantisal olmayan bir iligki oldugunu ileri sirmuslerdir. Premutasyon tasiyicilari ile
yaptiklari calismada; CGG tekrar sayisi ile ovaryen yetmezlik arasindaki iligkiyi
belirlemek icin premutant CGG tekrarlari disuk tekrar sayisi: 59-79; orta tekrar
sayisi: 80-100 ve yliksek tekrar sayisii >100 olmak Uzere 3 grupta
siniflandirmiglardir. Buna gore, ovaryen disfonksiyonu en fazla ~80-100 CGG tekrar
sayisi olan olgularda gozlemis olup non linear bir iligki oldugunu 6ne surmaglerdir.
Over yetmezligi ile tekrar sayisi arasindaki non linear iligkinin; FMRP nin etkisiz
translasyonunda 100°den fazla tekrari olan allellerde sinirli oldugu seklinde
aciklamiglardir. Tekrar sayisi 100°den dusuk oldugunda artmis mRNA seviyesi
FMRP duzeyini arttirarak FMRP nin slprese ettigi transkriptlerde haployetmezlige
neden olmaktadir. Ayrica orta CGG tekrar sayisina (80-100) sahip bireylerde daha
erken yaslarda ovaryen yetmezligin basladigini  gostermiglerdir  (124).
Calismamizdaki premutasyon tasiyicisi H30 un premutant allelinde 98 CGG tekrari
bulunmakta ve Allen ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismadaki siniflamaya goére POF
icin en riskli grup olan orta tekrar sayili grupta yer almakta olup menapoza girme
yasl ise 28 yastir. Bir olgudaki bu bulgularimiz Allen ve arkadaslarinin ¢alisma

sonuglari ile uygunluk gdstermektedir.

Diger bir faktdér olan X inaktivasyonunun ise FMR1 iligkili POF un
penetransinda énemli roli oldugu didsunitlmektedir. Yapiimis pek ¢ok calismada
premutasyon tasiyicilarinda rastgele X inaktivasyonunun oldugu ve skewed X
inaktivasyonunun olmadigi gosterilmistir (141, 144). Bordega ve arkadaslari
premutasyon tasiyicilarindaki rastgele X inaktivasyonu ile ilgili olarak over
dokusundaki X inaktivasyonu oraniyla kan hicrelerindeki oranin benzer olup

olmadiginin arastiriimasi gerektigini vurgulamiglardir (145). Farkli bir géris olarak
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ise; her iki X kromozomunun aktif oldugu gelisim basamaklari sirasinda
premutasyonun toksik etkisine bagli olarak POF olustugunu ileri sirmusglerdir (124,

146). Calismamizda X inaktivasyonu c¢alismasi yapilmamigtir.

POF'ta inkomplet penetranstaki diger bir faktér olan sigara, menapoz yasini
etkileyen 6nemli ajanlardan biri olup FMR1 premutasyon tasiyicihdiyla ayni etkiyi
gosterdigi ileri surtlmektedir (124). Sigara dumaninda 4000°den fazla kimyasal
madde bulunmaktadir. Neal ve arkadaslari IVF planlanan aktif sigara igen 19 olgu,
pasif icici 7 olgu ile sigaraya maruz kalmayan 10 olguyu karsilastirmislardir.
Toplamda 36 olgunun ovaryen folikll sivilari incelenmis ve sigara dumaninda
bulunan benzo[a]piren ve diger polisiklik aromatik hidrokarbon dizeyleri 6l¢ciimus;
aktif sigara icenlerde benzo[a]piren dizeyleri 6nemli derecede yiksek bulunurken
diger polisiklik aromatik hidrokarbon duizeylerinde bir farkllik saptanmamistir.
Benzo[a]piren dizeyindeki bu ylksekligin primordiyal oositlerin yikimini arttirarak
toksik etki gosterdigini ileri sirmuslerdir (147). Allen ve arkadaslar ¢alismalarinda
hem premutasyon tasiyici olanlarda hem de premutasyon tasiyicisi olmayan sigara
icicilerinde menapoz yasinin kiguldigunu saptamislardir (124). Calismamizdaki
premutasyon tasiyicisi olgumuz giunde 7 adet sigara tukettigini bildirmigtir.
Literatirde sigara miktari hakkinda bilgi veriimemektedir. Bu nedenle olgumuzdaki
sigaranin etkisini bilmemekteyiz. Sigara maruziyetinin etkisinin degerlendirilmesi

acisindan kontrolli daha kapsamli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

CGG tekrar sayisi 80-100 olan FMR1 premutasyon tasiyicisi kadinlarin fertilite
sureleri 6nemli derecede kisalmaktadir. Premutasyon tasiyicisi olgumuzda (H30:
98 CGG tekrar sayisi) gebelik istemi olmasina ragmen hi¢ gebelik olusmamasi
literatirdeki bu bilgi ile értigsmektedir. CGG sayisindaki artis sadece fertiliteyi degil
ayni zamanda over fonksiyonlarinin azalmasina bagli erken yaslarda
hipodstrojenizm ile iligkili hastaliklarin riskinin de artmasina neden olmakta olup
buna bagli olarak daha erken baslangigl osteoporoz ve kirik riskini olusturan dusik
kemik yogunlugu, endotel fonksiyonunun bozulmasina sekonder koroner kalp
hastaligi gibi kardiyovaskuiler mortalite riski artmaktadir (122). Olgumuzun E2 diuzeyi
24.02 ng/mL olup postmenapozal donemle (postmenapozal E2: 5 - 54.7 ng/mL)
uyumlu idi. Olguda hipoostrojenizme bagh bulgular henliz gelismemis olup takibi

onerilmigtir.

Ostrojen ayni zamanda noéron koruyucu bir hormon olup beyin

fonksiyonlarinda da o6nemlidir. Bu nedenle yasla beraber o6strojen dizeyinde
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meydana gelen degisiklikler kognitif fonksiyonun azalmasina ve Alzheimer hastaligi
riskinde artisa neden olabilmektedir. Ayrica premutasyon tasiyicilarinda erken
ostrojen eksikliginin de kismi etkisiyle riski artan diger bir hastalik da nérodejeneratif
bir hastalik olan FXTAS (Frajil X Tremor Ataksi Sendromu)'tir (122). FXTAS, 55 yas
sonrasi ortaya cikan yonetsel islev bozuklugu, tremor, ataksi ve noropati ile
karakterize bir hastaliktir (118). Ikinci bir X kromozomunun koruyucu etKisi
olmadigindan FXTAS'In bulgulari erkek premutasyon taslyicilarinda daha sik
g6zlenmekte olup premutasyon tasiyicisi kadinlarin ise kiglk bir kisminda
gorilmektedir (148). Calismamizdaki premutasyon tasiyicisi olgumuz 34 yasinda

olup nérolojik semptomlar bulunmamaktadir.

Coffey ve arkadaslari (2008) 146 premutasyon taslyicisi olgu ve 69 kontrol
olgusunu tiroid hastaliklari agisindan karsilastirmis ve hasta grubunda tiroid
hastaliklari riskinin arttigini saptamiglardir. Bu durumdan mRNA toksisitesinin
sorumlu oldugu dusunulmektedir. mMRNA toksisitesi direkt hipotalamik hipofizer aks
Uzerine ve belki otoimmun mekanizma ile tiroid Uzerine etki edebilmekte veya tiroid
hiicrelerinde apopitozu arttirabilmektedir. Ayrica tiroid disfonksiyonu premutasyon
tasiyicilarindaki nérolojik bulgulara da sebep olabilmektedir. Hipotiroidizm kognitif
bozukluk, anksiyete ve depresyon gibi psikolojik bulgularin nedenleri arasindadir. Bu
nedenle premutasyon tagsiyicilarinda tiroid hastaliklarini saptayip tedavi etmek
onemlidir (149). Calismamizda saptadigimiz premutasyon tasiyicisi olgunun tiroid
fonksiyon testleri normal olarak saptanmis olup olgunun tiroid USG'sinde sag alt

polde solid izo-hipoekoik tek noduli bulunmaktadir.

Ayrica POF’lu kadinlarda normal over fonksiyonu olan kadinlara gore
psikolojik sorunlar daha sik goérilmektedir. Bu durumun hipodstrojenizmin kognitif
sonuglarindan olabildigi dugunilmektedir (122). Premutasyon tasiyicisi olan 199
olgunun psikiyatrik durumunu degerlendiren bir caligmada; bu olgularin depresyon,
anksiyete ve dikkat problemi yonunden daha sik tani aldiklari veya tedavi olduklari
saptanmistir (148). Bizim galismamizdaki premutasyon tasiyicisi olan olgunun su

ana kadar herhangi bir psikiyatrik sorunu bulunmamaktadir.

Yrigollen ve arkadaslarinin FMR1 geninin 5'UTR bdlgesindeki CGG tekrar
sayisinin maternal transmisyon sirasindaki stabilitesi Uzerine yaptidi calismada,
anne yasinin 6nemli oldugunu saptamislar ve anne yasindaki artisin transmisyon
sirasinda full mutasyona genisleme olasiliginin arttigini ileri stirmislerdir. Ornegin;

20 yasindaki bir annede ekspansiyon olasiligi %56 iken 30 yasindaki bir annede
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%85 olarak hesaplanmigtir (127). Ayrica maternal kahtilan alleller genigleme
ihtimaline sahip oldugundan klinik olarak daha ©&nemlidir. Paternal kalitilan
premutant allellerin ise genisleme riski ¢gok azdir (150). Calismamizda premutasyon
tasiyicisi saptadigimiz olgunun anne menapoz yasi 50 idi. Hastanin ebeveynleri kan

vermeyi kabul etmediginden bu konuda genetik analizleri yapilamamigtir.

Tum POF olgularinin %4-30°u ailesel olup bu durumun genetik yatkinhk
sonucu oldugunu gdstermektedir (151). Ailevi POF’da premutasyon tasiyiciligi orani
%13’lere kadar c¢ikmaktadir (123). Calismamizda olgularimizin 32 tanesinin
akrabalarinin menapoz yasi 6grenilebilmigtir. 32 olgunun 15 tanesinin (%46.8)
akrabalarinda POF &ykisl mevcut olup akraba grubunu anne, kardes, teyze ve
anneanne olusturmakta idi. Saptadigimiz oranin literatlrle karsilastirildiginda
yuksek olmasi, kalan 23 olgunun akrabalarindaki menapoz yasi hakkinda bilgi

edinilememesine baglamaktayiz.
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SONUCLAR

Hasta ve kontrol grubu FMR1 5’UTR boélgesi CGG tekrar sayisi agisindan
incelendiginde hasta grubunda 1 premutasyon tasiyicisi saptanmistir. Hasta
ve kontrol grubunda premutasyon tasiyiciliyi agisindan istatistiksel olarak
anlamli  fark saptanmamig olsa da premutasyon tasiyicihginin
saptanmasinin hastanin takibi ve aile taramasi agisindan klinik 6nemi
bulunmaktadir

Hasta ve kontrol grubu FMR1 5’UTR boélgesi CGG tekrar sayisi agisindan
incelendiginde hasta grubunda 3 gri zon (45-54) saptanirken kontrol
grubunda sadece 1 olguda gri zon saptanmistir. Gri zondaki tekrar sayisinin
U¢ kusak sonra full mutasyona dénisme riski olmasi agisindan klinik olarak
onemi bulunmaktadir.

Hasta ve kontrol grubu arasinda CGG tekrar sayisi 35 ile 54 arasi olan
olgular agisindan istatistiksel fark saptanmamistir.

Premutasyon tasiyicilarinda FSH dulzeylerinin  premutasyon tasiyicisi
olmayanlara gore daha yuksek oldugu bildirilmesine karsilik premutasyon
tasiyicihdr saptadigimiz olgumuzun FSH dizeyi, premutasyon tasiyicisi
olmayan hasta grubumuzun FSH dlzeyi ortalamasindan daha dulslk
bulunmustur.

Premutasyon tasiyicisi saptadigimiz olgumuzda CGG tekrar sayisi 98 olup
literattire gore en c¢ok etkilenen grupta (80-100 CGG tekrari) yer almaktadir.
Olgumuzda gebelik hi¢ gerceklesmemigtir.

Premutasyon tasiyicisi saptadigimiz olgumuzda hipodstrojenizme badli
bulgularin ortaya ¢cikmamasi yasinin geng (34 yas) olmasina baglanmis
olup olguya ilgili branglarda takip énerilmigtir.

CGG tekrarlar arasina dagilimis AGG dizisi 6zellikle CGG tekrar sayisi 80-
100 aralidinda olan bireylerde maternal transmisyon sirasinda ekspansiyon
riski tasidigindan énemlidir. Bu tez ¢alismasinda 2. allelinde 98 CGG tekrari
bulunan premutasyon tasiyicisi H30'da CGG tekrarlari arasinda hi¢c AGG
dizisi bulunmamistir. Gri zon saptanan H17, H20'nin allel 2'lerinde AGG
sayllarinin (sirasiyla 2-1, 3-0) azaldigi saptanmistir.

POF etiyolojisinde FMR1 premutasyon tasiyiciligi olan hastalarin bagka
tasiyici olabilecek akrabalari FMR1 geni agisindan taranmaldir. Ayrica; bu

olgulara -gebe kalma olasiliklari az olsa da- gebe kaldiklari takdirde Frajil X
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sendromlu gocuk sahibi olabilecekleri hakkinda genetik danigma verilmesi

onemlidir.

Sonug olarak; Turk toplumundaki idiyopatik POF olgularinda premutasyon
tasiyicihgr sikhgr dusik olarak saptanmistir. Bizim c¢alismamizdaki hasta ve
kontrol grubu sayisinin dislk olmasini etken olarak gérmekteyiz. Dolayisiyla
daha genis hasta ve kontrol grubu ile yapilan c¢alismalara ihtiya¢ oldugunu
disinmekteyiz. Ancak bir olguda da olsa premutasyon tasiyiciliginin
saptanmasi hastanin yonlendiriimesi ve genetik danisma verilme agisindan

klinik 6nem tasimaktadir.
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