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OZET
POLIKISTIK OVER SENDROMUNUN ETIYOLOJISINDE
INTERLOKIN-23 RESEPTOR GEN POLIMORFIZMINIiN ETKIiSI

Polikistik Over Sendromu (PKOS), uzun ve kisa donem saglik sorunlari
olusturan ve iireme ¢agindaki kadinlarda en sik goriilen endokrinolojik
bozukluklardan biridir (1, 2, 3, 4). PKOS’un etiyolojisi halen bilinmemektedir ancak
genetik, ¢evresel ve davranigsal faktorler arasindaki karmasik etkilesimler sonucu
olduguna inanilmaktadir (1, 5). PKOS, diyabet (6, 7), kardiyovaskiiler hastalik (8, 9,
10), endometriyal karsinom ve endometrial hiperplazi (11) igin bir risk faktoru olarak
benimsenmektedir. PKOS’un etiyolojisi bir sir olmaya devam ederken, bu sendromu
olan kadinlarda kronik diisiik dereceli enflamasyon varligin1 destekleyen kanitlar
ortaya ¢ikmaktadir (12).

IL-23, heterodimerik bir sitokindir ve 1L-23 Reseptor de onun altbirimidir.
IL-23R, interlokin reseptdr olarak adlandirilan proteini yapmayi saglayan gendir. IL-
23 reseptoriine baglandiginda hiicre icinde bir dizi kimyasal olay tetiklenir. Bu
sinyaller enflamasyonu Onler ve yabanci maddelere karsi immiin sistem yanitini
koordine etmeye yardim eder. Buna gore, yaptigimiz literatlir calismasinda 1L-23R,
PKOS gibi bircok kanser ve koroner arter hastalik ile iligkili bulunmustur (13, 14, 15,
16, 17, 18, 19).

PKOS olan kadinlarin ¢ogunda kronik enflamatuvar durumlarin varligim
destekleyen deliller mevcuttur (12, 20-29, 30-35). Fakat, PKOS’lu kadinlarda IL-23R
gen ile ilgili bir calisma bulunmamaktadir. Bu bilgiler 1s181nda ¢alismamizin amaci
IL-23R geninin Arg381GlIn polimorfizmiyle PKOS arasindaki iliskiyi incelemektir.

Calismamiza yas ve viicut kitle indeksi (BMI) uyumlu olan 96 PKOS’Iu ve
111 saglikli kadin dahil edildi. Her iki grupta IL-23R (Arg381GIn) gen bélgesi icin
genotip ve allel dagilimlar1 saptandi. G allel sikliginin PKOS’da, C alleli sikliginin
ise kontrol grubunda daha fazla oldugu bulundu.

Sonug olarak, IL-23R geni Arg381GlIn polimorfizminin PKOS ile bir iliskisi
olmadig diistiniilmektedir. Fakat ayn1 ¢aligma, hasta sayisi arttirildiginda ya da farkli
popiilasyonlarla yapildiginda anlamli bulunma ihtimali barindirir.

Anahtar kelimeler: IL-23R geni, reseptor, polikistik over sendromu,

polimorfizm.



ABSTRACT

THE EFFECT OF IL-23R Arg381GIn POLYMORPHISM IN THE
ETIOLOGY OF POLYCYSTIC OVARY SYNDROME

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is one of the most common
endocrinological disorders in women of reproductive age, that creates short and long
term health problems (1, 2, 3, 4). The etiology of PCOS remains unclear, but it is
believed to result from complex interactions between genetic, environmental and
behavioral factors (1, 5). While the etiology of PCOS remains a mystery, the
evidence in support of the presence of chronic low-grade inflammation in women
with this syndrome is emerging (12).

Interleukin 23 is a heterodimeric cytokine and IL-23R is subunit of IL-23.
The IL-23R gene provides instructions for making a protein called the interleukin 23
receptor. When IL-23 binds to its receptor, it triggers a series of chemical signals
inside the cell. The signals promote inflammation and help coordinate the immune
system’s response to foreign invaders. We’ve made according to literature, IL-23 like
PCOS is associated with many cancers and coronary artery disease (13, 14, 15, 16,
17, 18, 19).

The evidence in support of the presence of chronic inflammatory state in the
majority of women with PCOS is incontrovertible (12, 20-29, 30-35). There is not
any investigation about the 1L-23R gene in PCOS.

According to this information, the first aim of our study was to investigate the
relationship betweeen PCOS and IL-23R gene Arg381GIn polymorphism.

We compared IL-23R gene Arg381GIn polymorphism. genotypes and allele
frequencies in 96 women with PCOS and 111 healthy subjects comparable for age
and body mass index (BMI). The G allel frequency is higher in PCOS, and A allele
frequency is higher in controls.

In conclusion, the IL-23R gene Arg381GIn polymorphism is not associated
with PCOS. But the same study, when the number of patients is increased or to be
made with different populations, is expected to determine statistical significance.

Key Words: IL-23R gene, receptor, polycystic ovary syndrome,
polymorphism.
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1. GIRIS VE AMAC

Yaygin bir endokrinopatoloji olan Polikistik Over Sendromu (PKQOS), tireme
cagindaki kadinlarda en sik goriilen, kompleks genetik hastaliktir (36, 37, 38).
Kadinlarin yaklasik olarak %20’si polikistik overlere sahiptir ve bunlarin yaklagik
olarak %13’{i PKOS un klinik ve biyokimyasal dzelliklerini gosterirler (39). Ureme
cagindaki kadinlarda PKOS’un prevelanst %3-%7 arasinda degismektedir ve bazen
infertil kadinlarda %20’ye kadar yiikselebilmektedir (37).

PKOS'un tam etiyolojisi bilinmemektedir (40, 41) fakat hem sik dogum
yapmis hem de dogum yapmamis kadinlarda insidansin artista olmasi etiyolojinin
cesitliligini desteklemektedir (42).

PKOS, miyokard enfarktisu, disfonksiyonel uterin kanama, kardiyovaskiler
risk, endometrial karsinom, koroner arter hastaligi, insiilin rezistansi, diyabet,
hiperandrojenizm (hirsutizm, akne, erkek tipi sa¢ dokiilmesi), oligo-anovilasyon,
ultrasonda polikistik overler (¢ok sayida kii¢lik subkortikal follikuler Kist iceren
karakteristik over morfolojisi), infertilite, dislipidemi, amenore ve hipertansiyonun
yant sira obezite ve hiperkolesterolemi gibi bir¢ok hastalikla da iligkilendirilebilir
(43, 44, 45, 46, 47).

PKOS reprodiiktif yolun neoplazmlart i¢in major bir riskdir. Endometrial,
meme ve over benzeri kanserler PKOS ile iligkili olarak goriilebilmektedir. Birgok
calisma PKOS hastalarinda kanser ve endometrial hiperplazi i¢in artan riski
goOstermektedir (13, 44, 48).

PKOS’lu kadinlarin birinci derece kadin ve erkek akrabalarinin, hem
adrenallerinde hem de gonadlarindaki steroidogenik yolaklarda defektlerle siirekli bir
hiperandrojenemi vardir. PKOS’a eslik eden metabolik anomaliler hastalarin birinci
derece kadin akrabalarinda hiperandrojenemi bulunmasiyla oldukg¢a alakalidir. Bu
iligkiye dayanarak, PKOS ve hiperandrojeneminin ortak patogenezden oldugu yada
ayni yolaktaki ortak bir genin mutasyonuna bagl oldugu diisiiniilmektedir. Sinirl
sayida ¢aligmada (49, 50, 51) PKOS'lunun erkek akrabalarinda glukoz intoleransi ve
insiilin  rezistansin1 iceren metabolik anomaliler oldugu gosterilmistir (40).
Hastaligin muhtemelen gevresel etkilerle ortaya ¢ikmasi ve multigenik kompleks
Ozelligi olmas1 sebebiyle, kalittm modelini saptamak giiclesmistir (52). PKOS

uzerine (etnik ya da irksal ayirim olmadan yapilan) aragtirmalarin, X’e bagh yada



otozomal dominant modellerde siireklilik gostermesi kalitiminin basit Mendelian
model olduguna isaret eder (53). PKOS'lu kadmnlarin birinci derece kadin
akrabalarinda yapilan prospektif bir ¢alismada, PKOS'lu kadinlarin kizkardesleri
%46 oraninda hiperandrojenik bulunmustur (54).

PKOS’un patogenezinde kronik diisiik dereceli enflamasyon ve pro- ve
antienflamatuvar sitokinler arasindaki dengesizlikler rol oynayabilir (55). Yine diger
caligmalar esas olarak iireme hormonlari, insiilin direnci ve kronik enflamasyonla
iliskili, en az 70 aday genin sorumlu oldugunu géstermistir. (20-29, 30-35, 56). Biz
aragtirmamizda enflamasyon siirecinde etkili olan IL-23R genini arastirdik.

IL-23, heterodimerik bir sitokindir ve IL-23 Reseptér de onun altbirimidir.
IL-23R, interlokin reseptor olarak adlandirilan proteinin iiretiminden sorumlu gendir.
IL-23 mikrobiyal yada immiin uyaranlara yanit olarak antijen yapan hicreler
tarafindan tretilir ve bu enflamasyon siirecinde IL-23 reseptdriine baglandiginda
enfeksiyon ve tiimor gelisimine karst immiin yanitlarin diizenlenmesini saglayan
olaylari tetikler (57).

Yakin tarihli bazi1 ¢alismalarda, IL23R genin bir¢ok kanser igin bir yatkinlik
geni oldugu kanitlanmistir (18, 19, 58, 59, 60). Zhang Z. ve arkadaslarinin arastirma
bulgulari, IL23R polimorfizmlerinin Cin popiilasyonu over kanseri yatkinliginda ve
prognozunda 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermistir (19). IL-23R duzeyleri
over kanserinde diisiik veya belirlenemeyen miktarlarda olabilir (15). PKOS’un da
kansere donligme potansiyeli sebebi ile biribirleri ile baglantili olma ihtimallerini
diistindiik.

PKOS, obezite ve insiilin direnci ile iligkilidir ve bunlara yonelik aragtirmalar
da mevcuttur (61, 62). Obez kadinlarda insulin direncinde, abdominal sismanlik ve
leptin artisgindan bagimsiz bir sekilde Interleukin-23/IL-17 ekseni (timorgenezle
ilgili yolak) uyarilir (61). Interlkin-23 Subuniti olan interl6kin-23 Alfa (IL23A) nin
varyantlariin tip 1 diyabete karsi koruyucu, IL-23R varyantlarinin iligkisi olmadigi
goriilmistiir (62). IL-23R ve diyabet arasindaki iligkiyi aragtirdigimiz literatiir
taramasinda buldugumuz tek arastirma budur. Bu sayr da aralarindaki iliskiyi
degerlendirmek agisindan yetersizdir.

Bu verilere gore Polikistik Over Sendromu, over ve endometrium kanseri,

obezite ile iliskili ve IL-23R de over, meme vb. bir¢ok kanserle ve obezite ile iliskili



oldugundan, PKOS'un etiyolojisi ile ortak olan hastaliklarda IL-23R’nin rollndn
olmasi, bizi IL-23R gen polimorfizmi ile muhtemel iligkisini arastirmaya
yonlendirmistir.

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda, bu tarihe kadar Tiirkiye’de ve yurtdisinda
bazi interlokin tipleri ve Polikistik Over Sendromu arasinda iliski kurulmustur (20-
25, 27-32, 34, 35). Fakat IL-23 Reseptor gen polimorfizmi ve PKOS arasindaki
iliskiyi arastirmis olan herhangi bir ¢calismayi tespit etmedik..

Bildigimiz kadariyla, ¢alismamiz IL-23 reseptdr geni ve PKOS arasindaki
iliskiyi arastiran ilk ¢alisma oldugundan glincel literatiire 6nemli bir katki saglama
potansiyeli bulundurmaktadir.

Calismamiz bu konudaki literatiir boslugunu dolduracak ve gelecekte

yapilacak olan ¢aligmalara katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Polikistik Over Sendromu

2.1.1. Tanim ve tarihce

Polikistik over sendromu (PKOS) infertilite, oligomenore, hirsutizm, akne,
hiperandrojenemi, obezite ve ileri yaslarda hipertansiyon, insiilin direnci ve Tip 2
diyabet riski de dahil olmak tzere Greme ve metabolik sonuglari olan karmasik bir
hastaliktir (63, 64). PKOS olan kadinlarda gestasyonel diyabet ve erken dogum gibi
obstetrik komplikasyon gelisme riski de vardir (63). Bazi hastalarda menstriiel
bozukluklar ve polikistik over (ultrason muayenesinde "bilardo topu" isareti) ile
g6zlenen bu sendrom ilk olarak Irvin F. Stein- Michael L. Leventhal tarafindan 1935

yilinda tanimlanmstir (65, 66).

2.1.2. Tam kriterleri

Bu zamana kadar PKOS alaninda 6nemli gelismeler kaydedilmis olmakla
birlikte, glinimizde halen sendromun etyopatogenezi ve tani kriterleri hakkinda
tartigmalar sliregelmektedir. PKOS en yaygin olarak, 1990 yilinda
National Institutes of Health National Institute of Child Health and Human
Development (NIH / NICHD) tarafindan diizenlenen bir konferansin kararina gore
tanimlanmustir (Bkz. Tablo 2.1) (67, 68, 69). Hamburg’da bir konferansta, PKOS i¢in
ek tanm kriterleri eklendi: akne, hirsutizm, kanda androjenlerin yiksek dizeyleri ve
insiilin direnci artmasi. Alternatif olarak, Mayis 2003'te Europian Society for Human
Reproduction and Embryology (ESHRE) / Rotterdam American Society for
Reproductive Medicine (ASRM) tarafindan dizenlenen bir uzman toplantisinda
PKOS Tablo 2.1°deki ii¢ Ozellikten ikisinin varliginda iliskili hastaliklarin
dislanmasindan sonra olan hastaliktir, diye tekrar tammlanmstir (41, 67). Oziinde,
Rotterdam 2003 iki yeni fenotip olusturmak i¢in NIH 1990 tanimini genisletmistir.
Fenotipler: 1) polikistik overle birlikte oviilasyonu ve hiperandrojenizmi olan tip ve

2) polikistik overle birlikte hiperandrojenemisi ve ovilasyonu olmayan tip (67).



Tablo 2-1. Polikistik Over Sendromu tam kriterleri (60, 68, 69, 70)

1990 National Institutes of Health (NIH) tani kriterleri

1. hiperandrojenizm ve/veya hiperandrojenemi
2. oligooviilasyon
3. diger etiyolojik nedenlerin ekarte edilmesi (hiperprolaktinemi, tiroid bezi

bozukluklar1 ve konjenital adrenal hiperplazi gibi)

ESHRE/ASRM (European Society of Human Reproduction and Embryology/
American Society for Reproductive Medicine) 2003 Rotterdam yeniden gdzden

gecirilmis tani kriterleri*

1. Oligo yada anovilasyon

2. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgular1

3. Polikistik overler (2-9 mm boyutunda en az 10 follikil veya over hacmi 10 ml den
daha buyuk overler) ve diger etiyolojik nedenlerin ekarte edilmesi

* Tani i¢in ii¢ kriterden ikisinin bulunmasi gerekmektedir.

2005 yilinda, Azziz PKOS igin NIH kriterlerinin modifiye olmus halini
tanitmis; androjen fazlaligi ve over fonksiyon bozuklugu (regl diizensizligi ya da
yoklugu) olarak tanimlamustir (67, 68). En son tani1 kriterleri PKOS i¢in 2006 yilinda
Androjen Excess Dernegi (AES) tarafindan kabul edilmistir:

1. Hiperandrojenizm: Hirsutizm ve/veya hiperandrojenizm

2. Over disfonksiyonu: Oligo- anovulasyon ve/veya polikistik overler

3. Diger androjen fazlalig1 yada benzeri hastaliklarin ekarte edilmesi*

*Tanm i¢in 3 kriterden ikisinin bulunmasi gerekmektedir. Ayrica fazla
androjen salimimina sebep olan diger etiyolojik nedenlerin ekarte edilmesi
gerekmektedir (71).

2.1.3. Prevalans

PKOS’un prevalansi iilkelere gore farklilik gosterebilir. Bu durum, klinik ve
biyokimyasal 0zelliklerin, irk ve etnik kokene gore degisebilir olmasindan
kaynaklanabilir. Ayrica yas ve ¢alisan niifusa gore de PKOS prevalansi 35 yas istii
olanlara gore geng kadinlarda daha yiiksek gortinebilir (72).




Prevelans farkliliklar1 tani kriterlerinde fikir birligi saglanamamasi ve
hormonal  degisimlerdeki farkiliklardan kaynaklanabilir. Ug¢ farkli iilke
komiinitesinde  farkli  kriterler kullanilarak prevelans %4-%11.9 olarak
hesaplanmistir. Avustralya’da NIH kriterleri kullanilarak yapilan bir kohort dogum
calismasinda prevelans %8.7 gosterilmistir. Rotterdam kriterleri kullanilarak, ayni
kohort ¢aligmasinda prevalans %11.9’a yiikselmistir (73).

Bu rakamlar Tiirkiye niifusuna oranlandiginda yaklagik 1 milyon PKOS
hastas1 oldugu goriilmektedir. Diger kriterler 6zellikle de Rotterdam kriterleri

kullanildiginda bu rakamlar %20-60 civarinda artis gostermektedir (74).

2.1.4. Etyopatogenez

Sendromun patofizyolojisi, ¢ok sayida klinik, laboratuar ve deneysel verilere
ragmen halen yeterince bilinmemektedir, komplekstir (75, 76). PKOS birkag
sistemin bozuk calismasinin sinerjik etkisi sonucu ortaya ¢ikan, multifaktoriyel bir
hastalik olarak diistiniilebilir. Bu sistemler asagidaki gibi siralanmaktadir;

1- Hipotalamo-hipofizer disfonksiyon

2- Abartilmis adrenars

3- Insilin direnci ve hiperinsiilinemi

4- Steroidojenez degisiklikleri

5- Obezite

6- Intraovaryan faktérler

7- Genetik faktorler

2.1.4.1. Hipotalamo-hipofizer disfonksiyon

PKOS’da bozulmus gonadotropin dinamikleri asir1 androjen {iretimine
katkida bulunabilirler. Luteinizan Hormon (LH) frekans1 ve amplitiid artig1, LH
seviyelerinin direngli bir sekilde artigi, teka hiicreleri androjen sentezini dogrudan
arttirabilirler. Yiikselmis LH seviyeleri, hipotalamus-hipofiz eksen iizerindeki artmis
androjen hareketine bagli olarak, LH sekresyonu {izerindeki bozulmus negatif
feedbackden kaynaklanabilir. FSH tarafindan aromataz uyarisinin azaltilmasiyla,
overyen androjen birikimi ve androjenin 6strojene doniisiimiinde azalma olur (Bkz.
Sekil 2.1) (77). LH sekresyonu artisi, serum 17-hidroksi progesteron, testosteron ve

androstendion seviyelerinin artigina onciiliik edebilir (78).
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Sekil 2-1. Hormonal dizenleyiciler ve intraselliiler sinyal defektleri, PKOS’da

overyen androjen Uretiminin artisina neden olur.

2.1.4.2. Abartilmis Adrenars

Hiperandrojenizm, PKOS’un en temel 6zelligidir (66, 79). Kortizolun artmis
periferik metabolizmasi, adrenal hiperandrojenizme katkida bulunabilir. Ozellikle,
Kortizoliin bozulmus aktivasyonu Yya Adrenokortikotropik Hormonun (ACTH)
sekresyonunun baskilanmasinda azalmaya neden olan 11-beta—hidroksisteroidogenaz
1 ile yada Sa-reduktazla olur. insiilin direnci kortizol Gretimini etkilemeksizin
kortizolin So-rediksiyonunun artisinin nedeni olabilir. PKOS’da bu ayari, adrenal
androjen {iretimi artigina Onciiliik eden hipotalamus-hipofiz-adrenal sistemin
diizenledigi tahmin ediliyor. Bununla birlikte, PKOS’da adrenal fonksiyonlarla
iligkili bozulmalarin, hiperandrojenizme katkida bulunabilecegi goriiliir (77).

Her ne kadar hiperfonksiyone eden androjen yapict enzim p450cl7 hem
overlerde hem de adrenal bezlerde bulunursa da, dehidroandrostenedion (DHEAS)
PKOS'lu hastalarin yalnizca %50' sinde yiikselir. DHEASmin ACTH ile uyarimina
artmis cevabi, semptomlarin puberte civarinda baslamast ve 17,20 liyaz
aktivasyonunun (iki P450cl7 enziminden biri) adrenarsta anahtar rol oynamasi
PKOS'da abartili adrenars oldugu fikrini uyandirmistir (80).

Adrenars, adrenal androjenlerin etkisiyle ortaya cikan, pubik ve aksiler

killanma ile karakterize bir donemdir.



2.1.4.3. Insiilin Direnci ve Hiperinsiilinemi

Artmis insiilin seviyelerinin graniiloza hiicrelerindeki LH reseptorlerin
yanitini arttirtp erken liiteinizasyonla baglantili olabilecegi disiintiliir (Bkz. Sekil
2.2).

PKOS’lu kadinlarda graniiloza hiicrelerinde, insiilin bagimli glukoz alimi ve
glikoliz bozulmus olabilir. Ayrica instlinin aromataz aktivitesi tizerinde dizenleyici
etkisi oldugu desteklenmistir. Genel olarak, PKOS’da graniiloza hicrelerinde artan
intrafollikller instlin seviyeleri ile bozulan insilin hareketi, steroidojenik ve

metabolik yollar1 yavaslatirlar (81).
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Sekil 2-2. Teka hiicresinde androjen sentezi iizerinde insiilin ve LH’nin etkileri

(82)

Insiilinin, teka hiicrelerinde reseptorleri araciligiyla overyen P450c17
(CYP17A1) mRNA enzim aktivitesini ve ekspresyonunu uyardig: gériiliir. Insiilinin
bu eylemi, PKOS’un teka hucrelerinde aktive edilen fosfoinositid 3-kinaz (P13K)/
protein kinaz B (PKB) yolu araciligiyla olur. Bu yolla iliskili insiilin diizeyleri artis,
androjen sentezi artisindan daha fazla olabilir (77).

Memelilerde  glukoz, glikoregulator ndron  aktivitesinde, hormon

sekresyonunda, enzim aktivitesinde ve gen transkripsiyonunda dizenleyici énemli



bir metabolik substrat ve anahtar yakittir. Memeli hiicreleri plazma membranlarina
kars1 glukozun kolaylastirilmig transportu glukoz transporter protein (GLUTS)
ailesiyle katalizlenir. PKOS hastalarinin ¢esitli dokularinda GLUTs ekspresyonu
degiskendir. Ornegin, adipozitlerde ve endometriumda GLUT4 ekspresyonu
azalmistir ama iskelet kaslarinda degismemistir, GLUT1 ekspresyonu artmustir.

Dahasi, insiilin reseptor sinyal iletisi PKOS hastalarinda ayrica azalmistir (41).

2.1.4.4. Steroidojenik degisiklikler

PKOS’lu hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda (%60-80), overyen ve/ya da adrenal
kokenli, biyokimyasal ve klinik hiperandrojenizm belirgindir. PKOS’da overyen
hiperandrojenizm, baslica teka hiicrelerinin dogal steroidogenik defektine baghdir
(77, 78). In vitro calismalar, PKOS’da artmis steroidojenik potansiyelin teka
hiicrelerindeki ~ 17a-hidroksilaz/17,20-liyaz (CYP17al), 3-beta-hidroksisteroid
dehidrogenaz tip Il (HSD3B2) and yan zincir klevaj enzim (CYP11A1) aktivitesinde
artisla oldugunu destekliyor (Bkz. Sekil 2.3) (77, 84). Bu iic enzim androjen
sentezindeki birgok basamakta rol almaktadir. Steroid biyosentezindeki ilk basamak
olan kolesteroliin pregnelona doniisiimiinde CYP11A1 (klevaj enzim ) rol alir (77).
Ki bu olay 15924’ de lokalize olan CYP11A geniyle kodlanan sitokrom yan zincir

klevaj enziminin p450’yle katalizlenmesiyle olur (83).

p450cl7a enzimi; CYP17, 10g24.3 de lokalizedir (83). CYP17al (sitokrom
P450c17; 17a-hidroksilaz/17,20-liyaz)’m iki fonksiyonu vardir: Hidroksilaz
aktivitesini, pregnelon ve progesteronun 17a-hidroksilasyonunu katalizler. 17,20-
liyaz aktivitesi ise 17a-hidroksipregnelenon ve 17a-hidroksiprogesteronun C17—-C20
bagin1 bolerek dehidroepiandrosteron (DHEA) ve androstenediona doniistiiriir. 3-
beta-hidroksisteroid dehidrogenaz tip I1 (HSD3B2), A5-steroidlerini (pregnelon, 17a-
hidroksipregnelon ve DHEA) onlarin A4 formlarina gevirir (Bkz. Sekil 2.3) (77).
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Sekil 2-3. Adrenal ve gonadal steroid biyosentezi (85)

CYP17AY’in artan enzim aktivitesi transkripsiyonel diizeyde etkisini gosterir.
Mikroarrey analizlerinde, iki-ii¢ kat kat artmig CYP17A1 promotor fonksiyonlariyla
CYPI17AT1 gen ekspresyonunun degistigi gosterilmistir. CYP17A1 gen promotorunun
A16 bp sekansinin, niikleer faktorlerin baglanmasi yoluyla, promotor fonksiyonun
diizenlenmesinde anahtar rol oynadigi disiiniilmektedir. CYP17A1 promotor
fonksiyonunu bastiran nikleer faktor 1C (NF-1C), PKOS’da teka hicrelerinde
azalmistir ve boylece CYP17A1 promotor aktivitesini artirip hiperandrojenemiye
katkida bulunabilir (77, 83).

Ayrica, polikistik over sendromunda transkripsiyon faktorlerinden CYP17A1
ekspresyonunun asir1 artis1 olur. Ornegin, PKOS’un teka hiicrelerinde, GATA6 nin
mRNA'simin artma yogunlugu, CYP17A1’in promotorunun artan faaliyetini gosterir
(77).
tarafindan

PKOS’da, retinoidler

duizenlenir. Retinoidler gen ekspresyonunun diizenlenmesinde gortlir. Ozellikle,

teka hiicrelerinin androjen {retimi
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9-cis retinoik asit ve retinol, CYP17Al promotor fonksiyonunu arttirir. Ek olarak
PKOS’lularin overlerinde retinoik asit reseptor geninin artis1 lokal retinoik aktivitesi
artisindan daha fazla olabildigi bulunmustur (77).

Post-transkripsiyonel seviyede molekiiler ¢alismalar CYP17A1 mRNA’sinda
degisiklikler ortaya koymustur: PKOS’daki teka hiicreleri normal hiicreler ile
karsilagtirildiginda CYP17A1 mRNA yar1 6mrii iki kat artmigtir. Bu da CYP17A1
mRNA birikimi ve CYP17A1 enzim artisina neden olur (77).

Steroidojenezdeki diger bir bolim ise 17-hidroksiprogesteronun 11-
deoksikortizole doniismesidir ki bunu CYP21 tarafindan kodlanan 21-hidroksilaz
enzimi katalizler. Bu enzimin eksikligi ¢ogu vakalar i¢in (%95 civarinda) konjenital
adrenal hiperplazinin sebebidir ve artmis serum 17-hidroksilaz seviyeleri enzimin
eksikligiyle koreledir (83, 86). PKOS’lu yada fonksiyonel hiperandrojenizmli
kadinlar arasinda Adreno Kortikotropik Hormon (ACTH) uyarimina yanit olarak
artan serum 17-hidroksiprogesteron artigt yaygin bulgulardandir. Ayrica, hastalar
CYP21 heterozigot mutasyonuna sahiptir ve klinik semptomlar1 PKOS benzeri
fenotip gosterir (83).

Enzim kompleksi aromataz, androjenleri 6strojenlere doniistiiriir. Bu enzim
kompleksi: Nikotinamid Adenin Dinlkleotit Fosfat (NADPH), sitokrom p450
rediiktaz ve sitokrom p450 aromatazdan olusur ve p450arom 15p21.1°de lokalize
olan CYP19 geni tarafindan kodlanir. Aromataz eksikligi hiperandrojenemik
hastalarin ¢ogunda raporlanmistir. PKOS’lu kadinlarin follikiil medyumlarindan elde

edilen graniiloza hiicrelerinde aromataz aktivitesi azalmasi gosterilmistir (Bkz. Sekil
2.3) (83).

2.1.4.5. Obezite

PKOS’lu kadmlarin %50’den fazlasinda asir1 kilo veya obezite oldugu i¢in
obezite PKOS’taki en dnemsenecek metabolik anormalliktendir (56).

Dikkat cekici sekilde, genel popiilasyonla karsilastirildiginda PKOS, asir1
kilolu veya obez menopoz dncesi kadinlarda 4 kat daha sik goriilmektedir ki bu da

obezitenin PKOS’un belirlenmesinde rol oynayabilecegini gosterir (56).

11



2.1.4.6. Intraoveryan faktorler

Inhibinler ve antimilleryen hormon (AMH) gibi overyen faktorler, teka
hiicrelerinin sterogenik aktivitesine katkida bulunabilirler. AMH, bastirilan aromataz
aktivitesiyle ya da FSH aktivitesinin inhibisyonuyla dolayli olarak, PKOS’da
overyen androjen artisina katkida bulunabili. AMH ve testosteron dizeyleri
arasindaki pozitif iligkinin anlamliligi, devam eden overyen androjen fazlaliginda
AMH’1n olasi roliinii diistindiirmektedir. Benzer olarak, teka steroidojenezinde
inhibinin  parakrin etkisini destekleyen, teka hiicreleri zarlarinda inhibin
reseptorlerinde ekspresyon da gosterilebilir. Bu konularda deliller yetersizdir ve net

sonuclar elde edilmesine olanak bulunamamuistir (77).

2.1.4.7. PKOS genetigi

PKOS ile ilgili yapilan oligogenik ve poligenik arastirmalara gére PKOS,
otozomal dominant kalitiliyor gibi diisiiniiliir fakat multifaktoriyel bir hastaliktir (83,
84). Inkomplet penetrans, epigenetik modifikasyon ve ¢evresel faktorler kalitim
modelininin anlasilmasindaki girisimleri engellemektedir (84). PKOS’un gelisiminde
ailesel arastirmalar genetik faktorlerin roliinli desteklerken, farkl ailelerde fenotipik
Ozelliklerin heterojenitesi, ve hatta ayni aile icinde cevresel faktorlerin Gnemi
vurgulanir (83). PKOS’un etiyolojisiyle alakali ¢cok sayida pozitif sonuglanan genetik

arastirma mevcut olup (87-100), genel olarak sorumlu bir gen bulunamamustir (83).

2.1.4.7.1. PKOS genetiginde kromozomal anormallikler

PKOS ile X kromozom andploidisi, poliploidisi ve ek olarak diger sitogenetik
anormallikler arasindaki iliski dogrulanmistir. Bir goriise gore bazt PKOS vakalari,
Turner Sendromunun gonadal disgenezisine baglh ara bir durumdur (101). Bir goriise
gore, PKOS’un en azindan baz1 vakalarinin anormal follikiiler olaylara sebep olan X
kromozomal faktorlere bagli olabilecegi diisliniilmektedir (101). Ek olarak PKOS
vakalarinin bazilarinda 11. kromozomun uzun kolunda genis bir delesyon

gorilmistir (102).

2.1.4.7.2. PKOS genetiginde molekiiler anormallikler
PKOS’a neden oldugu diisiiniilen farkli genler vardir. Bunlar steroid hormon
sentezi ve eylemine katilan genler, karbonhidrat ve yakit homeostazisiyle ilgili

genler, gonadotropin eylemi ve dizenlenmesinde yer alan genler, bazi PKOS
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Ozellikleri ile uyumlu olarak dikkat ¢eken genler (interlokinler vb)’dir. Ailesel
caligmalarda genetik kiimelenmelerin hiperandrojenizmle iliskili alanlarda baskin
oldugu gosterilmis ve hiperandrojenemi genetik olarak saptanmistir (102). Sitokrom
yan zincir Kklivaj enzimi (CYP11A1), Assignment 1 of microsomal epoxide
hydrolase(EPHX1), 17-Beta-Hidroksisteroid Dehidrogenaz Tip 6 (HSD17B6),
CYP17 (Sitokrom P450, Family 17, Subfamily A), CYP19al (Sitokrom P450,
Family 19, Subfamily A, Polypeptide 1), CYP21A (Sitokrom P450, Family 21,
Subfamily A) (102) ve Steroid 5-alpha-reductase (SRD5AL) steroid sentezinde ve
PKOS’un patofizyolojisinde 6nemli rol oynayan metabolik yollardir (76).

2.1.4.7.3. PKOS’un epigenetigindeki anormallikler

PKOS’da epigenetigin rolii yeni aydinlatilmaya baglanmistir. PKOS’un fare
arastirmalarinda Lutein Hormon Reseptor (LHR) gen demetilasyonu saptanmis (103)
ve X kromozom inaktivasyonu gosterilmistir (104, 105). CpG adaciklarini arastirmak
icin (http://www.uscnorris.com/cpgislands2/cpg.aspx)’i kullanan bir arastirmada,
PKOS hastalarinin SRD5A1, EPHX1 ve CYP11Al promotor bdélgelerinde CpG
adaciklarinin bekledikleri gibi kiimelenmis oldugunu bulmuslardir (76).

Bir Genome-Wide metilasyon DNA immunopresipitasyon ¢alismasinda,
instilin direngli ve insiilin direnci olmayan PKOS hastalarinda metillenme
farkliliklarin1 saptamiglardir (106). Ayrica endokrin hastalik ve kanserlerle iliskili,
IL-6’ya yanit olarak IL-1’e baglanarak immun ve enflamatuvar yanitin
duzenlenmesinde o6nemli roli olan CCAAT/Enhancer binding protein beta
(CEBPB)’nin PKOS’da metilasyon farkliliklar1 bulunmustur (106).

2.1.5. Tam

PKOS tanisi birincil olarak kliniktir. Eger National Institutes of Health (NIH)
klinik kriterleri mevcut ise hastanin hiperprolaktinemi, ge¢ baslangicli kongenital
adrenal hiperplazi ve over veya adrenal bezin androjen salgilayici tiimorlerini ekarte

etmek icin laboratuvar incelemesine girmesi gerekir (107).

2.1.6. Klinik 6zellikler ve 6yk

PKOS’un klinik degerlendirmesi 6nemlidir ¢iinkii tanida kullanilabilecek tek
bir spesifik test yoktur (81). PKOS en basit sekliyle spesifik adrenal ve/veya pituiter
hastalik yokken hiperandrojenizm (klinik ve/veya biyokimyasal olarak) ve/veya
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kronik anoviilasyon varligi olarak ifade edilir (Bkz Tablo 2.2). Hiperandrojenizm
klinik olarak hirsutizm, akne ve/veya androjenik alopesi goriilebilir. Hirsutizm
kadinlarda erkek gibi kaba killarin (iist dudakta, ¢enede, gogiiste, iist abdomende,
sirtta vb.) blyumesi olarak ifade edilebilir (81).

Tablo 2-2. Polikistik Over Sendromunun Klinik Ozellikleri (81, 107)

Major Kriterler Minor Kriterler

Kronik anovilasyon: Insulin direnci/obezite
Oligomenore/ Amenore Ergenlik baslangici

Androjen fazlaliginin klinik belirtileri: Yiikselmis LH:FSH orani (> 2.5-3)
Hirsutizm Polikistik overlerin ultrasonogrofik
Akne kaniti

Erkek tipi kellik Akanthozis nigrikans

Menstrual dlzensizlik
Infertilite/Birinci trimester diisiikleri
Virilizasyon

Androjen fazlaliginin alternatif

sebeplerinin diglanmast

Bu durum, biitiin viicutta ince killarin tekdiize sekilde yayilmasini ifade eden
hipertrikozdan ayrilir. Hiperandrojenizmle alakali PKOS’lu bir ergendeki aknenin
normal ergenlik aknesinden ayrilmasi olduk¢a zordur. Bu nedenle orta ila agir akneli
bir geng bayanda PKOS diisiiniilmelidir. Dahasi, aknenin yetiskinlikte gelisimi veya
kaliciligr alisilmadik bir durumdur ve dikkat edilmelidir. Bu belirtilerden herhangi
birinin varhig1 yiiksek oranda degiskendir ve androjenlere hassasiyet konusundaki
genetik ve etnik farkliliklara bagli olabilir (81). Bir c¢alismada, PKOS’lu
adolesanlarin %350’sinde orta derecede akne oldugu gosterilmisse de, PKOS’lu
kadinlarda aknenin prevalansi bilinmemektedir. Ayrica siddetli aknesi olan hastalarin
%380’inde, orta derecede aknesi olanlarin %>50’sinde, hafif aknesi olanlarin da
%33’linde androjen diizeylerinde yiikselme bildirilmistir (108). Bununla beraber
virilizasyon varligi (killanma artisi, klitoromegali, derinlesen ses, artan kaslilik veya

hizla gelisen asir1 killanma veya alopesi) PKOS’un degil ama daha agir bir
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hiperandrojenizmin 6zelligidir. Kronik anoviilasyon siklikla oligomenore (yilda 8
kereden az menstriiel periyod), amenore, disfonksiyonel uterin kanamasi ve/veya
infertiliteyi temsil eder (81, 108). Bununla beraber ilging sekilde PKOS hastalarinin
%20’si normal menstriial dongii gosterir. Menstriiel anormallikler her zaman
olmamakla birlikte siklikla uzun dénemlidir, hatta menarsdan (ilk adet gérme) sonra
bile baslamis olabilir. Diger kadinlarda hayatlarinin sonraki asamalarinda, bazen
belirgin bir kilo alimindan sonra, menstriiel sorunlar gelisebilir. Dahasi, birincil
amenore yaygin olmamakla beraber miimkiindiir (81). Kadinlarda erkek tipi sa¢
dokiilmesi, PKOS’lu kadinlarda nadir olan bir bulgudur. Sa¢ kaybi yavas olarak
ilerler veya frontal sa¢ ¢izgisi korunarak tepede yaygin incelme ya da bitemporal
cekilme ile karakterizedir. Ancak alopesi diger ciddi hastaliklar1 da yansitabilir. Bu
nedenle etkilenmis kadinlar troid disfonksiyonu, anemi ve diger kronik hastaliklarin

dislanmasi amaciyla da degerlendirilmelidir (108).

Hastalar1 PKOS olasilig1 i¢in klinik agidan muayene ederken insiilin direnci

(IR) isaretleri de aramak ayrica dnemlidir.

Hastalarin sadece %35 ila 50’si obez oldugundan PKOS tanisi i¢in obezite
gerekli degildir. Fiziksel muayenedeki akanthozis nigrikans tespiti bir IR isaretidir.
Ailede veya bireyde tip 2 diyabet veya gestasyonel diyabet 6ykisi veya

hipertansiyon varlig1 da ayrica muayenede arastirilmalidir.

Genel olarak kadinlarda insiilin direnci (IR) sendromunun tanisinin kriterleri

tim hastalarda incelenmelidir (Bkz. Tablo 2.3) (81).
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Tablo 2-3. Polikistik Over Sendromlu Kadinlarda Insiilin Direncinin Tan
Kriterleri (81)

2.1.7.

Asagidakilerden li¢ yada daha fazlasi:
Bel ¢evresi >88 cm

Trigliseritler > 150 mg/dL*
HDL-kolesterol <50 mg/dL2

Kan basinc1 >130/85

Aglik sekeri >110 mg/dL?

Laboratuvar muayenesi

Testosteron

Testosteron degerleri PKOS’ta normal olabilir. PKOS’ta testosteron degerleri
cogunlukla <150 ng/dL (<5.2 nmol/L) olacaktir.

>200 ng/dL (>6.9 nmol/L) testosteron degerleri over veya adrenal timor
endigesini hakl kilar (81).

Dehidroepiandrosteron-sulfat (DHEA-S)

DHEA-S degerleri PKOS’ta normal veya ¢ok hafif sekilde artabilir.

>800 pg/dL (21.7 pmol/L) DHEA-S degerleri bir adrenal timor endisesi
getirir (81).

Prolaktin

Orta dizeyde hiperprolaktinemi, PKOS’lu hastalarin %5 ila 30’unda
raporlanmistir. Prolaktin genellikle normal {ist sinirin %50 tistiindedir.

17-hi droksiprogesteron

Follikiiler fazda sabah a¢ ve uyarilmamis <200 ng/dL (<6 nmol/L) seviyesi

gec baglangich 21-hidroksilaz yetersizligini devre dis1 birakir (81).

24-saatlik idrarda serbest kortizol

Normalde Cushing sendromundaki normal (st limitten 2 kat veya daha
fazla yiikkselmeler PKOS’da gortlebilir (81).

Luteinizan hormon/follikil stimilan hormon (LS/FSH) oram

>2.0 seklindeki oran PKOS’u akla getirir ama yiiksek oranda hassas

veya spesifik degildir (81).
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Pelvik ultrasonografi de degerlendirmelerde yardimci olabilir ancak polikistik
over goriiniimii, normal kadmlarin %?20’den fazlasinda bulundugundan PKOS’a

spesifik degildir.
2.1.8. Uzun dénem sonuglari

2.1.8.1. PKOS’un endometrium, over ve baska kanserlerle iliskisi

Polikistik Over Sendromlu kadinlarda endometriyal hiperplazi ve kanserin
prevalansi normal kadinlara oranla daha yiiksektir. Bu artig biliyiikk oranda,
ovulasyondan sonra progesteron kaynakli endometrim salgilarinin c¢ogalma ve
farklilagsmasi engellenmeksizin, endometriyal dokunun dstrojen (temel olarak ¢stron)
tarafindan kalic1 uyarilmasina baglanmaktadir (109). Overlerde FSH ile iligkili
aromatazin diisen aktivitesi nedeni ile Ostradiol iiretememek ovulator follikillerin
gelisimini azaltir. Bu nedenle olgunlugun ve yaslanmanin degisik asamalarinda ¢ok
sayida follikiiliin gelisimine neden olur, daha yiiksek oranda inhibin iiretimine neden
olur ve sonrasinda da FSH baskilanmasini azaltir.

Buna ek olarak, ylksek oOstron ile birlikte diisiik veya normal Ostradiol
seviyeleri endometriyumda karsiliksiz bir biiylimeye neden olmaktayken, follikller
olgunlugun olmamasi ise anoviilasyona neden olmaktadir. Anovilasyon nedeniyle
dongiisel progesteron eksikligi, daha sonra endometriyal kanser olusumuna zemin
hazirlayan disfonksiyonel uterin kanamanin gesitli asamalarinda kismen kanamali

olan endometriyal blilyiimeye neden olur (107).

2.1.8.2. Diyabet

PKOS’lu obez kadinlarin %20 ila 40°1inda genellikle hayatlarinin ii¢lincii veya
dordlncii on yilinda gelisen bozuk glukoz tolerans1 veya tip 2 diyabetes mellitus
mevcuttur (107). PKOS’lu kadinlarda fazla kilo artis1 uygunsuz insiilin cevabinin ve
insiilin direncinin artigina neden olup diyabet gelismesini hizlandirabilir (71). Bircok

arastirmaya gore PKOS, tip 2 diyabet ile iliskili heniiz siniflandirilamamis 6nemli bir

risk faktoridir (43, 69, 110).
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2.1.8.3. Obezite

Polikistik Over Sendromunda obezitenin nedeni halen bilinmemektedir.
Ancak mevcut vakalarin en az %30’unda obezite mevcuttur ve bu oran %75’e kadar
cikabilmektedir (109, 111).

Gegmis calismalarda PKOS’lu obez olan ve olmayan hastalarin  %26-
60’sinda insiilin direnci ve insiilin yanitina kars1 ylikselmis serum glukoz seviyeleri
bulunmustur. Her nasilsa insiilin direnci obez olan PKOS’lu hastalarda, obez
olmayan PKOS’lu hastalara gére daha ylksek olarak tespit edilmistir (112). 30
yagindan sonra PKOS’lu obez kadinlarin %20’sinden fazlasi bozulmus glukoz

toleransina sahiptir (111).

2.1.8.4. Obstruktif uyku apnesi

Obstriiktif uyku apnesinin PKOS’lulardaki prevalansi beklenenden yiiksektir
ve sadece obezite ile aciklanamaz. Yapilan iki ¢alismada uyku apnesinin agirlig
vicut Kkitle indeksi ile korele bulunmamustir. Baska bir calismada vicut-kitle
indeksinin yiliksek olmadigi durumda bile uykuda nefes alma rahatsizligi riski 30 kat

yiiksek bulunmustur (109).

2.1.8.5. Hipertansiyon ve vaskiler disfonksiyon
Dogurganlik ¢aglarinda Polikistik Over Sendromu olan bazi kadinlarda
hipertansiyon gelisir ve ilerleyen yaslarinda da devam edebilir. Diisen vaskiiler uyum
ve vaskdler endoteliyal disfonksiyon PKOS’lu kadinlarin ¢ogunda goriilur (109).
Kontrollerle karsilastirildiginda 40-59 yas arast PKOS’lu kadinlarda
hipertansiyon prevelansi 3 kat daha fazladir (111).

2.1.8.6. Koroner arter hastahgi

PKOS’un artmis kardiyovaskiiler risk ve erken atheroskleroz ile iligkisi vardir
(113). Koroner arter hastaliginin insidanst PKOS’lu hastalarin ¢ogunda 2 ila 5 kat
fazla bulunmustur (107).

Yiikselmis plazminojen aktivitor inhibitorii (PAI-1) seviyeleri artmis tromboz
egilimi ve artmis kardiyovaskiiler riskle iliskilidir (83, 111). PKOS’dan kaynakli
bozulmus glukoz tolerans1 ve diyabet kardiyovaskiiler hastalik i¢in risk faktorii

olarak bilinir (111).
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2.1.9. Tedavi

Geleneksel PKOS tedavisi klinik 0Ozellikleri hedef alir. Eger PKOS’lu
hastalarda obezite varsa veya insiilin duyarliligi belirli bir seviyeye geri ¢ekmek
isteniyorsa diyet, egzersiz ve kilo vermeyi icerir (107). Tedavi hastanin ihtiyaglarina

gore duzenlenir (80).

2.1.9.1. Oral kontraseptisifler
Oral kontraseptifler gebelik istemeyen PKOS’Iu hastalarda kullanilabilirler.
Bu ilaglar diizenli menstriial dongiiler olusturmanin yani sira overin gonadotropin

uyarimini azaltir ve haliyle androjen iretimini de disiiriir (107).
Medroksiprogesteron hirsutizmin tedavisinde kullanilir, testosteron ve
Ostrojen seviyelerini distiriir (80).
2.1.9.2. Anti-androjenler
Pek cok hasta, oral kontraseptiflere anti-androjen eklenmesi ile daha fazla
yarar gorur.

Spironolakton androjen tretiminin inhibisyonunu saglar (1).

2.1.9.3. Diger androjenler

Flutamid testosteronun dihidrotestosterona doéniisiimiinii azaltan nonsteroid
selektif androjen reseptor inhibitoridar (1).

Simetidin ve ketokonazol temel olarak yan etkilerinin klinik faydalarinin
iistiinde olmasi nedeni ile PKOS tedavisinde oldukga sinirli role sahiptirler (80).

Finasteride testosteronun dihidrotestosterona doniisiimiinii engelledigi ve

androjen reseptor baglanmasini azalttig: i¢in kullanilir (107).

Siproteron Asetat kuvvetli antiandrojenik aktivitesi olan 17-HP'den Gretilen
sentetik bir progestindir (80).
2.1.9.4. Gonadotropin salmim hormonu agonistleri

Gonadotropin ~ salmim  hormonu  agonistleri  6zellikle agir  over

hiperandrojenizmlerinde kullanilmaktadirlar (107).

2.1.9.5. Istendigi zaman fertilizasyon

Fertilite istendiginde oral kontraseptifler ve anti-androjenler kullanilamazlar.

Hastalar klomifen sitrat veya ekzojen gonadotropinler gibi fertilite ilaglarina ihtiyag
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duyabilirler. Son zamanlarda insiilin duyarlastiricilari, 6zellikle de metformin,

fertilite olusturulmasinda artan bir rol oynamaktadir (107).

2.1.9.6. Steroidler

Glukokortikoidlerin, eger kontraseptifler ve spironolaktonlar,
Dehidroepiandrosteron Sulfat (DHEA-S) veya testosteronu yeterince baskilamiyorsa,
kullanigh olduklart1 uzun zamandir bilinmektedir. Gebelikte de erken distgi
Onlemek ve androjenlerin luteotropik etkilerini dengelemek i¢in diisiik dozda steroid

kullanimina devam edilmesi koruyucu amagcla dnerilmektedir (107).

2.1.9.7. Insiilin duyarlastiricilar:

Insiilin direnci ile PKOS arasindaki giiglii birliktelik ve olas1 patofizyolojik
iliski dikkate alindiginda insiilin duyarlastiricilart tedavide daha Onemli rol
oynamaya baslamistirlar (107).

Metformin PKOS’da kullanilabilen insiilin duyarlastiricisidir (107).

2.1.9.8. Sistemik olmayan kil dokiilmesi

Hirsutizm agartma, yolma, balmumu, tiras etme, depilatdr kremler, elektroliz
veya lazer terapi ile mekanik olarak yonetilebilir (107).

Eflornithin  (Vaniqa), hirsutizmi azaltmak i¢in yeni bir topikal ajan, kil
follikilindeki enzimle etkilesir ve kil uzamasini yavaslatir (107).

Over wedge rezeksiyonu bilateral over wedge rezeksiyonunda
androstenedion diizeylerinde gecici azalma ve plazma testosteron seviyelerinde uzun
sureli minimal diistis goriiliir.

Laparoskopik elektrokoter oviilasyon indiiksiyonuna direngli agir PKOS'lu
hastalarda  wedge  rezeksiyona  alternatif  olarak  laparoskopik  over

elektrokoterizasyonu kullanilir (80).

2.2. PKOS ve Enflamasyon

Kronik diisiik diizeyli enflamasyon, endoteliyal enflamasyon ve ardindan
gelen endoteliyal bozukluk ile yakindan baglantilidir. En Onemlisi, endotelyal
bozukluk kardiyovaskiler hastalikta ve ozellikle de atherosklerotik plaklarin ve
hipertansiyonun gelisiminde kilit rol oynamaktadir. PKOS anormal endoteliyal islev

ve endoteliyal enflamasyonun degisik markirlarindaki artisa neden olmaktadir (12).
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PKOS’da risk faktorii olarak yer alan instlin direnci ve metabolik sendromun
patogenezinde kronik diisiik diizeyli enflamasyonun rol oynadigi goriilmistiir.
Enflamasyonun serum markerlerinin artan konsantrasyonlart yine PKOS’da risk
faktori olan, dislipidemi, glukoz intolerans1 ve tip 2 diyabet, hipertansiyon,
hipofibrinoliz ve obezite gibi diger kardiyovaskiiler risk faktorleri ile iliskili
bulunmustur.  Proenflamatuvar genotiplerin  hiperandrojenizm ve PKOS’u
etkileyebilecegi bildirilmistir. Ornek olarak; Transcription Factor (TCF), tip 2 Timor
Nekrozis Faktor (TNF) reseptoru, interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-12 (IL-2)
genlerinin yaygin polimorfizmlerinin hiperandrojenizm ve PKOS’a eslik ettigi veya
hiperandrojenik fenotipik 0Ozellikleri etkiledigi bulunmustur. PKOS’lu hastalarda
strekli artan CRP duzeylerinin varligi ile PKOS’un kardiyovaskiiler ve diyabet

riskini kronik enflamasyon tizerinden arttirdigi hipotezini desteklemektedir (114).

IL-23R knock-out farelerin enflamasyona aracilik etme yetenekleri ciddi
sekilde azaltilmistir (115). Bir arastirma, bagisiklik sisteminin kritik diizenleyici

marker1 olarak IL23R’nin, atheroskleroz gelisimine eslik eden potansiyel roliinii
desteklemektedir (17).

PKOS ve enflamasyon iliskisine dair arastirmalar siirmektedir. Fakat bir
enflamasyon faktori olan IL-23R ile PKOS arasinda iliskinin varligi ya da

yokluguna dair bir arastirma bulunmamaktadir.

2.3. PKOS ve Kanser, Diyabet, IL-23R iliskisi

Her ne kadar baz1 ¢alismalar PKOS ve endometriyal karsinogenez arasindaki
iliskiyi desteklemis olsa da, bu iliskinin altinda yatan mekanizmalar a¢ik degildir
(107, 109). Ostrojen PI3K ile kompleks olusturup kinaz aktivitesi ve dolayisiyla
fosforillenmis AKT’nin artmasina onciiliik edebilir. Bu nedenle dstrojen, dstrojen
reseptorlerinin ve koaktivatdrlerinin asir1 ekspresyonu nedenti ile gelismis olabilecek
PKOS endometrizisinde, PI3K/AKT yolunun pay1 olabilecegi diisliniilmektedir. Bu
biyolojik olaylar PKOS’Iu hastalarin endometriyel hiicrelerinin kontrolli hiicre
dongiisiinden ¢ikma ve ileri asamalarda hiperplastik hale gelme olasiligini arttirir

(Bkz. Sekil 2.4 ve Sekil 2.5) (16).
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Ayn1  yolakla ilgili olarak, PKOS hastalarindaki kas biyopsileri
calismalarinda, azalan insiilin reseptorii (IRS-1) iliskili Phosphoinositide-3 Kinaz
(PI3K) aktivitesiyle belirgin sekilde azalan insiilin aracili glukoz alimi ortaya
konulmustur (116, 117). Bu durumun PKOS’un ¢izgili kaslarinda insiilin direncinin

bir mekanizmasi oldugu diigiiniilmektedir (77).

1L-23

)

IL-12R31

® 8

NF<B NFxB

T hiicresi

Sekil 2-4. T hucrelerinde IL-23 sinyalinizasyonuyla IL-17’nin ekspresyonunun

sematik gosterimi (118).

Klasik bilgilere géore PKOS’lu hastalarda diyabet ve kanserle iligkili PI3K
yolaginin IL-23R ile ilgili kanserlerle de alakali bir yolaktir.

IL-23R otoimmiinite disinda Karsinogenezle de iliskili bir sitokindir ve IL-
23R geninin polimorfizmi bir dizi farkli kanserin gelisme riskinin artisina neden
olan sebeplerdendir. Bir arastirmada, over kanserinde IL-23R’nin ylkselmis
seviyeleri gOsterilmistir. Yan1 sira, IL23-R polimorfizmi gastrik, kolorektal, oral,
Ozafagal kanserler, 16semi, hepatit B viriisii iligkili hepatoselliiler karsinom, meme,

akciger ve nazofarengeal kanseri iceren kanserlerin bir¢ogu ile iliskili bulunmustur
(18).
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Interleukin-23 sinyal ekseni (IL-23)/IL-23R 6nemli bir enflamatuvar yoldur
(18). IL-23, IL-23R baglanma proteinini aktifler. Jak2 ve dahasi CD4" (Cluster of
Differantation) T hicrelerinde fosfo-IkB-a, PI3K, STAT3’iin aktivasyonunu stimiile
eder. Bu da IL-17’nin indiiksiyonuyla sonuglanir (118). Indiiklenen lokal
enflamatuvar yanit yoluyla IL-23/IL-17 timdrigenez yolagi aktivasyonu timor

biiylimesi ve indiiksiyonuna onciiliik edebilir (Bkz. Sekil 2.5) (119).
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Sekil 2-5. IL-23 sinyal yolagina immiin yanit (114)

IL-17F

Yaptigimiz literatiir taramasina gore IL-23R ve diyabet iliskisi ile ilgili bir
aragtirma yapilmamistir. IL-23R’nin subuniti olan IL-23 ile ilgili iki arastirma
vardir. Birinde insanlarda IL-23’tin alt birimini kodlayan IL-12B geninin
polimorfizmi ge¢ baslangich tip 1 diyabet ile iligskili bulunmustur (Bkz Sekil 2.6)
(62). Digerinde, in vivo IL-23 uygulamasinin, diyabete neden olabilecek dozun
altina multiple low dose-streptozotocin uygulanan farelerde geg baslangi¢h diyabeti
tetikledigine dair ilk kanitlar sunulmustur (120). IL-23"{in bu etkisi Interlokin-17
(IL-17)’nin ekspresyonu ve diyabet tetiklenmesinden hemen sonra TUmor Nekrozis
Faktor- alfa (TNF-o) ve Interlokin-18 (IL-18) ekspresyonunun artmasi ile iligkili
bulunmustur (120).
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Buna gore, PKOS’lu hastalarda goriilen endometrium kanseri ve diyabetle
iligkili olan PI3K yolagi, IL-23R ve kanser patogenezinde de rol oynamaktadir,
fakat diyabetle ilgisi bilinmemektedir (Bkz Sekil 2.4 ve Sekil 2.5). Ayrica PKOS ve
IL-23R ayr1, ayr1 kanserle iligkili oldugundan, PKOS ve IL-23R birbirleriyle iliskili
olabilir diye diisiindiik.

2.4. IL-23R

2.4.1. IL-23 Reseptor sinyalizasyonu

IL-23
p40™ plo
IL-12R2) (-:lj ) IL-23R*
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Sekil 2-6. I1L-23R sinyalinizasyonu (121)

Interleukin-23 sinyal ekseni (IL-23)/IL-23R 6nemli bir enflamatuvar yoldur

(18). 1L-23 heterodimerik proteinden olusmaktadir, p19 ve p40 alt birimlerinden
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meydana gelmistir; p40 alt birimi IL-12 ile paylagilmaktadir, p19 alt birimi de IL-
23R ile paylasilmaktadir (122) (Bkz Sekil 2.5, Sekil 2.6).

IL-23 reseptor kompleksi IL-23R ve IL-12RB1’den olusmaktadir; ikinci alt
birim genellikle IL-12 reseptor komplekslerinde yaygindir. IL23R hiicre disi alan
(sinyal sekansi, N-terminal immdnoglobin benzeri alan ve 2 sitokin reseptor
alanindan olusur), bir tekil transmembran alan ve bir sitoplazmik alandan
olusmaktadir. IL-23R kerationositler gibi hematopoetik olmayan hiicrelerin yani sira
aktive T hcreler, eosinofiller, denritik hiicreler, makrofajlar ve mikroglialar gibi
hematopoetik hucrelerde eksprese edilmektedir. I1L-23R’nin regiile edilmis
ekspresyonu l0kosit alt kiime farklilasmas1 ve iglemesinde kilit rol oynamaktadir. IL-
23R MRNA ekspresyonunu arttiran faktorler; IL-6, IL-21, T hiicre aktivasyonu,
(Transforming Growth Factor Beta) TGFR ve IL-23’tin kendisidir (122) (Bkz Sekil
2.5 ve Sekil 2.6).

25



2.4. 1L-23R genetigi
Sitogenetik Lokasyonu: 1p31.3

Kromozom 1 (izerinde molekuler lokasyonu: Baz dizisi 67,138,906’dan
67,259,978 baz dizisine kadardir (123).

1p32
121
1p353

1p2B23
1p2di2
1p351
1p33
1p31.3
1pez2
1pEta
1pl2
112
132
1e4.3
19311
19322
1212
143

Sekil 2-7. IL23R geninin kromozom 1 in p kolu Uzerinde 31.3 pozisyonunda
lokalizedir (123).

Interlokin-23R’nin hem fare hem de insan (izerindeki deneylerde kronik
enflamatuar bagirsak hastaligi, psoriazis, Chron Hastalig1 ve artrit gibi bir dizi kronik

enflamatuar hastalikta kritik bir role sahip oldugu ortaya koyulmustur (124-135).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kontrol ve Calisma Grubu Secimi

Kontrol grubu 15-49 yas araliginda, PKOS tami kriterlerine uymayan,
herhangi bir sistemik hastalifi olmayan 111 saglikli bireyden, calisma grubuysa
Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dali’na bagvurup, klinik olarak PKOS tanis1 konmus, ¢alismaya katilmak

i¢in riza formlarini imzalamis olan 96 olgudan olusturuldu.

PKOS tani kriterleri olarak ‘2003 Rotterdam kriterleri’ kullanildi. Bu tani

kriterleri:
1. Oligo-amenore
2. Hiperandrojenizm klinik ve/veya biyokimyasal belirtecleri

3. USG'de polikistik over goriiniimii ile diger sebeplerin dislanmasi (en az tek
tarafli 2-9 mm’lik 12 adet follikiill varlig1 veya en az 10 cm®’luk over hacmi esas

alinmustir)
(PKOS tanisi i¢in tanimlanan 3 kriterden ikisinin varlig1 gerekmektedir.)

Hasta ve kontrol grubuna Abant Izzet Baysal Universitesi Kadin Hastaliklar:

ve Dogum Anabilim Dal1 hekimleri tarafindan asagidaki islemler uygulanmistir;

Tim olgularin ayrintili anamnezlerinin alimmasini takiben kilo ve boylar
dlgiilerek VKI [Viicut agirhigr (kg)/boy (m?)] formiiliine gére hesaplanmigtir. Bel ve
kalca cevresi Olculerek WHR (Bel Kalga Oran1 'Waist-Hip Ratio') hesaplanmustir.
Klinik hirsutizmin tan1 ve derecelendirilmesi i¢in Ferriman Gallwey (F/G) metodu
kullanilmistir. Bu sisteme gore 9 anatomik bolge (biyik ve sakal bolgesi, gogiis,
meme areolasi, linea alba, sirtin {ist kisimlari, sirtin asagi kisimlari, kalgalar, uyluk i¢
kisimlar1 ve dis genital) degerlendirilmis olup, her bolge i¢in 0 (terminal kil gelisimi
yok) ile 4 (maksimum kil gelisimi) arasinda puan verilmistir. Sekizin altindaki skor
normal kabul edilirken, 8-36 arasindaki skor patolojik olarak degerlendirilerek

hirsutizm derecesiyle dogru orantili kabul edilmistir. Polikistik Over Sendromlu
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hastalarla kontrol grubununun demografik, antropometrik Olciimleri ve laboratuar

degerleri karsilastirilmistir.

Overler Pelvik USG ile degerlendirilmis olup goriinlimiine gore normal veya

polikistik over olarak gruplandirilmiglardr.

Tiim hastalardan bir gecelik acgligi takiben sabah saat 08-09 arasinda istirahat
halinde biyokimyasal tetkikler i¢in vendz kan oOrnekleri alinmistir. Alinan kan
orneklerinde rutin biyokimyasal parametrelere bakilmistir. Calismaya dahil edilen
tim olgularda aglik kan glukozu, aglik insiilini, total kolesterol, trigliserid, LDL-
kolesterol, HDL-kolesterol, VLDL-kolesterol, beyaz kan hicresi (WBC),
hemoglobin, hematokrit degerleri ve spontan veya progesteronla indiiklenmis
mensturasyonun ilk 5 ginl icerisinde FSH, LH, E2, progesteron, total testosteron,
prolaktin, DHEAS ve fT3, fT4, fTSH dizeylerine bakilmistir. Yukaridaki Kkriterlere
gore tanilar konulmus olup ve PKOS’lu hasta ve kontrollerin ayirimi yapilmistir.
Calismaya katilmaya gonullt olan her olgudan EDTA’l1 tiiplere 3’er ml olmak iizere
toplam 2 tiip kan 6rnegi alinmistir. Ayrica ¢alismaya katilan her birey ‘Goniillii Olur

Formu’nu imzalayip, ¢alismaya katilmay1 kabul etmistir.

Calisma protokoliimiiz Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi
Aragtirma Etik Kurulu tarafindan 21.01.2014 tarihli ve 2013/30-20 sayili karar ile

onaylanmustir.

3.2. IL-23R Geninin Polimorfizm Analizi Esnasinda Kullanilan Kimyasallar:
DNA izolasyonu i¢in kullanilan kimyasallar:

1. Baglanma Cozeltisi (Binding Buffer)

2. Proteinaz K

3. Inhibitdr Uzaklastiric1 Cozelti (Inhibitor Removal Buffer)

4. Yikama Cozeltisi (Wash Buffer)

5. Elusyon Cozeltisi (Elution Buffer)

6. Filtre tapleri

7. Toplama (Collection) tiipleri

RT-PCR uygulamak i¢in kullanilan kimyasallar:
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1. Hibridizasyon Problart (ilgili IL-23R gen Arg381GIn polimorfizmini
saptamak icin)

2. Primerler (ilgili IL-23R gen Arg381GIn polimorfizmini saptamak icin
uygun olan)

2. MgClI2 (25mM)

3. H20: saf su

4. dNTP karisim

5. Polimeraz enzimi

3.3. IL-23R gen Arg381GIn Polimorfizminin Tespitinde Kullamlan Yontem
Arastirma kapsaminda hasta ve kontrollerin her biri i¢in periferik kan
alinmigtir. Daha sonra EDTA'li hemogram tiipiine alinan bu kanlardan izolasyon
protokoliine uygun olarak DNA izole edilmistir. Sonrasinda, bu DNA’lardan 5Spl
alinip, IL-23R geninin Arg381GIn polimorfizmi deteksiyonu protokolline uygun
olarak hazirlanan karigim soliisyonuna eklenmistir. Karigim soliisyonu; 7.4ul PCR-
suyu, 1.6ul Mg?* soliisyonu, 4ul reagent mix (IL23R gen Arg381Gln polimorfizm
reaksiyonlar1 i¢in primer ve problari inhiva eden karisim), 2pul Roche Master (ANTP,
polimeraz enzimi)’dir. Olusan genel karisima (master miks) 1L-23R Arg381GlIn igin
Roche LightCycler® 1.X/2.0 cihazina uygun protokol uygulanarak ger¢ek zamanli
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-time PCR) gergeklestirilmistir. Daha sonra
calisma sonucu olusan erime noktast ve Tm degerlerine gore analiz edilip

mutasyonlar saptanmigtir. Bu sonuglara gore genotiplemeler yapilmistir.

3.3.1. Kandan DNA izolasyonu asamasi:

Protokol, asagidaki basamaklardan olugmaktadir:

1. EDTA': tiiplere alinan kandan 200 pl alinip, lizerine 200 pl baglanma
cOzeltisi ve 40 pl Proteinaz K ilave edildi, pipetaj ile homojenizasyon saglandi.

2. Tupler, onceden 72°C'ye ayarlanan kuru 1s1 blogunda 10 dakika
inkiibasyona birakild.

3. Inkiibasyon sonunda, karisim iizerine 100ul izopropanol eklendi ve pipetaj
ile iyice karistirildu.

4. 1.5 ml’lik plastik tiip i¢inde bulunan Srneklerin tamami, toplama tlpu igine
yerlestirilmis filtreli tiipiin i¢ine pipetlendi.

5. 8.000 rpm'de 1 dakika santriftj edildi.
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6. Santrifiij sonrasinda filtreli kisim yeni bir toplama tiipiine aktarildi.

7. Filtreli tipln tzerine 500 pl inhibitdr uzaklastirici ¢ozelti eklendi.

8. 8.000 rpm'de 1 dakika santriftj edildi.

9. Santrifiij sonrasinda filtreli kistm yeni bir toplama tiipiine aktarildi.

10. 500 ul yikama ¢ozeltisi (wash buffer) eklenerek, 8.000 rpm'de 1 dakika
santriftj edildi.

11. Filtreli thpler yeni toplama tiplerine aktarildi ve tizerlerine ikinci kez
500ul yikama ¢ozeltisi (wash buffer) eklendi.

12. 8.000 rpm'de 1 dakika santriftj edildi.

13. Santrifiyj bittikten sonra, toplama tiiplerininin altindaki sivilar atildi ve
ayni tlipler tekrar 17.000 rpm'de 15 saniye santriftj edildi.

14. Toplama tiipleri atildi. Filtreli tiipler temiz birer 1.5ml’lik santrifiij
tiplerin igine yerlestirildi ve 72°C'ye ayarlanmis kuru 1s1 blogunda 1sitilmig olan
elusyon ¢ozeltisinden 200 ul ilave edilerek 2-3 dakika oda isisinda bekletildi ve
sonrasinda 8.000 rpm'de 1 dakika santrif(j edildi

15. Santrifiij sonrasinda filtreli kisim atildi. 1.5ml’lik tiipte kalan ¢ozelti
genomik DNA'y1 igermekteydi.

16. DNA konsantrasyonu spektrofotometre ve/veya konsantrasyon jeli ile

tespit edildi ve gerekirse ¢alismaya uygun olan 50 pm/ul konsantrasyona ayarlandi.

3.3.2. Real time PCR (Polymerase chain reaction) = Gercek zamanh PZR

(Polimeraz zincir reaksiyonu)

PCR, DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir
bolgeyi cogaltmak icin kullanilan reaksiyonlara verilen ortak bir isimdir. Cift iplikli
bir DNA molekiiliinde hedef dizilere iki oligoniikleotid primerin baglanmasi ve
uzamasi esasina dayanir. Amplifier olarak da adlandirilan oligoniikleotid primerler,
kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denature edildikten sonra, tek
iplikli DNA molekiiller1 tizerinde kendilerince tamamlayict olan bolgelerle
melezlenir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort ¢esit deoksiriboniikleozid
trifosfat (ANTP) varliginda primerin 3’ hidroksil ucundan uzamasini saglar. Boylece
kalip DNA tamamlayici olan yeni DNA molekiilii sentezlenmis olur. Yani PCR

dongiisiinde denatiirasyon, primerlerin baglanmasi (annealing) ve uzama adimlarinin
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tekrarlarina dayanan 20-40 dongii sonrasinda tamamlanir ve sonunda hedef DNA'nin

milyon kopyasi olusturulur (136).

5 E
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Sekil 3-1. Basit PCR basamaklari; denatiirasyon (ayrilma), primerlerin

baglanmasi (annealing) ve uzama (elongasyon)

Calismada Real Time PCR yontemini kullandik. Real Time PCR (RT-PCR),
tel ntikleotid polimorfizmlerinin (SNP) tespiti igin en sik kullanilan tekniktir.

RT-PCR’da nokta mutasyonlarinin tespitinde, hibridizasyon teknolojisi
kullanilir. Problar 18-25 baz ¢ifti uzunlugunda ve mutasyon bolgesine spesifiktir.
Hibridizasyon problart iki kisimdan olusur: LC Red 640 isaretli prob ve fluoresan
isaretli mutasyon probu. Bu problar PCR’m annealing asamasinda primerlerle
beraber tek zincirli DNA’ya baglanirlar. Her PCR dongiisiinde 151k kaynaginin
ondnden gecerlerken floresan 1s1ma gosterirler. Bu 1s1ma isaretleyici probu uyarir ve
sensOr Red 640’1n yaydigi 1simay1 algilar. Bu teknik Fluoresance Resonance Energy
Transfer (FRET) olarak olarak adlandirilir. PCR dongiileri bittikten sonra 1s1 0,2°C
aralilarla yiikseltilir. BOylelikle problarin erimesi ve birbirine ¢ok yakin duran iki
floresan boyanin birbirinden ayrilmasi saglanir. Buna bagl olarak floresan i1sima
miktar1 diiser. Eger bir mutasyon varsa, mutasyon probu ile hedef DNA arasindaki
uyumsuzluk hibridin stabilizasyonunu bozar. Yabanil tip genotipte ise uyumsuzluk
olusmaz ve hedef DNA ile bir bir ortiigen hibrit yliksek erime sicakligina sahip olur.
Mutant genotipte ise, hedef DNA ile hibrit birebir 6rtiismediginden bazlar arasinda
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olusan baglar daha gevsek olur ve erime saicakligi daha diisiik olur. Erime egrisi
analizi sonucu elde edilen piklerle, homozigot (yabanil tip veya mutant) genotip ile
heterozigot genotip arasindaki fark ayirt edilir (136).

Bu cihazlar nitel ve nicel Ol¢iim yapmaktadir. Nitel 6l¢iimde kullanilan
teknoloji hibridizasyon problaridir. Bu problar daha onceden bildigimiz nokta
mutasyonlarini tanirlar. Erime sicakligi (Tm) probun dizisinde bulunan G-C oranina
gore degsisir. Tm derecesi, orneklerde pozitif kontroliin erime sicakligindan +2°
yada -2° sapma gosterebilir. Bu orandan daha fazla sapma géstermesi 6rnegin farkli
bir sicaklikta eridigini ve farkli bir nokta mutasyonu olabilecegini diisiindiiriir (137).

Bu ¢alismada PKOS ve kontrol grubu hastalarinin, Real Time PCR ile IL-
23R gen Arg381GIn polimorfizmi agisindan genotiplemelerini bu yontemle yaptik.

Hibridizasyon problari;

LC-Red 640 isaretli hibridizasyon problari, mutasyon olmayan hedef diziyi
hibridize ederek isaretleyici prob olarak fonksiyon kazanmasini saglar. Diger
hibridizasyon probu, floresans ile isaretli olup, mutasyon probuna siki olarak
baglanir. Ilk asamada sadece floresans boya isildarken, kalip DNA’ya hibridize
olduktan sonra, bu iki prob yakin olacak sekilde yan yana gelirler ve floresans
boyanin enerjisi Red 640 boyanin isimasina neden olur. Bu enerji transferi
sonucunda olusan floresans miktar1 PCR siiresince olusan iiriin miktart ile dogru

orantili olarak artar (137).

3.3.3. 1L23-R Mutasyonunun RT-PCR icin Termal Profili

IL23-R gen Arg381 GlIn polimorfizm mutasyonlarini belirlemek igin
kullanilan uygun termal profil; denatiirasyon, cycling (hedef DNA’nin PCR ile
cogaltilmasi), melting (hedef DNA’dan elde edilen PCR iiretimlerinin tanimlanmasi
icin erime egrisi analizi) ve sogutma (cooling) sicakliklari Roche LightCycler®
1.X/2.0 cihazina uygun real time PCR kitleriyle uygun parametreler (Bkz Tablo 3.1)
kullanilip, ayarlar1 kaydedildi.
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Tablo 3-1. Real time PCR’ da IL-23R R381Q gen polimorfizmi i¢in calisma

protokoli

Program Denaturation Dongi Erime Soguma
Basamagi

Analiz 'Y ok Kuantifikasyon Erime Egrisi Modu Yok
Modu

Siklus 1 55 1 1
Target (°C) 95 95 60 72 95 40 85 40
Hold 00:10:00 |00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:20 | 00:00:20|00:00:00| 00:00:30
(ss:dk:sn)

3.3.4. I1L23-R Mutasyon Sonuglarinin Degerlendirilmesi

RT-PCR calismast sonunda, erime egrisi analizinde olusan piklerin erime

derecelerine (Tm) gore homozigot yabanil (wt=wild type), homozigot mutant ve

heterozigot genotipler ayirt edildi. Heterozigot genotipler iki farkli erime derecesinde

iki pike sahipken, homozigot mutant ve homozigot yabanil genotipler ayri ayr1 birer

erime derecesinde tek pike sahiptir.
IL23-R (rs11209026, R381Q, c.1227 G>A, p.Arg381.GIn) polimorfizmi

icin erime egrisinde G (Arg) alleli Tm degeri 52.16°C, A (Gln) alleli Tm degeri

58.97°C. GG genotipi homozigot yabanil (wild type), AA genotipi homozigot

mutant, GA genotipi de heterozigot mutant genotiplerdir.

T S T S M s

M 46 48 50 5 54 % 8
Temperature (‘C)
Manual TH——
BFTm ls; .19
BN Tm2 [s2.41

Grafik 3-1. IL23-R Arg381.GIn (homozigot yabanil)
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Grafik 3-3. IL23-R Arg381.GIn (heterozigot mutant)

Grafik 3-4. IL23-R Arg381.GIn-GG, AA, GA (tum genotipler)
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3.4. statistiksel Analiz Yontemi
Calismanin genotip analizi sonucunda elde edilen veriler Epi Info®3.5.3

istatistik programi yardimiyla hesaplandi. p<0,05 olan sonuglar anlamli olarak kabul
edildi.

35



4. BULGULAR

4.1. IL-23R (rs11209026), R381Q, ¢.1227 G>A, p.Arg381.GIn

IL23-R geninin Arg381.GlIn polimorfizm bdélgesinin PKOS ve kontrol grubu
icin genotip ve allel dagilimi Tablo 4.1°de verilmistir. Buna gore bir hastanin
DNA’s1 yetersiz geldigi i¢in ¢alismadan ¢ikarilmistir. Tabloda goriildiigii gibi PKOS
hastalariin 88’inin yabanil tip homozigot, 7’sinin heterozigot genotipte IL-23R geni
381. kodonuna sahip oldugu goriilmiistiir. PKOS hastalarinin hi¢ birinde mutant tip
homozigot genotip saptanmamistir. Kontrol grubunun ise 101’inin yabanil tip
homozigot, 9’unun heterozigot genotipte oldugu goriilmiistiir. Kontrollerin hig
birinde mutant tip homozigot genotip saptanmamustir. Buna goére, GG (Arg/Arg)
genotipi PKOS grubunda %92.63, kontrol grubunda %91.82; GA (Arg/GlIn) genotipi
PKOS grubunda %7.37, kontrol grubunda %8.18; AA (GIn/GIn) genotipi PKOS
grubunda %0, kontrol grubunda %0 oraninda goriildii. G (Arg) allel frekans1t PKOS
grubunda % 96.3, kontrol grubunda %95.9; A (Gln) allel frekanst PKOS grubunda
%3.7, kontrol grubunda %4.1 olarak belirlenmistir.

PKOS ve kontrol grubu arasinda allel siklig1 agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir (P=0.832). PKOS ve kontrol grubu arasinda
homozigot yabanil (GG) ve homozigot mutant (AA) genotip dagilimi agisindan
anlamli bir fark bulunmamistir (P=0.828).

Tablo 4-1. Cahiyma Gruplarina Ait IL-23R Arg381.GIn Genotip ve Allel

Dagilim

PKOS (n=95) KONTROL (n=110) p
IL-23R genotipi
GG 88 (92.63) 101 (%91.82) P=0.828
GA 7 (%7.37) 9 (%8.18)
AA 0 (%0) 0 (%0)
Allel frekans1 PKOS KONTROL
G 183 (%96.3) 211 (%95.9) P=0.832
A 7 (%3.7) 9 (%4.1)
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Grafik 4-1. IL-23R Arg381.Gln icin PKOS ve kontrol gruplarinda genotip

dagilim yiizdeleri
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5. TARTISMA

Bu c¢alismadaki amacimiz polikistik over sendromunun muhtemel
sebeplerinin bir pargasi olarak IL23R Arg381GIn polimorfizminin etkisini ortaya
koymaktir.

Polikistik Over Sendromu (PKOS) tanist i¢in kullanilan farkli tanimlamalara
bagli %?2.2-26.0 arasinda prevelans oranlartyla, en sik karsilagilan kronik
anovilasyon ve hiperandrojenemiyle karakterize, jinekolojik endokrinopatolojidir
(138, 139, 140). PKOS’un heterojenik klinik 6zellikleri, hastaligin sebebinin genetik
ve ¢evresel faktorler arasinda cok kompleks bir etkilesim oldugunu gosterir (141).

PKOS proenflamatuvar bir durumdur. Insiilin direnci, obezite ve/veya
diyabetle ilgili olan sitokin ve onlarin reseptorlerini kodlayan genlerdeki varyantlar
aynt zamanda PKOS ile de iligkilendirilmistir (142). Sitokinler hiicrelerin
birbirleriyle iletisimini saglayan protein ve peptid grubudurlar. Bagisiklik
sistemindeki temel rolleriyle sitokinler, cesitli immiinolojik, enfeksiyondz ve
enflamasyon hastaliklarinda salinirlar. Bununla beraber, tiim fonksiyonlar1 bagisiklik
sistemiyle sinirli  degildir, embriyogenezde baz1  gelisimsel siireglerin  bazi
basamaklarinda da rol alirlar. Sitokinler kemokinler, interlékinler, interferonlar,
lenfokinler, tiimor nekrozis faktor olarak 5’e ayrilir fakat hormon ya da biiylime
faktorii degildirler (143). Interlokin sitokinlerin bir grubu olup, otuz alt1 tipte
interlokin vardir (143, 144).

Aragtirmalara gore, ¢ok sayida yatkinlik genine sahip kompleks genetik bir
hastalik olan PKOS’un interlokin gen polimorfizmleri ile iliskisi (20-35), PKOS’lu
hastalarda interlokin genlerinde hastalifa yatkinliga sebep olabilecek mutasyon
varhigim diistindiirmektedir.

Yaptigimiz literatiir taramasina gore (20-35), PKOS’la 5 farkli interldkinin
polimorfizmi (IL-6, IL-18, IL-1ra, IL-1p, IL-1a) iliskilendirilmis olup, bunlardan en
cok calisilmis ve PKOS’la en ¢ok iliskisi olan interlokin, IL-6’dir. Bu arastirmalarda
31 farkli polimorfizm, PKOS ve PKOS’un metabolik 06zellikleri yoOniinden
enflamasyon faktorleriyle birlikte incelenmis olup, PKOS’la polimorfizmlerin ¢ogu
iligkili bulunmustur (20-35).

Ornegin, Tiirkiyede yapilmis olan bir calismada polikistik over sendromlu

hastalarin oksidatif stres markirlariyla IL-6 -174G>C polimorfizmi iligkilendirilmistir
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(22). 104 PKOS ve 156 kontrol grubunun dahil edildigi baska bir ¢aligmada
IL-6 -174 G/C polimorfizm ile PKOS arasinda onemli bir istatiksel iligki
bulunmustur, G alleli (yabanil tip) PKOS’lu hastalarda kontrollere gore belirgin
sekilde fazla ¢ikmistir (35). Baska bir ¢alismada, IL-6’nin en yaygin polimorfizmi
olan promotor polimorfizmi PKOS’la iliskili bulunmustur (25). Yine diger bir
caligmada, IL-18 -607 C/A, -137 G/C polimorfizmlerinin PKOS’la iliskili olmadig1
sonucuna varilmig ve -137 konumundaki polimorfizmin koruyucu olabilecegi
diistintilmiistiir (31). Yine baska bir calismada, beyaz irktan 105 PKOS’lu kadin ve
102 kontrolde IL-1lalfa gen (IL-1A C[-889]T) polimorfizmi ¢alisilmis olup; IL-
1A’da polimorfizm varligt PKOS’ un ortaya ¢ikmasityla korele bulunmustur (24).
Baska bir arastirmada, 200 Cin’li PKOS’lu hasta ve 177 saglikli kadinda IL-13 genin
iki polimorfizmi (promotor C [-511] T ve ekzon 5 pozisyonunda [+3953])
degerlendirilmis olup hastalarda IL-1f C/C [-511] mutant genotipinin siklig1
kontrollerdekilerden oldukga ylksek bulundu (22). Metabolik 6zellikler yonunden
PKOS’un iligkili bulundugu ¢alismalara IL-18, IL-1ra, IL-1p ve IL-1a 6rnek olarak
verilebilir (31, 32).

Sonug olarak bu yatkinlik polimorfizmlerinin PKOS’un klinik karakteristik
ozelliklerini etkiledigini sdyleyebiliriz. Dolayisiyla lilkemizde simdiye kadar bu konu
ile ilgili olarak herhangi bir arastirma olmamasi sebebiyle IL-23R gen polimorfizmi
arastirmay1 amacladik.

IL-23, heterodimerik bir sitokindir ve IL-23 Reseptdr ise onun altbirimidir
(Bkz Sekil 2.6). IL-23R, interlokin reseptor olarak adlandirilan proteini kodlayan
gendir (144). IL-23R islev olarak 1. Birgok kansere neden olan proenflamatuvar
sinyallemeyi baglatan IL-17 Uretimini strdirir (144, 145-147) 2. TUmor blytdmesini
arttiran angiogeneze neden olabilir (144, 148), 3. Bagisiklik yanitinda sitotoksik
etkisi olan CD8 T-hucresi infiltrasyonunu azaltir (135, 144). Buna gore, yaptigimiz
literatiir arastirmasinda kendisi bir enflamasyon faktorii olan 1L-23R de PKOS gibi
kanser ve obezite ile iligkili bulunmustur (149, 150, 151). Cogu kanserde PKOS’da
da kullanilan PI3K/Akt yolaginin da (48, 152) aktive edildigi gosterilmistir (151).
Kanser, obezite ve PI3K/Akt yolag1 ortak patogenezleri PKOS ve IL-23R’nin iligkili
olabilecegi olasiliginin yiiksek oldugunu diisiindiirdii ve tiim bunlara dayanarak

aragtirmamizi  yonlendirdik. Ve biz ¢alismamizda IL-23R Arg381GIn gen
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polimorfizmi ile PKOS arasindaki iliskiyi arastirdik. Ayrica, Chron, Behget, Ulseratif
Kolit, Ankilozan Spondilit, Psoriazis gibi otoimmiin hastaliklar IL-23R Arg381GIn
polimorfizmi iligkili bulundugundan yatkinlik saglayici1 veya koruyucu iligkili
bulundugundan (124-135), PKOS’da IL-23R mutasyonlarinin 6énemli olabilecegi
tarafimizdan digiinilmistir.

Calismamiz, PKOS ile IL-23R geni arasindaki iliskiyi arastiran ilk ¢alisma
ozelliginde olup, PKOS ve kontrol grubu arasinda IL-23R Arg381GIn polimorfizm
bolgesindeki allel frekanslar1 agisindan (p=0.832), homozigot yabanil (GG) ve
homozigot mutant (AA) genotip dagilimi agisindan (p=0.828) istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamstir. Orneklem biiyiikliigiimiiz maddi imkanlarimiz
dogrultusunda olusturulmus olup 6rnek sayisinin daha genis olmast durumunda farkl
sonug elde edilecegi diisiiniilmiistiir.

Bu konu ile ilgili ilk ¢alisma oldugu igin sonuglarimiz ancak PKOS ve
otoimmiin hastaliklarla karsilastirilabilmektedir. Otoimmiin hastaliklarda bile 1L-23R
Arg381GIn polimorfizmi kisith sayida arastirilmistir (124-135).

5438 PKOS hastas1 ve 7380 kontroliin dahil edildigi 16 ¢alismanin
Ozetlendigi bir derlemede Beyaz irkta 1L-23R Arg381GIn polimorfizminin ulseratif
kolit riskini arttirdigi bulunmustur. Beyaz irkta 1L-23R Arg381GIn polimorfizminin
ilseratif kolite kars1 koruyucu oldugu gozlenmistir (135). Bir kohort ¢alismasinda
IL-23R Arg381GIn polimorfizmi psdriazise karsi koruyucu bulunmustur (132).

Bagka bir arastirmada, IL-23R’nin rs11209026 (Arg381GIn) polimorfizmi
Crohn Hastalig1 riski ile iligkili bulunmustur; Beyaz irkta Arg381Gln varyantinin
Crohn Hastaliginda azaldig1 saptanmustir (129).

Kanada’da Ankilozan Spondilitin c¢alhisildigi 3 kohort c¢aligmasinda
Albertadan 424 hasta, 401 kontrol, Torontodan 251 hasta, 122 kontrol,
Newfoundlanddan 121 hasta, 219 kontrol arastirilmis olup IL-23R Arg381GIn
polimorfizmi Newfoundland populasyonunda (P=0.04) ve Toronto popllasyonunda
(P=0.04) koruyucu olarak bulunmustur (125).

Bagka bir arastirmada, IL-23R Arg381Gln polimorfizmi Crohn Hastalig1 i¢in
koruyucu bulunmustur [P = 8.04x10(-8); OR 0.43; CI (0.31-0.59)] (153).

Yiz hasta ve 59 kontrol grubunun oldugu baska bir c¢alismada, IL-23R
Arg381GIn polimorfizm homozigot yabanil GG (Arg/Arg) genotipi Enflamatuvar
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Bagirsak Hastaligi grubunda %95, kontrol grubunda %94.8; heterozigot GA
(Arg/GIn) genotipi Enflamatuvar Bagirsak Hastaligi grubunda %5 kontrol grubunda
%b5.2; homozigot mutant AA (GIn/GIn) genotipi Enflamatuvar Bagirsak Hastaligi
grubunda %0, kontrol grubunda %0 oraninda goriildi. A (GIn) allel frekansi
Enflamatuvar Bagirsak Hastaligi grubunda %2.5, kontrol grubunda %2.6 olarak
belirlenmistir. Bu arastirmaya gore Sili’li hastalarda enflamatuvar bagirsak hastalig
ile IL-23R Arg381GIn polimorfizmi arasinda pozitif iliski bulunamamustir (127).

Bizim ¢alismamiza gore; 1L-23R Arg381GIn polimorfizm homozigot yabanil
GG (Arg/Arg) genotipi PKOS grubunda %92.63, kontrol grubunda %91.82;
heterozigot GA (Arg/GlIn) genotipi PKOS grubunda %7.37, kontrol grubunda %8.18;
homozigot mutant AA (GIn/GIn) genotipi PKOS grubunda %0, kontrol grubunda %0
oraninda goriildi. Yabanil tip G (Arg) allel frekansi PKOS grubunda % 96.3, kontrol
grubunda %95.9; mutant A (Gln) allel frekanst PKOS grubunda %3.7, kontrol
grubunda %4.1 olarak belirlendi.

Sonu¢ olarak, IL-23R Arg381GIn polimorfizmi bolgesindeki genotip
dagilimlar1 ve allel frekanslar1 agisindan PKOS ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Elde ettigimiz sonuglara gore, calismalarda kullanilan 6rnek sayilari ve
secilen drneklerdeki popiilasyon farkliliklar1 da g6z oniine alindiginda, s6z konusu
genin kardiyovaskiiler hastalik, kanser ve Chron, Behget, Ulseratif Kolit, Ankilozan
Spondilit, Psoriazis gibi otoimmiin hastaliklarla iligkili oldugu asikardir. IL23R
geninin PKOS ile de bir etkilesiminin olmasini bekledik. Ancak bizim yaptigimiz
calismada, muhtemelen yukarida bahsedilen 6rnek sayilar1 ve segilen drneklerin az

olmasindan dolayz, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamada.
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1.

6. SONUC ve ONERILER

IL23-R Arg381GIn polimorfizm bélgesi allel sikligi bakimindan PKOS (96
kisi) ve kontrol gruplar1 (111 kisi) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamistir (p=0.832). PKOS ve kontrol grubu arasinda homozigot
yabanil (GG) ve homozigot mutant (AA) genotip dagilimi agisindan anlamli
bir fark bulunmamistir (p=0.828). Bu sonug¢ polimorfizmin PKOS’a
etkisizligi sebebi ile ve/veya 6rnek sayimizin az olmasi sebebi ile elde edilmis
olabilir.

Calismaya dahil edilen vaka grubu homojen olmayip, daha homojen
(fenotipik olarak benzer) bir grupla calisilsaydi sonuglarin farklt olmasi
beklenirdi. Polimorfizm siklig1 toplumdan topluma degisiklik gosterdigi icin
daha hommojen gruplarda ¢aligmanin yapilmasina ihtiyag vardir.

Calismamiz Tiirk toplumunda ve diger toplumlarda Polikistik Over
Sendromu’yla IL-23R geni Arg381GIn polimorfizmi agisindan yapilmis ilk
caligmadir ve bu acgidan diger ¢aligmalara bir temel olusturacaktir.

Ayni arastirma hasta sayisi arttirilip yapildiginda istatistiksel olarak daha

anlamli sonuglar verdigi 6n goriilmektedir.
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