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1.GIRIS

Kadinlarda normal reprodiiktif fonksiyon, tekrarlayan follikiil gelisimini, ovulasyon
sikluslarint ve endometriumun implantasyona hazirlanmasm igerir. Diizenli
ovulatuar sikluslar, hipotalamus, hipofiz ve overden gelen uyarict ve inhibe edici

sinyallerin diizenli gerceklesmesi ile saglanir (Strauss ve Barbieri, 2006).

Hormon terimi ilk kez Bayliss ve Starling tarafindan ortaya atilmigtir. Hormonlar,
viicudun bir bolgesinde yapimini takiben dolagim yolu ile uzak organ ve dokulara
gecerek onlarm yap1 ve islevini etkileyen kimyasal maddelerdir. Su ana kadar
saptanan tiim hormonlar her iki cinste de bulunmaktadir. Cinsiyet farkliligini yaratan
bir hormonun varligi ya da yoklugu degil, o hormonun miktarinda ve salinim
diizeninde olan degisikliklerdir. Ureme sisteminin c¢alismasi, overler ve testislerden
gerekli hormonlarin salinimini saglayan uygun bir genetik programlamaya baglhdir.
Hormonlar dolasimda olduk¢a diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar. Diisiik
konsantrasyonlarda bulunan hormonlar, hedef dokularda, hormona yiiksek afinite ile
baglanan spesifik reseptorler ile hedef dokulara yonelirler. Ureme fonksiyonu,
gonadlarda steroid sentezi ve gametogenezi diizenleyen hipofiz (pitiiiter) kaynakli
gonadotropinler, FSH, LH ve bu iki hormonun ¢esitli sekillerde regiile edilmesi ile

kontrol edilir (Biikiilmez ve Arici, 1996).

Ergenlik ve menopoz arasindaki donemde yumurtalik, hipotalamus-hipofiz aksinin
kontroliinde periyodik aktivite gosterir. Hipotalamustan gonadotropin-salgilayan
hormon (GnRH), hipotalamus-hipofiz portal damarlarina pulsatil olarak salgilanir.
GnRH kontrolii altinda hipofizin gonadotrop hiicreleri pulsatil olarak Liteinize edici
hormon (LH) ve folikiil stimiile edici hormonu (FSH) salgilar (Buffet ve Bouchard,
2001). FSH ve LH, overlerdeki follikiil gelisimini, ovulasyonu, korpus luteum
olusumunu ve dstrojen, progesteron, inhibin A ve inhibin B’nin koordineli salinimini
uyarir. FSH sekresyonunun negatif geri bildirim etkilerle baskilanmasi, tek bir matiir

oosit gelisimi i¢cin dnemlidir. Menstriiel siklusun follikiiler fazi; adetin birinci giinii



baslar, ¢ok sayida follikiilin 6n se¢imi, dominant follikiiliin ortaya c¢ikis1 ve
endometrial proliferasyon donemlerini i¢erir ve preovulatuar LH ani artis giinii sona
erer. LH’daki ani artistan bir giin sonra baslayan luteal faz, korpus luteum
formasyonu, progesteron salinimi ve endometriumda ilk dnce implantasyon hazirligi,
gebelik olusmadig: takdirde, korpus luteumun gerilemesiyle birlikte kan desteginin
kaybr ve kalinlasan endomerium dokusunun atilmasi ile karakterize menstriiasyon

gibi koordineli seri degisikliklerle karakterizedir (Strauss ve Barbieri, 2006).

1.1.  Menstrual Dongii ve Noroendokrin Kontrolii

Menstrual siklus diizenli araliklarla goriilen siklik adetlerle karakterizedir. Adetlerin
diizenliligi hipotalamus, hipofiz (pituiter bez) ve over arasindaki koordinasyona ve
buna bagl olarak hedef organ endometriumda meydana gelen siklik degisikliklere
baghdir. Her dongii adetin 1.giinii baslar ve bir sonraki adetin baglayacagi giin 6ncesi

biter. Ortalama dongii 28 giindiir (Kutlukhan, 1996).

Siklus esnasinda preovulatuar donemde overde meydana gelen degisiklikler siirecine
follikiiler faz, endometriumda meydana gelen degisiklikler siirecine proliferatif faz
denilirken, overde postovulator fazda meydana gelen degisiklikler siirecine luteal faz,
endometriumda meydana gelen degisklikler siirecine sekretuar faz denilmektedir.

Bir siklusta birbirini izleyen 4 faz vardir:

1) Follikiiler faz (Proliferatif)

2) Ovulasyon

3) Luteal faz (Sekretuvar)

4) Menstruel faz (Sivashioglu, 2004)

1.1.1 Follikiiler Faz

Follikiiler faz sirasinda ovulasyon i¢in uygun sayida follikiiliin olugmas1 i¢in bir seri

olay gerceklesmektedir. Insan yumurtaliginda follikiiler gelisim sonucunda



(genelde) 1 tane yasayan olgun follikiil olugsmaktadir. 10-14 giin siiren bu siirecte
primordial follikiil, preantral, antral ve preovulatuar follikiil siireclerinden (Sekill.1)
gecmektedir (Speroft ve ark., 2005). Biiylimeye baslayan follikiillerin ortaya ¢ikma
zamani bir Oonceki siklusta korpus luteumun regresyonundan sonraki birka¢ giin
icerisinde olur. Bu donemde progesteron, dstradiol ve inhibin diizeyleri diiser. Bu
disiise bagli olarak da yeni gonadotropin sistemi aktive olur. Bu fizyolojik
aktivasyon sonucunda FSH ve LH diizeylerinde artis meydana gelmektedir

(Sivashoglu, 2004).

Oosit

E——— Stroma hicresi
.

- Folikal hicresi

Primordiyal
folikal

Tek katmanh = Bazal lamina
primer

folikdil
Zona pellusida olugumu

Zona pellusida

Granuloza hiacreleri

Sekonder

(antral) =
folikiil !,/ ST g Antrum

Teka eksterna
Teka interna
Antrum

Graniiloza
hacreleri

Olgun
(graaf
folikili)

Korona radyata

Kamalas
ooforus

Sekil 1.1 Primordiyal follikiilden olgun follikiile dogru gelisen ovaryum follikiilleri

(Junqueira ve Carneiro, 2006)

Primordial Follikiil: Primordial germ hiicreleri, vitellus (yolk) kesesinin endoderm
hiicreleri, allantois ve embriyonun hindgut kismindan koken alir ve gebeligin 5-6.
haftasindan itibaren genital kabartiya gd¢ eder. Gebeligin 6-8. haftalarinda germ

hiicrelerinin seri bir sekilde mitotik cogalmas1 gergeklesir ve 16-20. haftalarda her bir



yumurtalikta 6-7 milyon oosite ulasilir. Primordial follikiil, mayotik profazin
diploten asamasinda areste ugramis ve tek tabakali ig seklinde (yassi) graniiloza
hiicreleri ile gevrili bir oosit icermektedir. Gebeligin 16-20. haftalarinda maksimum
sayida bulunan oositler geri dondiiriilemez sekilde azalir. En hizli azalma dogumdan
once gerceklesir ve 6-7 milyon olan oosit sayis1 dogumda 1-2 milyon, ergenlikte ise
300.000’e kadar iner. Bir kadinin reprodiiktif yasami siiresince bu genis havuzdan
sadece 400-500 kadar follikiil ovule olmaktadir. Primordial gelisim sirasinda oosit
biiylir ve graniiloza hiicreleri 1§ seklinden kiibik (kiiboid) hale doniisiir. Bu olaylar
gerceklesirken graniiloza hiicreleri ve oosit arasinda ‘gap junction’ denen baglanti
noktalar1 olusur. Bu baglant1 noktalar1 sayesinde graniiloza hiicreleri ve oosit
arasinda besin ve metabolit degisimi gergeklesir (Speroff ve ark., 2005). Primordial
follikiil i¢indeki oosit yaklagik 25pum ¢apinda, kiire bi¢iminde bir hiicredir. Bu
hiicreler mayoz boliinmenin birinci profaz evresindedir (Junqueira ve Carneiro,
2006). Kiiboid graniiloza hiicrelerinin c¢ogalmasi ile birlikte primordial follikiil
primer follikiile doniisiir. Graniiloza tabakasi stromal tabakadan ‘bazal lamina’ denen
bir tabaka ile ayrilir. Zona pellusida ortaya c¢ikar. Follikiiler gelisimin baglamasi
gonadotropinlerden bagimsiz olarak meydana gelmektedir. Bu gelisimin biiyiik
cogunlugu smirlandirilir ve atrezi ile devam eder. Sinirlandirilan gelisme ve atrezinin
bir kismi, menstrual siklusun basinda, bir grup follikiil hormonal degisimlere cevap
verdiginde kesintiye ugrar. Bu donemdeki en Onemli hormonal olay ‘FSH’
seviyesindeki artistir. Luteal faz steroidogenezinde ve inhibin sekresyonundaki
azalma FSH artisina izin verir dolayist ile follikiillerin bir kismu atreziden kurtulur

(Sivashoglu, 2004; Speroff ve ark., 2005).

Preantral Follikiil: Biiylime bir kez basladiginda follikiil preantral asamaya geger.
Bu swrada graniiloza hiicreleri prolifere olarak cok katli bir tabaka meydana
getirirken, teka tabakasi da stromadan farklilagsmaya (organize) devam eder, teka
interna ve teka eksterna olarak ayrisir. Bu biiyiime gonadotropinlere bagimhidir ve
artan Ostrojen iretimi ile korelasyon gosterir. Preantral follikiillerin graniiloza
hiicreleri, androjen, progesteron ve Ostrojen olmak iizere 3 tip steroid sentezler,
ancak progesteron ve androjene oranla daha fazla Ostrojen iiretilir. Bir aromataz

enzim sistemi androjenleri Ostrojene ¢evirmektedir. Aromatizasyon FSH aracilig ile



indiiklenir veya aktive edilir. FSH m reseptoriine baglanmasi ve adenilat siklaz
aracili sinyalin aktivasyonu, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve fonksiyonundan
sorumlu proteinleri kodlayan mRNA ekspresyonu tarafindan takip edilir. Buna gore
FSH, hem graniiloza hiicrelerinde steroidogenezi (0strojen sentezi) hem de graniiloza
hiicre biiyiimesini ve proliferasyonunu baslatmaktadir. FSH’m spesifik reseptorleri
preantral siirece kadar graniiloza hiicre ylizeyinde bulunmaz ve preantral follikiil
sinirl1 miktardaki androjeni aromatize ederek kendi Ostrojenik mikrogevresini
olusturmak icin FSH varligma ihtiya¢ duyar. Ostrojen iiretimi bu sekilde FSH
reseptor igerigi ile de smirlanmaktadir. FSH reseptorleri graniiloza hiicrelerinin
plazma membraninda follikiiliin biiyiimeye basladig1 anda belirir ve hizlica her bir
graniiloza hiicresinde 1500 reseptdr olacak konsantrasyona ulasir (Sivashioglu, 2004;

Speroff ve ark., 2005)..

Antral Follikiil: Ostrojen ve FSH’1n sinerjetik etkisi ile graniilozanm intraselliiler
boslugunda biriken follikiiler siv1 iiretiminde artis meydana gelir, bir bosluk olusur
ve follikiil antral asamaya geger. Follikiiler siv1 birikimi, her follikiiliin spesifik
mikrogevresinde oosit ve c¢evresindeki graniiloza hiicrelerinin beslenmesini saglar.
FSH varliginda, 6strojen, FSH yoklugunda ise androjen follikiiler sivida baskin hale
gelir. LH, normalde siklus ortasmna (mid-cycle) kadar follikiiler sivida bulunmaz.
Eger LH plazmada ve antral sivida zamanindan 6nce artarsa graniiloza hiicrelerinin
mitotik aktivitesi azalir, dejeneratif degisimler gerceklesir ve intrafollikiiler androjen
seviyeleri yiikselir. Bu nedenle FSH ve Ostrojenin dominant olmasi graniiloza
hiicrelerinin araliksiz proliferasyonu ve follikiiler gelisme i¢in gereklidir. Graniiloza
hiicre proliferasyonu yliksek olan antral follikiillerde, yiliksek 0Ostrojen
konsantrasyonu ve diisiik androjen/dstrojen orani vardir. Bu durum saglikli oosit i¢in
gereklidir. Androjenik c¢evre Ostrojenin indiikledigi graniiloza proliferasyonunu

azaltir, eger devam ederse oositte dejeneratif degisimleri tetikler.

Steroid hormonlarin sentezi follikiil i¢cinde boliimlere ayrilir. Bu durumu “iki hiicre

iki gonadotropin sentez sistemi” agiklar.



iki Hiicre iki Gonadotropin Sistemi: Insan preantral ve antral folikiillerinde LH
reseptorleri sadece teka, FSH reseptorleri ise sadece graniiloza hiicre ylizeylerinde
bulunur. Tekal intersititial hiicreler teka internada bulunur ve membranlarinda
yaklagik 20000 LH reseptorii vardir. LH’a cevapta tekal dokular FSH’m indiikledigi
aromatizasyon araciligi ile Gstrojene g¢evrilecek androjenleri iiretmek icin uyarilir

(Speroff ve ark., 2005). (Sekil 1.2)
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Sekil 1.2 Follikiil &strojen sentezinde ° iki hiicre iki gonadotropin’ teorisinin semasi

(Kutlukhan, 1996)

Follikiil gelistikce teka hiicreleri LH reseptorii, P450scc ve 3B-hidroksisteroid
dehidrojenaz i¢cin gereken genleri eksprese etmeye baslar. Kolesterolin LH
tarafindan diizenlenen mitokondriye girisi steroidogenez i¢in gereklidir. Dolayist ile
yumurtalik  steroidogenezi  her zaman  LH-bagimhi  ger¢eklesmektedir

(Speroff ve ark., 2005).



Dominant Follikiil Secimi: Ostrojene basarili bir ¢evirim, ovulasyon icin follikiilii
isaretler. Bu se¢cim sonucunda istisnalar disinda sadece tek bir follikiil basarili olur.
Bu secilim olayr FSH’mn salmiminda oOstrojenin hipofiz iizerindeki etkisi ile
gerceklesir. Ostrojen olgunlasan follikiilde FSH iizerinde pozitif etki gosterirken,
negatif geri bildirim sayesinde, hipotalamus-hipofiz seviyesinde, daha az gelismis
olan folikiillerden gonadotropin destegini ¢ceker. FSH’daki azalma, daha az gelismis
olan follikiillerde FSH-bagimli aromataz aktivitesini azaltir, Gstrojen tiiretimini
sinirlandirir. Az gelisen follikiil Ostrojen mikrocevreyi saglasa bile azalan FSH
destegi graniiloza proliferasyonunu ve fonksiyonunu engellerken, androjenik
mikrogevreye doniisiimii arttirir, bdylece geri doniisiimsiiz olan atretik degisim
indiiklenir. Atrezide gerceklesen ilk olay graniiloza tabakasindaki FSH reseptoriiniin
azalmasidir. Ostrojenin FSH {izerindeki negatif geri bildirimi dominant follikiil
disindaki tiim follikiillerin gelisimini inhibe eder. Secilmis olan follikiil FSH’a
bagimhdir ve azalan FSH plazma seviyeleri karsisinda preovulatuar gelisimini
tamamlamalidir. Dominant follikiiliin iki 6nemli avantaji vardir. i) Graniiloza
proliferasyon oranindan dolay1 FSH reseptdr igerigi fazladwr ii) Lokal
parakrin/otokrin  peptidlerce =~ FSH  etkisi  gliclenmektedir.  Dolayis1 ile
aromatizasyonun uyarilmast devam ederken, ayni zamanda daha az gelisen
follikiillerden FSH geri ¢ekilir ve daha az gelisen folikiiller atreziye ugrar. Graniiloza
hiicrelerindeki boslugun artmasina tekal damarlanma (vaskiilarizasyon) eslik eder.
9. gilinden itibaren dominant follikiildeki tekal damarlanma antral follikiildekinin iki
katidir. Bu olay gonadotropinlerin follikiile secilimli aktarimina izin verir, dominant
follikiiliin FSH’a cevap verme yetenegini devam ettirir ve azalan gonadotropin
seviyelerine karsin gelisim ve fonksiyon devam eder. Ovulatuar artisa cevap vermek
ve basaril1 bir korpus luteum olmak icin graniiloza hiicreleri LH reseptorlerine sahip
olmak zorundadir. Biiyiik antral follikiiliin graniiloza hiicrelerinde FSH, LH reseptor
gelisimini indiikler. Burada otokrin/ parakrin peptidler ve dstrojen ana kordinatordiir.
Follikiil i¢cinde artan Ostrojen konsantrasyonu ile FSH, LH reseptor iiretimine

odaklanir (Speroft ve ark., 2005).

Ostrojen ve peptid iiretimi araciligi ile dominant follikiil kendi kaderini kendi

belirler. Geri bildirim mekanizmalar1 araciligi ile gonadotropin sekresyonundaki



degisim follikiiliin ¢evresini daha az gelismis olan follikiiller i¢in zararli hale getirir.
GnRH gonadotropin sekresyonunun kontroliinde ©onemli role sahiptir, ancak
menstrual dongiide gerceklesen gonadotropin sekresyonu dominant follikiilden
koken alan hipotalamus ve anterior hipofiz araciligi ile etkili olan steroid ve
peptidlerin geri bildirimli degisimlerinin sonucudur. GnRH’daki artiy LH artisina
eslik eder bu da Gstrojenin pozitif geri bildiriminin hem hipofiz hem de hipotalamik
bolgelere etki ettigini gostermektedir. Ostrojen inhibitor etkisi hem GnRH’1n pulsatil
sekresyonunu hem de GnRH hipofiz cevabini azaltarak hem hipotalamus hem de
anterior hipofizi etkilemektedir. FSH sekresyonu Gstrojenin negatif inhibitor etkisine
kars1 son derece duyarhdir. Yiiksek seviyelerde Ostrojen inhibin ile bir araya gelerek

FSH’1 baskilar (Speroff ve ark., 2005).

Preovulatuar Follikiil: Preovulatuar follikiildeki teka hiicreleri vakuolize olurken
graniiloza hiicreleri biiylir ve preovulatuar follikiile hiperemik bir goriiniim
kazandirir. Oosit mayoza devam eder. Preovulatuar follikiil artan miktarlarda
ostrojen iiretir. Geg folikiiler faz sirasinda Gstrojen Once yavasca artar daha sonra
ovulasyondan 24-36 saat dnce pik yapar. Ostrojen en iist seviyeye ulastizinda LH
seviyesi artar. Secilen folikiile ovulatuar uyar1 saglamak icin, LH artis1 geri kalan
ostrojen ve FSH icerigi diisiik, androjen miktar1 fazla olan folikiillerin kaderini
belirler. LH kendi reseptorii araciligi ile dominant follikiildeki graniiloza
hiicrelerindeki liiteinizasyonu arttirr ve progesteron iiretimi gerceklesir. LH
reseptorii bir kez eksprese edildiginde hiicre biiylimesi inhibe edilir, steroidogenez ile
enerji iretimine odaklanilir. Progesteron, Ostrojene pozitif geri bildirim etkisini
zamana ve doza bagl olarak gdosterir. Yeterli miktarda dstrojen primingden sonra
progesteron pozitif geri bildirim cevabini hipofiz {izerinde direk bir etki ile
kolaylastirir ve estradioliin esik alt1 degerlerde bulunmasi1 LH artisii indiikleyebilir.
(Bir hormon, diger bir hormona olan duyarlilig1 artirabilir. Buna priming denir.
Ostrojenler, miyometrium ve endometriumdaki progesteron reseptorlerinin sayisini
artirir.) LH iizerindeki kolaylastirict etkisinin yaninda progesteron siklus ortasindaki
FSH artisindan da sorumludur. Progesteronun bu hareketi folikiil iizerinde FSH
etkisinin tamamlandigin1 gostermektedir. Preovulatuar siire¢, plazma 17a-

hidroksiprogesteron seviyelerinin artis1 ile iligkilidir. 17a-hidroksiprogesteron teka



androjen iiretimi i¢in onemli olan P450scc ve P450.17 enzimlerinin LH uyariminin
isaretidir. Ovulasyondan sonra bazi teka hiicreleri liiteinize olarak korpus luteumun
parcast olur ve P450.17 eksprese etme Ozelligini kaybeder. Diger liiteinize teka
hiicreleri P450.17 aktivitesini korur ve Ostrojene aromatizasyon ic¢in androjen
iretmeye devam eder. Daha az gelisen folikiiller atreziye ugradiklarinda teka
hiicreleri stromal dokunun komponenti olmaya devam eder ancak P450 aktivitesi ile
LH cevabina ve steroid iiretme kabiliyetlerine sahiptirler. Intraovaryan androjen,
graniiloza hiicre dliimiinii ve follikiiler atreziyi hizlandirir. Buna gére androjenlerin
ovulasyon i¢in tek bir dominant follikiil gelismesinde diizenleyici rolleri vardir

(Speroff ve ark., 2005).

1.1.2. Ovulasyon

Ostrojenle olgunlasmasmdan sonra preovulatuar follikiil kendi ovulatuar uyarimina
sahiptir. Ovulasyon LH pikinden 10-12 saat ve Ostradiol pikinden 24-36 sonra
gergeklesir. LH artis1 ovulasyonun en giivenilir gostergesidir ve follikiil
catlamasindan 34-36 saat once gergeklesir. Gonadotropin artigt ovulasyon, oositin
salmmas1 ve graniiloza hiicrelerinin kiimiiliis yigmina neden olan olaylar1 uyarir

(Speroff ve ark., 2005).

Olusan dominant follikiil az miktarda progesteron salgilamaya baslar. Az miktarda
salgilanan progesteron follikiiler fazin sonlarina dogru FSH ve LH’m artigina neden
olur. LH artis1 oositte mayozun tamamlanmasimna, graniiloza hiicrelerinin
liteinizasyonuna ve follikiil ¢atlamasi icin gerekli prostaglandinlerin sentezinin
baslatilmasina olanak saglar. Prematiir oosit matiirasyonu ve liiteinizasyonu lokal
faktorler tarafindan Onlenilir. Follikiil sivi i¢indeki graniiloza hiicrelerinden
kaynaklanan ‘oosit matiirasyon inhibitérii‘ (OMI) LH artisina kadar birinci mayoz
boliinmeyi inhibe etmektedir. LH’in baslattigi cAMP aktivitesi OMI’nin ve
liiteinizasyon inhibitoriiniin (LI) bu lokal inhibe edici aktivitesini yener ve oositte
duraklayan birinci mayoz boliinme tamamlanir (Sivashioglu, 2004). LH artis1 ile

ortaya cikan progesteron follikiil duvarmin gerilebilirligini arttirir. Ovumun kagist
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follikiil duvarindaki kollojenin dejeneratif degisimleri ile iliskilidir ve ovulasyondan
hemen o6nce follikiil duvar: incelir. FSH, LH ve progesteron proteolitik enzimlerin
aktivitesini uyarrr ve follikiil duvarindaki kollajenin sindirimi  gerceklesir.
Gonadotropin artigina cevap olarak graniiloza ve teka hiicreleri plazminojen
aktivatorlerini sentezler. Plazminojen aktivatorleri plazmin tiretimi i¢in follikiiler
swvidaki plazminojeni aktive eder (Speroff ve ark., 2005). Plazmin ve diger proteazlar
kolejenaz aktivitesini baglatarak folikiil duvarinda bag dokusu degredasyonuna neden

olur (Sivaslioglu, 2004).

Graniiloza hiicrelerinde plazminojen aktivator sentezi sadece preovulatuar sathada
LH’a cevap olarak eksprese edilir. Tekal ve intersitidial hiicrelerde olduk¢a aktif olan
inhibitdr sistem plazminojenin uygun olmayan aktivasyonunu ve biiyliyen follikiiliin

bozulmasini engeller (Speroff ve ark., 2005).

Sonugta follikiil yiizeyinde olusan stigmanin g¢atlamasi ile oosit ve antral sivi LH
artisginin baslangicindan yaklasik 34-36 saat, LH pikinden de yaklasik 18-26 saat

sonra tubaya dogru atilarak ovulasyon tamamlanir. (Sekil 1.3)

Sekil 1.3 Follikiil riiptiirii (Speroff ve ark., 2005)

Primordial follikiilerden preovulatuar follikiil geliserek siklusun 14. giiniinde
ovulasyon meydana gelir. Oosit atilimini takiben follikiiliin yeni bir organizasyonu
(follikiildeki graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu ve yag dolu liiteal hiicrelerin

ortaya ¢ikmasi) sonucu korpus luteum olusur (Sivaslioglu, 2004).
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1.1.3 Luteal Faz

Follikiil catlamast ve oosit salgilanmasindan sonra follikiilde graniiloza
hiicrelerindeki degisiklik ile liteinizasyon ve korpus luteum olusumu ortaya ¢ikar.
Korpus luteum olusur olusmaz apopitoza girer. Eger korpus luteum duvarlarinda var
olan LH reseptorleri uyarilmazsa atreziye gider, uyarilir ise progesteron
salgilanmasina neden olur. Progesteron seviyeleri giderek yiikselerek LH artigindan
yaklagik 1 hafta sonra en yiiksek seviyesine c¢ikar. Progesteron hem lokal hem de
santral etki ile yeni follikiil gelisimini suprese eder. Progesteron, dstrojen etkisini
Ostrojen reseptorlerinin azaltilmasi ile antagonize ettiginden Ostrojene bagli follikiiler
mekanizmalar inhibe olur. Progesteron ve Ostrojenin her ikisinin de negatif geri
besleme etkileri nedeniyle diisiik seviyede kalan gonadotropin seviyeleri de luteal
fazda yeni follikiillerin gelisiminin baslamasmi inhibe eder. Liiteal graniiloza
hiicrelerinden salgilanan ve seviyesi yiikselen inhibin; FSH seviyelerinin liiteal
donemde en diisiik seviyeye inmesine yol agar. Olusumundan 10-12 giinliik bir siire
sonra eger korpus luteum iizerindeki LH reseptorleri uyarilmaz ise LH reseptorlerini
kaybetmeye baslar ve korpus albikansa doniiserek atreziye ugrar. Bu olaya liiteolizis
denir. Eger oosit fertilize olmus ise bu dénemde endometriumda blastokist
implantasyona baslamistir ve implante olmus embriyonun trofoblastik hiicrelerinden
salman B-hCG korpus luteumun LH reseptorlerini uyararak progesteron salmiminin

devamini saglar (Sivaslioglu, 2004).

1.1.4 Menstrual Faz

Mentiirasyon reprodiiktif sistemin tamir ve reorganizasyonun tekrarlandigi luteal
donemden follikiiler doneme gecisin oldugu fazdir. Mens baslangicindan 2 giin dnce
progesteron, Ostrodiol ve inhibin seviyelerinde azalma FSH seviyelerinde
yiikselmeye neden olarak gelecek siklus i¢in follikiiler gelisim baslatilmis olur.
Korpus luteum steroidleri ve inhibin seviyelerindeki azalma ile GnRH-gonadotropin
sistemi yeniden aktive olur ve FSH/LH yapimina baslanir. Luteal déonemin 10.
glinlinden sonra lenfositler endometriumu infiltre etmeye baslar ve endometrial

stroma i¢inde lokal graniilosit (K hiicreleri) proliferasyonu baslar. Stroma progresif
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olarak gevser ve 6demlenir boylece premenstruel desidiial reaksiyonun karakteristik
ozellikleri olusur. Steroidlerdeki azalma  progesteronun prostaglandin sentezi
iizerindeki inhitdr etkisini elemine eder ve lokal prostanoid seviyeleri artar.
Endometriumu besleyen spiral arterlerde spasm ortaya c¢ikar, kapillerlere olan kan
akimi bozularak doku iskemik ve nekrotik olur. Doku fragmantasyonu ile

fonksiyonel tabaka dokiilmeye baslar ki bu olaya mens denilir (Sivashioglu, 2004).

Hiicreler birbirleri ile kimyasal sinyaller araciligi ile haberlesir. Bu sinyal molekiilleri
hedef hiicre yiizeylerindeki spesifik reseptorlere baglanir. Baglanmanin ardindan
sinyal molekiilii reseptdr proteinini aktive eder, bu olay spesifik ekstraselliiler
mesajci tarafindan tasman sinyalin transdiiksiyonunu saglar. FSH, anterior hipofiz
bezi tarafindan {retilen Onemli sinyallerden biridir. Bu gonadotropin,
glikoproteinlerle (FSH, TSH, LH) iliskili bir ailenin iiyesidir. Bu tropik hormonlarin
reseptorleri G-protein cifti reseptor ailesine dahildir. Graniiloza ve Sertoli hiicreleri
FSH’in hedef hiicreleridir. Yumurtalikta FSH graniiloza hiicre fonksiyonunu
diizenler, ovaryan folikiillerin gelisimini, se¢imini, oosit maturasyonunu ve LH ile

birlikte ovulatuar olaylar1 kontrol eder (Ulloa-Aguirre ve Timossi., 1998).

1.2 Follikiil Stimiile Edici Hormon Reseptorii

FSHR’i reprodiiktif dokularda eksprese edilir ve hipofiz bezinden saliman FSH’a
cevap olarak reprodiiktif aktiviteyi kontrol eder. Kadinlarda FSHR’i gelisen
follikiiliin graniiloza hiicrelerinde bulunur ve FSH’a cevap olarak graniiloza
hiicrelerinin boliinmesini arttirir ve follikiiler steroid hormonlar1 iiretmesi i¢in
stimiile eder. FSHR’li gelisen follikiillerde fazla miktarda bulunurken, atreziye

ugrayan follikiilerde hizla azalir (Chedrese, 2009).

FSH ve LH, insan koryonik gonadotropin (hCG) ve tirotropik hormonu (TSH) da

iceren glikoprotein hormon ailesinin tiyeleridir (Tapanainen ve ark., 1998).
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Bunlar heterodimerik hormonlardir, ortak bir a ve her hormona fonksiyonel
spesifiklik kazandiran B alt iinitesi igerirler. Glikoprotein hormonlar1 hedef hiicre
yiizeyindeki G—protein ¢ifti reseptorleri araciligi ile goérev yapar (Ghadami ve ark.,

2008).

1.2.1 FSHR’niin Molekiiler Yapisi

FSHR’i G protein ¢ifti reseptor ailesine dahildir (Lussiana ve ark., 2008).
Reseptorlerin protein yapisi; hormon baglanma afinitesini ve spesifitesini ilgilendiren
bliyiik bir ekstraselliller bolge, reseptér aktivasyonundan ve  sinyal
transdiiksiyonundan sorumlu bir yedi transmembran bolge ve kiigiik bir karboksi
terminal intraselliiler bolge ile karakterizedir (Ghadami ve ark., 2008). insan FSHR
proteini 695 aminoasitten meydana gelmektedir. Ilk 17 aminoasit hidrofobik sinyal
peptidini kodlamaktadir. Bu nedenle olgun protein 678 aminoasitten meydana

gelmektedir (Simoni ve ark.,1997; Lussiana ve ark., 2008).

FSH reseptor geni insanda 2p21 kromozom bélgesinde lokalizedir. FSH reseptor
geni 10 ekzon ve 9 introndan olusmaktadir. Insan reseptdriiniin ekstraselliiler bolgesi
69-251 bp arasinda uzunluga sahip 9 ekzon tarafindan kodlanmaktadir. (Sekil 1.4)
Ekstraselliiler bolgenin C-terminal kismi, transmembran ve intraselliiler bolgeler 10.

Ekzon tarafindan kodlanmaktadir (Simoni ve ark,1997; Lussiana ve ark., 2008).

Transmembran ve
Ehsiraseliiler Bolge intraseliiler Bilge
Bon(b)' 251 72 75 75 72 78 6@ 75 186 1234
DML ELT
O-@:080.60.0.0.0).C 0 _0
I.'fl.m L3 L Ld L Ld » Ld L3 L
n (he) :_h 0, -"f' 2 h." Q*». 5 ":F'

Sekil 1.4 Insan FSHR genin yapisal organizasyonu (Ulloa-Aguirre ve ark., 2007)

FSH reseptorii biiyiik hidrofilik bolgeyi takip eden membrani yedi kez saran bir
hidrofobik bolge igerir. Sekansin C terminali ise olduk¢a bazik sitozolik bir
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segmenttir. (Sekil 1.5) Reseptoriin ekstraselliiler bolgesi 349 aminoasitten meydana
gelmektedir, bu bolgeyi 264 aminoasidin kodladigi transmembran bdlge takip
etmektedir.  Karbosi - terminal intraselliiler bolge ise 65 aminoasit tarafindan

kodlanmaktadir. (Simoni ve ark,1997)

N-Terminal Segment

. Ekzoloopl
'|
| Bzoloopl . Ekzoloop3

,_._n’i-'-'

HAHRR AR

Smlunp4

Sikbwl ikl Sitoloop? j

C-Terminal Segment
Sekil 1.5 G protein ¢ifti reseptorii genel yapisi (Ji ve ark, 1998)

Ekstraselliiller Bolge (N-terminal bdlge): Glikoprotein hormon reseptorleri biiyiik
ligandlara baglanmaktadir bu nedenle reseptorler biiyiikk, glikozile ve
1. transmembran bolgeye bagli bir ekstraselliiler bolgeye sahiptir (Chedrese, 2009).
Gonadotropin reseptorlerinin ekstraselliiler NH, bdlgesinde yiiksek afinite ile
baglanma ile iligkili 16sin-zengin tekrarlar (LRR) bulunmaktadir (Ulloa-Aguirre ve
ark., 1999). Her bir LRR 20-25 aminoasitten meydana gelmektedir. Bu
aminoasitlerin biiylik bir kismu 16sin rezidiileridir. Her LRR kisa dongiilii bir
aminoasit segmenti araciligl ile bir B-sheet yapisma bagli a-heliksten meydana
gelmektedir (Chedrese, 2009). FSHR’deki 16sin zengin tekrarlar spesifik protein-
protein interaksiyonu i¢in amfipatik peptid ylizeyi olusturur. Bu bdlgenin yapisi ve
hormonun B-alt {initesinin taninmasi1 sirasinda gerceklesen konformasyonel degisim

reseptor aktivasyonuna izin verir. (Ulloa-Aguirre ve Timossi., 1998).
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Reseptoriin konkav i¢ yiizeyi 10 LRR’den meydana gelen diizgiin “B-sheet”
yapisindan olusmaktadir, ancak “B-sheet” yapisinin N-terminal boliimi (LRR;7)
diiz, C-terminal bolimii (LRR7.19) ise atnali seklinde kivrimhidir. FSHR’i FSH’a
konkav i¢ yiizey araciligi ile baglanir. (Sekil 1.6) Reseptoriin N-terminal paralel -
kenarlar1 (strand) (LRR,g) hormon molekiiliiniin merkezdeki kismi (a-alt {initesinin
C-terminal segmenti ve [3-alt {initesinin ‘seat-belt’ segmenti) ile iliski kurar.
LRR¢’da GpHR’lerin (glikoprotein hormon reseptorii) degismez asidik rezidiileri
olan X3 ve X5 pozisyonlar1 (FSHR’ nde D150 ve D153) GpH’ lerin ortak a- alt

iinitesinin bazik K91 ve K51 rezidiileri ile tuz kopriileri olusturur.

[

A2
/

Sekil 1.6 FSHR-FSH kristal yapisinin genel goriiniisii (Caltabiano ve ark., 2008)

Bu interaksiyonlar tiim GpH’lerde (glikoprotein hormon) korunus oldugundan
baglanmanin spesifitesi -alt linitesinin ‘seat-belt’ segmenti ile saglanmaktadir. 3-alt
iinitesinin ‘determinant loop’ bolgesi korunmus asidik rezidiiller (FSH’da D93)
icermektedir. Bu rezidiiler LRR4’ 1in X5 pozisyonundaki  (FSHR’nde K104) polar
aminoasit ile interaksiyon verir. Buna gére FSHR ve FSH arasindaki spesifik
interaksiyonlar LS55 (LRR,‘de X5) ve E76 (LRR3‘de X3) ile L99 ve R97 arasindaki
hidrofobik ve 1iyonik interaksiyonlardwr. Bunlar hormonun C-terminal loop
bolgesinde yer almaktadir. K179 (LRR;’de X5) ile ‘determinant loop’ taki S89 ve
D90 arasinda da elektrostatik interaksiyon vardir (Caltabiano ve ark., 2008).
FSHR’iin ekstraselliiler bolgesindeki 2°’den 9’a kadar olan ekzonlarda en az 10 adet

kusurlu (imperfect) LRR motifi bulunmaktadir. Korunmus pozisyonlar, Ile, Leu, Val,
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Ala ve Phe gibi alifatik aminoasitler tarafindan tutulmustur. Amfipatik dogalarindan
dolay1 tekrarlar hem hormon hem de transmembran bolgeler ile interaksiyon verirler.
(Simoni ve ark., 1997). Glikoprotein hormon reseptdrleri N-terminal segment ve
membran iligkili bolgeye sahiptir. N-terminal segment tek basina ytliksek afinitede
ligand baglanmasindan sorumludur, membran iligkili bdlge 1ise reseptor
aktivasyonunun gercgeklestigi bolgedir. Glikoprotein hormonlar1 ilk olarak N-
terminal segmente baglanirlar. Hormon ve N-terminal segment kompleksi
konformasyonel degisime ugrar ve membran iligkili bolge ile ikincil interaksiyonlar
verir, boylece sinyal olusturulur. (Sekil 1.7) Bu ikincil interaksiyonlar liganda
baglanmig N-terminal segment ile ‘ekzoloop’ 1-3 arasinda gerceklesir (Ji ve ark,

1998).

Sekil 1.7 Reseptor hormon interaksiyonu (Ji ve ark, 1998)

Hormon baglanmasi reseptorii aktive eder. Bu tek asamali goriinen olay sinyal
olusumu, sinyal propagasyonu (yayilimi) ve sinyal transferini i¢eren birka¢ adimda
gerceklesir. Hormon baglanmasi hormon reseptor ara yiiziinde konformasyonel
degisime neden olur. Buna sinyal olusumu denir. Reseptordeki konformasyonel
degisim sinyali TM bdlgesi araciligi ile reseptoriin sitoplazmik bdliimiine iletir. Buna

sinyal propagasyonu denir (Y1 ve ark., 2002). (Sekil 1.8)
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Reseptor Aktivasyvonu

Saidrant Hemrmen Sinyal Sinyal Simaeal
Rt#!‘;‘.ﬁil' Baflaranan D lugumu Yayalama ‘Tramsf exi

Sekil 1.8 Reseptor aktivasyon asamalari (Y1 ve ark., 2002)

Insan FSHR’niin TM-2 béliimiinden uzanan ekzoloop 1’inde lokalize olan bazi
amino asit rezidiileri hormon baglanmas1 (His407) ve reseptor aktivasyonu
(Asp405, Thr408 ve Lys409) ile iligkilidir. Bu bolgeler disinda LH/CG
reseptorlerinde hormon baglanmasi ve sinyal transdiiksiyonu ile iligkili olan ~ TM-2
(Asp391), TM-6 (Asp564) ile ekzoloop 3 ve TM-7’nin ortak yiizeyinde lokalize olan
(Lys591) bolgelerin de glikoprotein hormon reseptdrlerinin yapisal ve fonksiyonel
benzerliklerinden dolayr FSHR’niin hormon baglanmasi ve reseptor aktivasyonu ile
iligkili olabilecegi diistiniilmektedir (Ulloa-Aguirre ve Timossi., 1998).

GPCR’ler fonksiyonel protein yapisini stabilize eden disiilfit kopriileri olusturan
farkli sayida Cys rezidiilerine sahiptir. Glikoprotein hormon reseptorleri gibi ligand
baglanma bilesenleri ekstraselliiler NH,-terminali boliimiinde olan reseptorlerde
korunmus Cys rezidiileri ekstraselliiler bolgede bulunur ve ligand taninmasi ve
interaksiyonuna izin veren baglanma cebinin organizasyonuna katkida bulunur. Bir
cok GPCR, N-bagimh glikozilasyon icin (Asn-Xaa-Ser/Thr) konsensus sekansmna
sahiptir (Ulloa-Aguirre ve ark., 1999).

G-protein ¢ifti reseptorlerinin yasami, sentezlendikleri, katlandiklar1 endoplazmik
retikulmda (ER) baslamaktadir. Diizgiin olarak katlanmis reseptorler bir araya gelir
ve ER-derive COPII- kapl vezikiillere paketlenir. Transport vezikiilleri reseptorleri
ER’den ER-Golgi ara kompleksine (ERGIC), Golgi aparatina ve trans-Golgi agma

tasir. Bu goc sirasinda reseptor olgun hale gelebilmek i¢in glikozilasyon gibi
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post-translasyonel modifikasyonlara ugrar. Olgun reseptorler daha sonra trans-Golgi
agindan plazma membranlarma tasmir. NXS/T konsensus sekansinda meydana gelen
N-bagli glikozilasyon GPCR’lerin en yaygin post-translasyonel modifikasyonudur.
(Dong ve ark., 2007).

Proteinler ER’de sentezlendikten sonra katlanir ve ER’den disariya aktarilabilecek
stabil yapiya sahip olur. ER kalite kontrol sistemi (QCS) 6zel yapilar1 tanir ve
olgunlasmamis proteinin hiicredeki kaderini belirler. ER kalite kontrol sistemi
proteinleri olgunlagsma durumlarina gore tanir ve ayirir. Molekiiler saperonlar yeni
sentezlenen proteinlerin katlanma isleminde ER kalite kontrol sisteminin yardimci
komponentleridir. Molekiiler saperonlar yanlis katlanmis olan proteinleri tanir ve
degredasyonlarmi saglar. Kalneksin ve kalretikulin FSHR’ne baglanan molekiiler
saperonlardir. Bu saperonlar etkilerini yeni sentezlenen proteinin lizerinde bulunan
ve katlanmis proteine hidrofobiklik kazandiran N-glikanlar iizerinden gosterir (Conn
ve ark., 2007). FSHR’niin N-bagh glikozilasyonu reseptoriin hiicre-yiizey
ekspresyonu icin gereklidir, glikozilasyon bdlgesinde meydana gelen bir mutasyon
reseptoriin plazma membranma tasmmasint engeller boylece mutasyona ugramis

reseptor periniiklear bolgede birikir (Dong ve ark., 2007).

FSHR’niin ekstraselliiler bolgesinde N-bagimli glikozilasyon i¢in 191, 199 ve 293.
pozisyonlarda her tiirde korunmus 3 6nemli bolge bulunmaktadir (Simoni ve ark.,
1997). FSHR’nilin glikozilasyonu reseptdr protein katlanmasi, ve membrana

gonderilmesi i¢in gereklidir (Lussiana ve ark., 2008).

Transmembran Bolge: Heptahelikal veya serpetin transmembran bolge
yapisal motifi G-protein cifti reseptor siiper ailesi liyeleri icin tipiktir. Bu grubun her
bir liyesinde motif, transmembran a heliks olusturmak iizere 20-25 aminoasitlik yedi
hidrofobik  gerilim bolgesi  (streches) ile karakterizedir, bunlar alternatif
ekstraselliiler ve intraseliiler ilmek (loop) tarafindan baglanmaktadir. FSH reseptorii
birinci ve ikinci ekstraselliiler donglide molekiil i¢cinde distilfit kopriileri olusturmak
icin yiiksek oranda korunmus iki tane Cys (sistein) rezidiisii icermektedir ve bunlar

protein konformasyonunu siki sekilde tutmaktadir. Yiiksek oranda korunmus
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Asp-Arg-Tyr triplet motifinin reseptdr ve G protein arasindaki interaksiyonda rol
oynadig1 disiiniilmektedir (Simoni ve ark,1997; Lussiana ve ark., 2008). FSHR’iinde
Asp yerine Glu bulunmaktadir, bu substitiisyon LH ve TSH reseptorlerinde de
goriilmektedir (Simoni ve ark,1997). Yedi transmembran bolge (TM), bir
ekstraselliller NH,, bir intraselliler COOH-terminali ve 1ii¢ ekstraselliiler ve
intraselliiler baglama bolgesi igceren fig1 seklinde ligand baglanmas: ile ilgili bir
yapidir. Transmembran bdlgeler hidrofobiklige gore de cesitlilik gosterir. 1, IV ve
VII TM’ler sadece bir hidrofilik rezidiiye sahiptir ve 11, III, V ve VI. TM’lerden daha
hidrofobiktirler. Bu ailenin tiyeleri arasinda yiiksek oranda korunmus olan rezidiiler
reseptdr yap1 ve fonksiyonu igin gerekli yapisal bilesenleridir. Ornegin rhodopsin/ b-
adrenergik ailesi reseptorlerinde TM-II Asp ve TM-I ve VII’deki Asn rezidiileri
yiiksek oranda korunmustur. Bu rezidiilerin lokasyonu ve aralarindaki etkilesim 2. ve
7. helikslerin bir arada durmasi i¢in gereklidir ve reseptor aktivasyonuna ve sinyal
transdiiksiyonuna izin vermektedir. Aynt TM bdlgesinde veya TM bdlgeleri arasinda
hidrojen baglar1 da bulunmaktadir. Bu TM baglar1 ya da kopriileri TM korunun siki
halde bulunmasi i¢cin 6nemlidir (Ulloa-Aguirre ve ark., 1999). (Sekil1.9)

Glikozilasyon

Sekil 1.9 GPCR Transmembran bolge (Ulloa-Aguirre ve ark., 1999)

C-Terminal Bolge: C-terminal intraselliiler bolge 65 aminoasitten olusmaktadir. Bu
bolge fosforilasyon bdlgeleri olan Ser ve Thr rezidiisii bakimmdan zengindir. Bu
bolgeler spesifik intraselliiller kinazlar ile fosforile oldugunda FSH/FSHR
baglanmasindan kaynaklanan sinyal transdiiksiyonunu diizenlemektedir (Lussiana ve

ark., 2008). Transmembran bélgede disiilfit bag1 olusturan spesifik Cys rezidiileri
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tanimlanmamistir, ancak COOH-terminalin membran proksimal boliimiindeki Cys
rezidiilerinin palmitolasyona ugradigindan 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
bolgedeki palmitolasyon dordiincii bir intraselliiler loop olusturur ve membran ¢apasi
(anchor) olusumuna izin verir. Reseptor palmitolasyonunun fizyolojik onemi tam
olarak anlasilamamigs olsa da b-adrenergik reseptorlerinde palmitolasyonunu
engelleyen mutasyonlarin G protein aktivasyon kaybina ve reseptdr ayrilmasina
(uncoupling) neden oldugu gosterilmistir (Ulloa-Aguirre ve ark.,1999). G protein-
bagl reseptorlerde intraselliiler COOH-terminal bdlgesi fosforilasyon bolgeleri olan
Ser ve Thr rezidiilerince zengindir. Spesifik agonistlerine  baglandiklarinda
b-adrenergik ailesi reseptorleri stimiilatuar G proteini (G;) aktive eder, bu olay
sonucunda da efektdr olan adenilil siklaz aktive olur. Enzim  ekstraselliiler
sinyallerin hiicre i¢i aracilarindan biri olan adenozin 3°,5’-monofosfat (cAMP)

olusumundan sorumludur (Ulloa-Aguirre ve ark., 1999).

1.2.2 FSH Reseptor Geninin Promotoru

FSHR gen ekspresyonu doku spesifiktir ve farkli hormonal uyaranlara baglhdir.
Insanda ana transkripsiyon baslama bdlgesi -99. pozisyonda, translasyon baslama
bolgesine yakin olarak bulunmaktadir. Biitiin tiirlerde fazladan, alternatif olan ya da
daha az kullanilan transkripsiyon baslama bdlgeleri bulunmaktadir. Insan FSHR
mRNA’s1 testis ve yumurtalikta aynidir. Gen ekspresyonunun cinsiyet spesifik
ekspresyonu  farkli  transkripsiyon  baglama  bdlgelerinin  kullanimindan

kaynaklanmaktadir (Simoni, 1997).

FSHR promotoru TATA ve CCAAT kutusu olmayan promotor grubuna dahildir ve
bir kag¢ transkripsiyonel baslama boélgesi bulunmaktadir (Simoni, 1997; Simoni ve

ark., 2002; Gromoll ve Simoni, 2005).

FSHR gen yapisinin aksine insan FSHR gen promotor bolgesi ile ilgili bilgiler
sinirhidir. insan FSHR promotor bolgesi ile ilgili calismalar -184, -114, -99, -83 ve

-79°da bes adet transkripsiyonel baslama bolgesi oldugunu ve -99’un ana
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transkripsiyon baslama bolgesi oldugunu ortaya koymustur. Rat, fare ve koyun
FSHR genlerinin kor promotor bolgesinde yapilan calismalarda, E- kutusu elementi,
AP-1 bolgesi, InR elementi, E2F elementi, GATA bolgeleri, CACC kutusu ve iki
steroidogenik factor-1 (SF-1)-benzeri baglanma bolgesi (SLBS) gibi 6nemli
regiilator bolgeleri tanimlanmistir ancak E- kutusu disinda bu boélgeler insan FSHR

geninde tanimlanmamistir (Wunsch ve ark., 2005).

Hiicre spesifitesi gostermeyen ve en yliksek transkripsiyonel aktivite gdsteren insan
FSHR’niin kor promotor bolgesi -225 ve -1 bolgeleri arasinda bulunmaktadir ve
translasyon bdlgesine yakindir. Bugiline kadar kor promotor bdlgesinde iki cevap
elementi tanimlanmistir. Bir E-kutusu konsensus sekansi (CACATG) , USF gibi
bazik helix-loop-helix transkripsiyonel faktorlerinin bir ailesi ile interaksiyon verir,
bu interaksiyon tiim promotor aktivitesi igin gereklidir. Ikinci element ise
transkripsiyonel baslama bdlgesini saran initiator (Inr) elementidir ve housekeeping
genler i¢in tipiktir (Gromoll ve Simoni, 2005). (Sekil 1.10)

FSHR’ii gibi TATA motifinden yoksun genlerde transkripsiyon farkli bolgelerden
baglar ve Inr elementleri RNA polimeraz II'nin uygun konuma gelmesine yardimci

olur (Heckert ve Griswold, 2002).

Sekil 1.10 FSHR gen promotor bolgesi (Gromoll ve simoni, 2005)
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Bir¢ok sinyal kaskadi i¢sel ve digsal sinyalleri hiicre i¢i cevaplara doniistiirmek i¢in
G protein ¢ifti reseptorlerini (GPCR) kullanmaktadir. GPCR’ler karakteristik olarak
reseptorden enzim ve iyon kanallar1 gibi hiicresel efektorlere iletilen mesaj1 tasiyan
G-proteinlerinin (guanine-nucleotide-binding signal transducing proteins) bir veya
daha fazla iiyesini uyarmaktadir. Bu efektorler hiicre biliyiimesi ve farklilagsmasi gibi
hiicresel olaylarin biiyiik bir kismini diizenleyen ikincil mesajcilarim seviyesini

etkiler (Ulloa-Aguirre ve ark., 1999).

FSHR insan graniiloza hiicrelerinin plazma membraninda bulunur, FSH’a
baglandiktan sonra bir cAMP bagimli negatif geri bildirim dongiisti, hiicre ylizeyinde
reseptor ekspresyonunun ‘down- regiilasyon ‘una neden olur. FSHR proteini
graniiloza hiicrelerinde sentezlenir, glikozillenir daha sonra hiicre ylizeyine
gonderilir. FSH’a baglanma ve sinyal transdiiksiyonu reseptoriin farkli 6zellikleridir.
Hormona baglandiktan sonra, FSHR bir G protein ile interaksiyon verir, ko-faktor
guanosil trifosfata (GTP) baglanir ve adenilil siklaz enzimini ikincil mesajc1 olan
siklik AMP (cAMP) sentezlemesi i¢in uyarir. Graniiloza veya Sertoli hiicrelerinde
artan cAMP FSHR’niin aktivitesini belirlemek i¢in kullanilabilir. Bundan sonra
yapisal proteinleri, enzimleri ve transkripsiyon modiilatorlerini fosforilleyecek olan
protein kinaz A (PKA) aktive edilir. cAMP cevap elementleri ailesi (CRE), baglanma
proteinleri (CREB) FSH sinyalinin ikincil efektdrleri olarak 6nemlidir. Graniiloza
hiicrelerinde, FSH intraseliiler Ca™ seviyesini arttirir, bu durum cAMP etkisini

arttirir (Lussiana ve ark., 2008).

cAMP, FSH, LH, koryonik gonadotropin (hCQG), tiroidi stimiile edici hormon
(TSH) icin hiicre i¢i mesajcidir. Tropik hormonun hiicre membran reseptorii ile
birlesmesi membran duvarindaki adenilat siklaz enzimini aktive eder ve hiicre
icindeki adenozin 5’-trifosfatin (ATP) siklik AMP (cAMP)’ye ¢evrimine neden olur.
Uyarinin spesifitesi, hiicre duvarindaki reseptdriin yapist ve fonksiyonundaki
degisiklikler ile degisebilmektedir. Salinan cAMP spesifik olarak sitoplazma
reseptor proteinine baglanir ve cAMP reseptor protein kompleksi protein kinazi
aktive eder. Protein kinaz, 2 diizenleyici alt linite ve 2 katalitik alt {inite igerir ve

inaktif formda bulunur. cAMP nin diizenleyici alt {initelere baglanmasi ile katalitik



23

tiniteleri salmir ve diizenleyici alt liniteler dimer halinde kalir. Katalitik alt {initeler,
enzimler, mitokondriyal ve kromatin proteinleri gibi hiicresel proteinlerin
fosforilasyonunu katalizler. Fizyolojik olaylar bu cAMP-aracili enerji iiretim
olaylarini takip eder. cAMP daha sonra fosfodiesteraz enzimi tarafindan inaktif olan

5’-AMP’ye degrade edilir.

alotif adenilil sildar

ginyal molelailii

Sekil 1.11 cAMP sistemi (Alberts ve ark., 2002)

DNA katalitik alt {initeler tarafindan fosforillenmis proteinlere baglanan ve gen
transkripsiyonunun aktivasyonu ile sonuglanan cevap elementlerini icermektedir.
cAMP cevap elementi (CRE) transkripsiyonun baslama bolgesinin yukar1 bdlgesi
(upstreaminde) gii¢lendirici olarak gorev yapar. Transkripsiyon faktorlerinin biiyiik

bir ailesi CRE ile interaksiyon vererek gen transkripsiyonu i¢in Onemli bir
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diizenleyici Unite olusturur. cAMP, siklik AMP diizenleyici protein baglanma
proteini (CREB) olan spesifik bir transkripsiyon faktoriinii aktive eder. CREB’in
CRE’ ye baglanmas1 bir ¢ok genin transkripsiyonunu aktiflestirir (Speroff ve ark.,
2005). (Sekil 1.11)

Kadin ve erkek iireme sisteminin temelini  hipotalamus-hipofiz-gonodal aks
olusturur. Bu sistemin bozulmasi gonadlarin patofizyolojisini bozarak infertiliteye ve

bazi durumlarda malignansilere neden olabilir (Strauss ve Barbieri, 2006).

1.2.3 FSHR Genetik Varyasyonu ve Infertilite

FSHR’ de 731 tek nukleotid polimorfizmi (TNP) bulunmaktadir. Bunlarin sadece 5
tanesi kodlayan bdlgede (ekzon), digerleri intronlarda bulunmaktadir. TNP’lerden bir
tanesi FSHR mRNA’sinin 29. pozisyonda 5’ translasyon olmayan bélgede bulunur.
Kodlayan bolgedeki 5 TNP (307, 329, 524, 665, 680) ekzon 10°da bulunur.
Bunlardan 4’ non sinonimdir. Ala307Thr (G919A) ve Ser680Asn (G2039A)
polimorfizmlerinin frekansi ve etnik dagilimlar1 iyi tanimlanmis olmasina karsin
Ala665Thr, Arg524Ser ve Thr329Thr polimorfizmlerinin prevalansi hakkinda bilgi

bulunmamaktadir (Gromoll ve Simoni, 2005).

-29. pozisyondaki TNP, c-E- twenty-six (c-ETS) transkripsiyon faktorii i¢in
baglanma bolgesi sunan, GG/AAA konsensus sekansinda bulunmaktadir (Gromoll ve

Simoni, 2005).

Yapilan caligmalarin bir tanesinde -29 A/A homozigot olan hastalarda FSH
seviyesinin diger hastalara gore daha diisiik oldugu goézlenmistir (Wunsch ve ark.,

2005).

Yapilan baska bir calismada -29. pozisyondaki TNP’in FSH reseptor geninin
transkripsiyonel aktivitesi ile ilgili oldugu ve AA genotipinin tedaviye zayif cevap

verme ile iliskili olabilecegi gdsterilmistir (Achrekar ve ark., 2009).
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2010 yilinda yapilan bir g¢aligmada -29 AA genotipinin kontrollerle
karsilastirildiginda primer ve sekonder amenoreli bireylerde goriilme sikligi daha
yiliksek bulunmustur, ayrica primer amenoreli hastalarin serum FSH seviyelerinin
-29.pozisyonda AA genotipine sahip bireylerde daha yiliksek oldugu bulunmustur
(Achrekar ve ark., 2010).

FSH reseptoriiniin kodlayan bolgesinde yapilan mutasyonel arastirmada ekzon 10°da
307. ve 680. pozisyonlarda 2 yaygim polimorfizm oldugu gosterilmistir. Calismalar
ekzon 10’daki polimorfizmlerin reseptdr proteinini ve ilreme tedavisi alan
kadinlarda yumurtaligin FSH indiiksiyonuna duyarhiligini etkiledigini ortaya
koymustur (Wunsch ve ark., 2005).

307. ve 680. aminoasitleri kodlayan kodonlar baglant1 esitsizligi (linkage
disequilibrium) gosterirler, ¢iinkii rekombinasyon sirasinda birbirlerine baglanir ve
rastgele dagilim gostermezler. Bu durum bu pozisyonlarda farkli allelik varyantlar
olusturur. Bu varyantlardan farkli etnik gruplarda en sik goriilenler Ala307/Ser680
ve Thr307/Asn680’dir (Lussiana ve ark., 2008). Ala307-Ser680 diinya genelinde
% 40 oraninda goriilmektedir (Wunsch ve ark., 2007).

Farkli populasyonlarda yapilan caligmalar 680. pozisyondaki Ser/Ser varyantina
sahip bireylerin bazal FSH seviyesinin daha yiiksek oldugunu gdstermektedir
(Sudo ve ark., 2002; Falconer ve ark., 2005; Grebb ve ark.,, 2005;
Simoni ve ark., 2008).

FSH reseptoriiniin, -29A-A919A-A2039A, -29G- A919A-A2039A, -29A-G919G-
G2039G ve -29G- G919G-G2039G olarak 4 yaygin kombinasyonu bulunmaktadir
(Gromoll ve Simoni, 2005).

FSHR gen sekansinda bulunan mutasyonlar FSHR protein yapisindaki
aminoasitlerde onemli degisikliklere yol acabilir. FSHR gen mutasyonlar1 hiicre
ylizeyinde reseptor ekspresyonu, FSH baglanma kabiliyeti ve FSH sinyal

transdiiksiyonu ile iliskili olabilir (Lussiana ve ark., 2008).
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Aittomaki ve arkadaglar1 1995 yilinda FSHR geninin 7. ekzonunda, direncli
yumurtalik sendromundan (Resistant ovarian syndrome) kaynaklanan yumurtalik
yetmezligine neden olan bir mutasyon tanimlamistir. Etkilenmis kadinlar infertildir
ve giiniimiizde infertilitede hormon tedavisinden baska bir tedavi yontemi

bulunmamaktadir (Ghadami ve ark., 2008).

FSHR’nin inaktive edici mutasyonu, proteinin ekstraseliiler ligand baglanma
bolgesinde bulunmustur. Ekzon 7°de bir C566T transisyonu 189. rezidiide Ala’nin

yerine Val‘in gegmesine neden olur (Tapanainen, 1998).

Alal89Val mutasyonuna sahip kadinlarin fenotipi, FSHR’niin kismen inaktif

formlarini eksprese eden kadilardan daha ciddidir (Ranniko ve ark., 2002).

FSHR genindeki Alal89Val mutasyonu homozigot oldugunda kadinlarda follikiiler
olgunlasmanin durmasiyla hipergonadotropik ovaryan yetmezligine ve erkeklerde
spermatogenezin bloke edilmesine neden olur. Val 189 bakimindan homozigot olan
kadinlarda follikiiler olgunlasma bloke olur ve graniiloza hiicreleri apoptoza gider.
Ayrica graniiloza hiicrelerinin aromataz igerigi ihmal edilebilir ve intrafollikiiler
cevrede de Ostrojen seviyesi diisiiktiir. Bu durum follikiiliin erken atreziye gitmesine
neden olur. Bu durumda yumurtalik steroid iiretiminde ekzojen olarak FSH
verilmesinin bir etkisi yoktur ve hCG serum 0Ostrojen konsantrasyonunu arttiramaz.
Mutasyon heterozigot oldugunda iyi korunmus yumurtalik hacmi ile birlikte
sekonder amenoreye neden olur, bu da FSHR aktivitesinin biiyiik dlciide azaldigini

ancak follikiil havuzunun iyi korundugunu gostermektedir (Lussiana ve ark, 2008).

Mutasyon maymun, koyun ve rat FSHR’leri ile karsilastirildiginda oldukca
korunmus bir bolgede bulunmaktadir. Bu da bolgenin fonksiyonel Onemini
gostermektedir. Bu bolge FSHR, LHR ve TSHR’de ayn1 olan bes aminoasitlik bir
sekansa dahildir ve konsensus N-bagl glikolizasyon bolgesi icermektedir. Bolgenin
ii¢ glikoprotein hormon reseptoriinde de yiiksek oranda korunmus olmasi ligand

spesifik ~ tanima  ve  baglanma  bolgesi  olmadigint  gdstermektedir.
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Bu bolge daha ¢ok reseptdriin plazma membranina taginmasinda rol oynamaktadir

(Tapanainen, 1998).

Ala 189, glikoprotein hormon reseptorlerinde 1yi korunmus 5 aminoasitlik bolgenin
(Ala189PheAsnGlyThr)  ilk aminoasitidir. 189. pozisyonda Val bulunmasi
glikolizasyonun etkinligini disliriir ve sonugta hasarli reseptdr gidis gelisine

(trafficking) ve protein katlanmasina neden olur (Themmen ve Huhtainemi , 2000).

Mutant genle transfekte edilmis MSC-1 hiicrelerinin artan FSH ile inkiibasyonundan
sonra cCAMP iiretiminin wt FSHR ile tranfekte edilen hiicrelerden daha diistik oldugu
saptanmistir. Ayrica FSH’1in stimiile ettigi IP3 konsantrasyonu da mutant FSHR’ye
sahip hiicrelerde diisiik seviyede bulunmustur. Mutant reseptoriin FSH baglanma
kinetigi normaldir ¢iinkii Ala 189 Val mutasyonu FSH-FSHR interaksiyonunu
etkileyen bir bolgede bulunmamaktadir ve hormon reseptér kompleks olusumuna
zarar vermez. Alal89Val mutasyonu FSHR nin konformasyonel degisim araciligi ile
FSH baglanmasindan sonra sinyal transdiiksiyonunu etkiler. Mutasyon FSHR’nin
hiicre membran hedeflenmesini ve reseptoriin ikincil mesajc1 sentezini etkiler

(Lussiana ve ark, 2008).

Mutant Ala 189 Val varyant kurucu etkisinden dolay1 kuzey dogu Avrupa’da nadir
degildir (Lussiana ve ark, 2008).

C566T (Alal89Val) inaktive edici mutasyonu Brezilya ve Japon populasyonlarinda
yapilan calismalarda goriilmemistir. Yunan populasyonunda 33 prematiir over
yetmezlik tanist (POF) almis kadin, ovulasyon indiiksiyonuna zayif yanit veren 8
kadin ve 20 kontrolle yapilan caligmada hastalarin ve kontrollerin hi¢ birinde

homozigot veya heterozigot mutasyon saptanmamaistir (Loutradis ve ark, 2006).

Finlandiya, Isvigre, Danimarka ve Singapur’un Cin populasyonlarmda yapilan

calismada Finlandiya’da C566T mutasyonunun goriilme frekanst 90,96 iken,



28

Isvigre‘de sadece 1 tane mutasyon tasiyicisi saptanmis, diger iki populasyonda ise

mutasyon saptanmamistir (Jiang ve ark, 1998).

189. pozisyonda Val bulunmasi glikozilasyonun etkinligini diisiiriir ve sonugta
hasarli reseptor trafigine (reseptoriin plazma membranina taginamamasi) ve yanlig
protein katlanmasma neden olur (Themmen ve Huhtainemi, 2000). Bu mutasyonun
homozigot oldugu durumlarda kadinlarda folikiiler olgunlasmanin durmasiyla
hipergonadotropik ovaryan yetmezlik meydana gelirken, erkeklerde spermatogenezin

bloke edildigi gosterilmistir (Lussiana ve ark., 2008).

Calismalar spermatogenetik bozukluklarda, FSHR geninin ii¢ bolgeyi kapsayan tek
niikleotid polimorfizmlerinin (-29. pozisyon ile ekzon 10’daki 307 ve 680.
pozisyondaki polimorfizmler) birgok genetik faktérden biri olabilecegini
gostermektedir ancak bu ii¢ tek niikleotid polimorfizminin yumurtalik fonksiyonu

iizerine birlikte olan etkisi arastirilmamistir.

Bu tez calismasinda kadinlarda normal iireme fonksiyonu i¢in gerekli olan FSH
hormonunun reseptdor geninde meydana gelen G919A (Ala307Thr), G2039A
(Ser680Asn) , G29A tek niikleotid degisimlerinin ve C566T (Alal89Val) inaktive

edici mutasyonunun kadin fertilitesi ile iliskisinin arastirilmas1 amag¢lanmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Cahisma Grubu

Bu caligma kapsaminda 50 primer infertil kadin hasta ve 50 saglikli fertil kadin

olmak tizere 100 Ornek incelendi.

Calismaya Ankara Universitesi Kadm Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali’ndan,
Ureme Saghgi, Teshis, Tedavi, Egitim, Arastrma ve Uygulama Merkezi
(USAUM)’dan infertilite teshisi almis 50 kadm hasta ve Ankara Universitesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali ve Ureme Sagligi, Teshis, Tedavi, Egitim,
Arastirma ve Uygulama Merkezine (USAUM) basvuran saglikli birbirleri ile akraba
olmayan, her hangi bir hastaligi olmadig: bilinen ve ilki istemelerini takiben 1 yil
icerisinde olmak iizere dogal yolla en az 1 ¢ocuk sahibi oldugu tespit edilen 50
goniillii saglikli kadin fertil kontrol birey katildi. Infertilite tanisi; ¢iftlerin 1 yildan
fazla siireyle ¢ocuk sahibi olmay1 istemeleri, diizenli bir cinsel yasama sahip
olmalarna ragmen bunu basaramadiklar1 durumda konuldu. Erkeklerin yapilan
muayenelerinde sperm parametreleri 20 milyon/ml’'nin {izerinde, motilitesi
a > %25 veya atb> %50 ve normal morfoloji % 4-14 olan, eslerden erkege ait bir
neden saptanmayan kadm hastalar c¢alismaya dahil edildi. Kadin hastalarin
infertiliteye neden olabilecek diizeltilebilir hastaliklar1 (endometriozis, tubal
tikaniklik, yapisiklik) bulunmadigina dikkat edildi. 2-5. giinlerdeki bazal hormon

degerleri kadin dogum uzmani tarafindan degerlendirildi.

Calismamiza katilan bireylerden kan 6rnekleri alinmadan 6nce ¢aligmanin amaci ve
yontemi hakkinda bilgi verildi. Goniillii katilimc1 olmalar1 halinde, kendi iradeleriyle
bu calismaya katildiklarin1 gosteren bir bilgilendirilmis onam formu imzalatildi

(Ek- 1, Ek-2).



2.2. Polimorfik Ozelliklerin Belirlenmesi
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2.2.1. Cahismada Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Soliisyonlar

2.2.1.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Periferik kandan DNA izolasyonu i¢in kullanilan reaktif maddeler ¢izelge 2.1.’de

gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Periferik kandan DNA izolasyonu i¢in kullanilan reaktif maddeler.

Lizis tampon (pH:8,2) | Tris-HCI (Sigma) 10mM
NaCl (Merck) 400mM
Na,EDTA(Merck) 2mM

%10 SDS Sodyum Dodesil Siilfat (Merck) | 10gr/100ml

Proteinaz K (Amresco) 100mg/ml

Sature Amonyum (Merck) oM

Asetat

Tris-EDTA tampon Tris-HCI 10mM

(TE) NaEDTA 2mM

(pH=7,5)

2.2.1.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile DNA amplifikasonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in kullanilan reaktif maddeler ¢izelge 2.2.°de

gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in kullanilan reaktif maddeler

Taq DNA polimeraz tampon (10X)
(Fermantas)

10mM KCI, 10mM (NH4),SO4,
20mM Tris-HCI, 2mM MgSOs,
%0,1 Triton X-100, pH §,8.

MgCl, (Fermentas) 25mM
Taq DNA polimeraz (Vivantis) 5U/ul
dNTP karisimi (Vivantis) 10mM

10mM Tris-HCL, 1mM EDTA (pH:7,5)
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2.2.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda kullanilan primer diziler

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primerler ¢izelge 2.3.’te gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primerler

Mutasyon/ | Primer Dizisi Primer
Polimorfizm| Dizisi
-29. Bolge | F| ATCCCTTGGTGGGTCACAT 418

R| ATTCAGGACTTCGGTCAA

Ser 680Asn | F| TTTGTGGTCATCTGTGGCTGC 520

R| CAAAGGCAAGACTGAATTATCATT

Ala307Thr | F| CAAATCTATTTTAAGGCAAGAAGTTGATTATATGACTCAG 364

R| GTAGATTCCAATGCAGAGATCA

Alal89Val | F| GGCCTTTTATTTCAGATGGCTG 114

R| TGGCCTTGAAGAATAGTCAGG

2.2.1.4. Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmlerinde kullanilan enzimler

-29. Bolge i¢in Mbo II Restriksiyon enzimi (Fermentas)
Ser680Asn i¢in Bsell Restriksiyon enzimi (Fermentas)
Ala307Thr i¢in Bse21I Restriksiyon enzimi (Fermentas)
Alal89Val i¢in Pctl Restriksiyon enzimi (Fermentas)

2.2.1.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Applichem,standart)

Tris-Borik Asit EDTA tampon (TBE) : Tris baz (Ambresco)

(pH:7,5) Borik asit (Ambresco)
NaEDTA (Merck)
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Yiikleme Tamponu : 1XTBE tampon 100ml
Gliserol (Merck)
Fenol Blue (Mavi)

Etidyum Bromiir : 10mg/ml

Molekiiler Agirlik Belirleyicisi : Fluorescent 50 bp DNA Ladder

50bp-500bp (Jena Bioscience)
500, 450, 400, 350, 300, 250,
200,150,100, 50 baz g¢ifti.

2.2.2. DNA izolasyonu ve Kantitasyonu

Calismamiza katilan goniilli bireylerden alman 5ml periferik kandan DNA izole
edildi. DNA izolasyonu asagida belitrtilen standart fenol-kloroform yOntemiyle
yapildi (Sambrook ve ark.,1982).

e 2x10° hiicre 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatan uzaklastirildiktan
sonra pelet 2 kez PBS ile yikand1.

e 300ul lizis solisyonu (5SmM EDTA, 10mM Tris-HCI , pH=8,0, 100mM NaCl,
%0,5 SDS (Sodium dodecyl sulfate), 0,5 mg/ml Proteinaz-K) ile yeniden siispanse
edildi.

e Vortekslenen karisim bir gece 37°C’de etiivde inkiibe edildi.

e Ertesi giin soliisyon iizerine esit hacimde doymus fenol eklenip karistirildiktan
sonra 1500 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatan temiz bir tiipe alinip {lizerine esit hacimde kloroform:izoamil alkol
karigimi (24:1) eklendi ve karigtir1ldi.

e 1500 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi ve siipernatan temiz bir tiipe aktarildi.

e Soliisyon iizerine esit hacimde saf etanol ilave edildi ve yavasga karistirilarak
DNA'nin presipite olmasi beklendi. Presipite olan DNA mikropipet ile 1.5 ml’lik
mikrofiij tlipline aktarildi.

e Bir kez saf etanol, bir kez de %70 etanol ile 10 dakika 13000 rpm’de santrifiij

edildi, stipernatan atilir ve DNA kurumaya birakild1.



33

e Kurutulan DNA, 10mM Tris pH=7,5, | mM EDTA eklenerek yeniden siispanse
edildi.

e Elde edilen DNA’ nin miktar ve safliginin saptanabilmesi i¢in spektrofotometrik
Ol¢lim asagidaki gibi yapildi.

e (ozilmis DNA Orneginden 20 pl alinip quartz tiip i¢inde dH,O ile hacmi 2
ml’ye tamamlandi, iyice karistirildi.

e Spektrofotometrede OD260 ve OD280 degerleri olciilir. OD260 ve OD280
degerlerinin orani hesaplanarak DNA’ nin safli1 belirlendi. 260:280 orant DNA’nin
safliginin hesaplanmasinda alinan temel kriterdir.

e Asagidaki formiil kullanilarak elde edilen DNA’nin konsantrasyonu belirlendi.

Konsantrasyon (pg/pl) = OD260 x 0.05 x 100 (sulandirma katsayis1)

2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

FSH hormonunun reseptoriiniin A919G (Thr307Ala), G2039A (Ser680Asn), G29A
ve C566T (Alal89Val) allellerinin tespiti icin, ilgili gen bdlgesi polimeraz zincir
reaksiyonuyla ¢ogaltildi. Bu islem i¢in Ongoriilen primer dizileri yukarida
belirtilmistir. Bu polimorfik varyantlar i¢in olusturulan PCR sartlar1 ¢izelge 2.4,

cizelge 2.5, cizelge 2.6 ve cizelge 2.7°de gosterilmistir.

Cizelge 2.4. G29A aleli i¢in PCR sartlar1

Reaksiyon karisinm G29A

Genomik DNA 100 ng Reaksiyon Donglisii;
Primerler(10pmol/pl) 0,5ul 1-95°C 10' denatiirasyon
dNTP(2,5mM) 2,5ul 2-94°C 45"

MgCl, (25mM) 3ul 3-57°C 45"

Tag DNA polimeraz | 0,2 pl 4-72°C 1'

(SU/ pl) 5-72°C 5'

Tampon(-MgCl, 10X) | 2,5ul 2. ve 4. degerler arasinda 39 dongii
Toplam Hacim 25 ul




Cizelge 2.5. Ala307Thr aleli i¢in PCR sartlar1
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Reaksiyon karisinm Ala 307 Thr
Genomik DNA 100 ng
Primerler(10pmol/pl) 0,5ul
dNTP(2,5mM) 2,5ul
MgCl, (25mM) 3ul

Taq DNA polimeraz | 0,3 pl

(5U/ pul)

Tampon(-MgClL, 10X) | 4ul

Toplam Hacim 50

Reaksiyon Donglisii;
1-95°C 8' denatiirasyon
2-94°C 45"

3-53°C 45"

4-72°C 1’

5-72°C 10'

2. ve 4. degerler arasinda 39 dongii

Cizelge 2.6. Ser680Asn alelleri i¢in PCR sartlar1

Reaksiyon Ser 680 Asn
karisim
Genomik DNA 100 ng
Primerler(10pmol/pl) Tul
dNTP(2,5mM) 2ul
MgCl, (25mM) 3ul
Taq DNA polimeraz | 0,3 pl
(5U/ ul)
Tampon(-MgClL, 10X) | 4ul
Toplam Hacim 50 ul

Reaksiyon Donglisii;
1-95°C 10' denatiirasyon
2-94°C 1

3-61°C I

4-72°C 1'

5-72°C 10'

2. ve 4. degerler arasinda 37 dongii




35

Cizelge 2.7. Ala189Val alelleri i¢cin PCR sartlar1

Reaksiyon karisinm Alal89Val

Genomik DNA 100 ng Reaksiyon Donglisii;
Primerler(10pmol/ul) 0,5ul 1-95°C 5' denatiirasyon
dNTP(2,5mM) 2,5ul 2-94°C 1

MgCl, (25mM) 2ul 3-62°C I

Taqg DNA polimeraz | 0,2 pl 4-72°C 45"

(5U/ pul) 5-72°C 10'

Tampon(-MgCl, 10X) | 2,5ul 2. ve 4. degerler arasinda 37
Toplam Hacim 25 ul dongii

2.2.4. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde edilen lriinlerin polimorfik varyant
tastyiciligr “Restriksiyon Enzimleri Uzunluk Polimorfizmleri” yontemi kullanilarak
arastirildi. G29A alleli arastirmasinda kullanilan Mbo II enzimi ile PCR firiiniinde
mutant alel var ise enzim kesimi ger¢ceklesmemektedir. Ala307Thr aleli
arastirmasinda kullanilan Bse2 11 enzimi ile PCR iirlinlinde mutant alel yok ise enzim
kesimi gerceklesmektedir. Ser680Asn arastirmasinda kullanilan Bsell enzimi ile
PCR iirlintinde mutant alel yok ise enzim kesimi ger¢eklesmektedir. Alal89Val aleli
icin yapilan arastirmada Pctl enzimi ile belirtilen bolgede mutant alel yok ise, PCR

uriini enzim tarafindan kesilmektedir.

PCR iiriinleri kesiminde G29A aleli i¢cin Mbo II, Ala307Thr aleli i¢in Bse2l1l,
Ser680Asn aleli i¢in Bsell ve Alal89Val aleli icin Pctl restriksiyon enzimleri
kullanildi. G29A, Thr307Ala, Ser680Asn ve Alal89Val varyantlar1 i¢in kullanilan
RFLP sartlar1 ¢izelge 2.8, ¢izelge 2.9, cizelge 2.10 ve ¢izelge 2.11°de belirtilmistir.



Cizelge 2.8. G29A aleli i¢cin RFLP sartlar1

Reaksiyon G29A aleli
karisimi1

Mboll 5U

Enzim Sul
Tamponu

dH20 31,7ul
PCR f{iriinii 12ul
Toplam Hacim | 50 pl

Reaksiyon sartlar1

37°C 16 saat

Cizelge 2.9. Ala307Thr aleli i¢in RFLP sartlar1

Reaksiyon Ala307Thr
karisimi aleli

Bse21 1 30U
Enzim Sul
Tamponu

dH20 32,86ul
PCR f{iriinii 12ul
Toplam Hacim | 50 pl

Reaksiyon sartlar1

37°C 16 saat

Cizelge 2.10. Ser680Asn aleli i¢cin RFLP sartlar1

Reaksiyon Ser680Asn
karisimi aleli

Bsell 20U
Enzim Sul
Tamponu

dH20 39ul

PCR f{iriinii Sul
Toplam Hacim | 50 pl

Reaksiyon sartlar1

65°C 16 saat

36
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Cizelge 2.11. Ala189Val aleli i¢in RFLP sartlar1

Reaksiyon Alal89Val

karisimi1 aleli

Pct 1 30U

Enzim Sul Reaksiyon sartlar1
Tamponu 37°C 16 saat
dH20 34,8ul

PCR iiriinii 10ul

Toplam Hacim | 50 pl

Kesim {irtinler1 %2’°lik agaroz jelde [2gr Agaroz, 100cc 1XTBE (Tris Borik Asit
EDTA), 3.5ul Etidyum bromiir] yiiriitiilerek, elde edilen fragmanlarm biiytikliigiine
gore hastanin genotipi belirlendi. Alel tiplerinin belirlenmesinde kullanilacak

fragmanlarin biiyiikliigii Cizelge 2.12’de belirtilmistir.



Cizelge 2.12. FSHR alellerinin RFLP modelleri ve genotipler

38

Fragman
Kesim noktasi )
Polimorfizm/Mutasyon Durum ) bliytikligi Genotip
(nukleotit) N
(baz ¢ifti)
Homozigot
normal 5’...GAAGA(N)s...3* [296,122 GG
-29 G/A Heterozigot |3’...CTTCT(N);...5’ 418,296,122 | GA
Homozigot 418 AA
mutant
Homozigot
normal 328,36 GG
Ala307Thr; 919 G>A
Heterozigot |5°...CCTNAGG...3 364,328,36 GA
Homozigot |3’...GGANTCC...5’ 364 AA
mutant
Homozigot
normal 413,107 GG
Ser680Asn; 2039 G>A Heterozigot |5°...ACTGGNN...3’ 520,413,107 |GA
Homozigot |3’...TGACCNN...5’ 520 AA
mutant
Homozigot
normal 58, 56 CcC
) 5’..GAATGCNN...3’
Alal89Val; 566 C>T Heterozigot 104, 58, 56 CT
3’...CTTACGNN...5’
Homozigot 104 TT
mutant

2.2.5. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Isatistiksel Analiz
Infertil grup ile kontrol grubu arasinda FSHR polimorfizmleri bakimindan yapilan
karsilagtirmada Ki-kare (xz) testi kullanilmistir. Hormon degerleri ve genotipler

arasindaki iliski Kruskal Wallis testi ile saptanmustir.



Bu c¢alisma kapsaminda 50 primer infertil kadin hasta ve 50 saglikli kadin birey

3.BULGULAR

olmak tizere 100 Ornek incelendi.

Calismaya dahil edilen primer infertil bireylerin 6zellikleri asagida verilmistir.

Calsmaya katillan hasta bireylerin yaglar1 21-41 arasinda evlilik siireleri 1-18 yil

arasinda degismekte idi. ( Cizelge 3.1)

Cizelge 3.1 Hasta grubunun yas ve evlilik stireleri

Hasta grubu

Ortalama £+ SS

Ortanca (Min-Maks)

Yas

289+52

28.5 (21 - 41)

Evlilik stiresi

5.5+£3.9

4(1-18)

Hasta bireylerin %64t 20-30, %34°t 31-40, %2’si 41-50 yaslar1 arasindadir.

(Sekil 3.1)

70+
60-
50+
401
301
201

10

NN NN NN

20-30

31-40 41-

Sekil 3.1 Hasta grubunun yas dagilim ytizdeleri

50
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Calismaya katilan hasta bireylerin FSH degerleri 3.17-32 IU/ml, LH degerleri 1.39-
19 1U/ml, viicut Kitle Indeksi degerleri 18.6 — 33.5 degerleri arasindadur.
(Cizelge 3.2)

Cizelge 3.2. Hasta grubunun hormon degerleri ve viicut kitle indeksi

Hasta grubu
Ortalama + SS Ortanca (Min-Maks)
FSH 9+6.2 6.7 (3.17 - 32)
LH 59+3.7 4.7 (1.39 - 19)
Viicut Kitle Indeksi 249+3.9 24.6 (18.6 —33.5)

3.1. -29G/A Polimorfizmi

Calismamiza katilan 50 infertil ve 50 fertil olmak iizere 100 kadin bireye ait
DNA’ lar -29G/A polimorfizmi acisindan ¢alisildi.

Tespit edilen genotipler ve gdzlenme sikliklar1 Cizelge 3.3.’te verilmektedir.

Cizelge 3.3.. -29G/A Polimortfizmi i¢in tespit edilen genotipler

-29 G/A TOPLAM
GG | GA | AA
Grup Hasta 18 |27 |5 50
Kontrol 20 |26 |4 50
Toplam 38 153 |9 100
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Calismamizin sonuglarina gore hasta bireylerde %36 GG, %54 GA, %10 AA,
kontrol bireylerde ise % 40 GG, % 52 GA ve % 8 AA genotipleri saptandi. (Sekil
3.2)

OHasta
H Kontrol

Sekil 3.2. -29G/A Polimorfizmi i¢in tespit edilen genotiplerin yiizdelik dagilimi

Tespit edilen aleller ve gozlenme sikliklar1 Cizelge 3.4.’de verilmektedir.

Cizelge 3.4. -29G/A Polimortizmi i¢in tespit edilen aleller

G A Toplam
Hasta 63 37 100
Kontrol 66 34 100

Hasta ve kontrol grubunda -29.bolge genotiplerinin dagilimlar1 arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. ( p= 0,889, P >0,05)

-29G/A polimorfizm genotipi ve bazal hormon degerleri arasindaki iliski Cizelge

3.5’te verildi.
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Cizelge 3.5. -29G/A polimorfizm genotipi ve hormon degerleri

GG GA AA
Ort+=SS Ortanca Ort =SS Ortanca Ort=SS Ortanca
(Min- (Min-Max) (Min-
Max) Max)
FSH 6.9 (3.17- 6.4 (4.05-
9.846.7 8.94+6.5 6.7 (3.8-32) 6,4+1,8
(IU/ml) 24.8) 9.23)
LH 4.9 (3.53- 4.1 (1.39- 4.5 (3.14-
6.34+3.7 5,83+£3.8 4.8+1,9
(IU/ml) 17.8) 19) 7.02)

-29G/A  polimorfizmi genotipine goére FSH (p=0.663, p>0.05) ve LH
(p=0.592 , p>0.05) degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

-29G/A polimorfizmi i¢in tespit edilen alellerin jel goriintlisii Sekil 3.3’te verildi.
G29A alleli i¢in kullanilan Mbo II enzimi ile PCR iiriiniinde mutant alel var ise

enzim kesimi gergeklesmemektedir.

— | 418

400

296

300

Sekil 3.3. -29G/A polimorfizmi igin tespit edilen alellerin %2 lik agaroz jel goriintiisii 1: Per Uriinii
(418 bg) 2: GA (418/296 bg) 3:GG (296bg) 4: AA (418 be)
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3.2. Ala307Thr Polimorfizmi

Calismamizda katilan 50 infertil ve 50 fertil olmak iizere 100 kadin bireye ait
DNA’lar Ala307Thr polimorfizmi agisindan ¢alisild.

Tespit edilen genotipler ve gdzlenme sikliklart Sekil 3.6°da verilmektedir.

Cizelge 3.6. 307G/A Polimorfizmi i¢in tespit edilen genotipler

307 G/A TOPLAM
GG | GA | AA
Grup Hasta 18 24 8 50
Kontrol 16 26 8 50
Toplam 34 50 16 | 100

Calismamizin sonuclarma gore 307. pozisyonda hasta bireylerde %36 GG, %48 GA
ve %16 AA, kontrol bireylerde %32 GG, %52 GA ve % 16 AA genotipi
saptandi.(Sekil 3.4.)

60

501

401

301 O Hasta
H Kontrol

207

107

GG GA AA

Sekil 3.4. 307G/A Polimorfizmi i¢in tespit edilen genotiplerin yiizdelik dagilimi
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Tespit edilen aleller ve gozlenme sikliklar1 Cizelge 3.7.’de verilmektedir.

Cizelge 3.7.. 307 G/A Polimorfizmi i¢in tespit edilen aleller

G A Toplam
Hasta 60 40 100
Kontrol 58 42 100

Hasta ve kontrol grubunda 307. pozisyonda genotiplerinin dagilimlar1 arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi ( p= 0, 906, p >0,05 ).

Ala307Thr polimorfizm genotipi ve bazal hormon degerleri arasindaki iliski Cizelge

3.8.’de verildi.

Cizelge 3.8. Ala307Thr polimorfizm genotipi ve hormon degerleri

GG GA AA
Ort = Ortanca Ort+=SS Ortanca Ort=SS Ortanca
SS (Min- (Min- (Min-
Max) Max) Max)
FSH
6.9 (4.95- 6.6 (3.17-
(IU/ml) 7.843.2 10.4+£7.83 7 (3.8-32) 7.5+£5.7
18,015) 21.32)
5.9 (3.53- 4 (1.39- 4.1 (3.14-
6.7+£3.7 5,94+4.1 4.8+1,3
(TU/ml) 17.8) 19) 7.02)

Ala307Thr polimorfizmi genotipine goére FSH (p=0,360, p>0.05) ve LH
(p=0.316, p>0.05) degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmada.

Ala307Thr polimorfizmi igin tespit edilen alellerin jel goriintiisii Sekil 3.5°te
verilmistir. Ala307Thr aleli i¢in kullanilan Bse211 enzimi ile PCR {iriinlinde mutant

alel yok ise enzim kesimi ger¢eklesmektedir.
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Sekil 3.5. Ala307Thr polimorfizmi igin tespit edilen alellerin % 2’ lik agaroz jel
goriintiisii 1: Per Uriinii ( 364 bg ) 2: T/A (364/328 bg) 3: TT (364 bg ) 4: AA (328 bg)

3.3. Ser680Asn Polimorfizmi

Calismamizda katilan 50 infertil ve 50 fertil olmak tizere 100 kadin bireye ait

DNA’ lar  Ser 680 Asn polimorfizmi agisindan ¢alisildi.

Tespit edilen genotipler ve gozlenme sikliklari Cizelge 3.9°da verilmektedir.

Cizelge 3.9. 680 G/A Polimorfizmi i¢in tespit edilen genotipler

680 G/A TOPLAM
GG | GA | AA
Grup Hasta 14 |26 |10 |50
Kontrol 13 128 |9 50
Toplam 27 |54 |19 [100
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Calismamizin sonuclarina gore 680.pozisyonda hasta bireylerde %28 GG, %52 GA,
%20 AA, kontrol bireylerde %26 GG, %56 GA, %18 AA genotipi saptandi.
(Sekil 3.6)

60+

50

40-

30- O Hasta
H Kontrol

GG GA AA

Sekil 3.6. 680G/A Polimorfizmi i¢in tespit edilen genotiplerin yiizdelik dagilimi

Tespit edilen aleller ve gozlenme sikliklar1 ¢izelge 3.10°da verilmektedir.

Cizelge 3.10. 680 G/A Polimorfizmi i¢in tespit edilen aleller

G A Toplam
Hasta 54 46 100
Kontrol 54 46 100

Hasta ve kontrol grubunda 680.pozisyonda genotiplerinin dagilimlar1 arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. ( p=0, 921, p >0,05)

Ser680Asn polimorfizm genotipi ve bazal hormon degerleri arasindaki iliski Cizelge

3.11°de verildi.
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Cizelge 3.11. Ser680Asn polimorfizm genotipi ve hormon degerleri

GG GA AA
Ort+ Ortanca Ort =SS Ortanca Or t= Ortanca
SS (Min- (Min- SS (Min-
Max) Max) Max)
7.5 (4.98- 6.5 (3.8- 6.6 (3.17-
FSH 8.4+4 10£7.6 7.345.1
21.35) 32) 21.32)
(IU/ml)
6.4 (3.53- 4 (1.39- 4.1 (3.14-
LH 7.5+4.2 5.6+3.9 4.6+1,1
17.8) 19) 7.02)
(IU/ml)

Ser680Asn polimorfizmi genotipine gore FSH (p=0,260, p>0.05) ve LH (p=0.155,

p>0.05) degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmada.

Ser680Asn polimorfizmi igin tespit edilen alellerin jel goriintiisii Sekil 3.7°de
verilmistir. Ser680Asn aleli i¢in kullanilan Bsell enzimi ile PCR iiriiniinde mutant

alel yok ise enzim kesimi gerceklesmektedir.

500 520

413

400

Sekil 3.7. Ser680Asn polimorfizmi i¢in tespit edilen alellerin % 2’ lik agaroz jel goriintiisii.
1:Pcr Uriinii (520bg) 2: NN (520bg) 3: SS (413bg) 4:NS (520/413)



48

3.4. Ala 189 Val mutasyonu

Hasta ve kontrol grubunda 189. pozisyonda mutasyon tespit edilmedi.(Cizelge 3.12)

Cizelge 3.12. 189 C/T Mutasyonu i¢in tespit edilen aleller

189 C/T TOPLAM
CC
Grup Hasta 50 50
Kontrol 50 50
Toplam 100 100

Alal89Val mutasyonu i¢in tespit edilen alellin jel goriintiisii Sekil 3.8’de verilmistir.
Alal89Val aleli igin yapilan arastirmada Pctl enzimi ile belirtilen bolgede mutant

alel yok ise, PCR {iriinii enzim tarafindan kesilmektedir.

100 114

——» 58/56

Sekil 3.8. Alal89Val mutasyonu i¢in tespit edilen alellin % 2’ lik agaroz jel gortintiisii 1:
Per Uriinii ( 114 bg ) 2: A/A (56/58 bg)
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3.5. Haplotip Analizi

Calismaya katilan 50 primer infertil, 50 fertil konrole ait FSH Reseptor G919A-
G2039A haplotiplerinin analizleri ¢izelge 3.13’te gosterilmistir.

Sonuglarimiza gére G919A-G2039A/G919A-G2039A (GA-GA) genotipi hem hasta
(%42) hem de kontrol (%48) bireyler arasinda en sik rastlanan genotip olarak
bulundu. G919-G2039/G919-G2039 (GG-GG) genotip her iki grupta 2. en sik

rastlanan genotiptir ve her iki grupta da esit oranda (%?24) saptandi.

Cizelge 3.13. FSH Reseptor G919A-G2039A Haplotiplerinin Hasta ve Kontrol
Bireyler Arasindaki Dagilim Sikliklar

Frekans | Yiizde
Hasta G919G-G2039G 12 24
G919G-G2039A 2 10
G919G-A2039A 1 2
G919A-G2039G 2 4
G919A-G2039A 21 42
G919A-A2039A 1 2
A919A-A2039A 8 16
Toplam 50 100
Kontrol | G919G-G2039G 12 24
G919G-G2039A 3 6
G919G-A2039A 1 2
G919A-G2039G 1 2
G919A-G2039A 24 48
G919A-A2039A 1 2
A919A-G2039A 1 2
A919A-A2039A 7 14
Toplam 50 100
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Calismaya katilan 50 primer infertil, 50 fertil konrole ait FSH Reseptor
-29G/A-G919A-G2039A haplotiplerinin analizleri Cizelge 3.14’te gosterilmistir.

-29GG-G919A-G2039A haplotipi hasta bireylerde %4, kontrol bireylerde %20

oraninda saptandu.

Cizelge 3.14. FSH Reseptor -29G/A-G919A-G2039A Haplotiplerinin Hasta
ve Kontrol Bireyler Arasindaki Dagilim Sikliklar

Frekans Yiizde
Hasta -29GG-G919G-G2039G 7 14
-29GA-G919G-G2039G 5 10
-29GG-G919G-G2039A 3 6
-29GA-G919G-G2039A 1 2
-29AA-G919G-G2039A 1 2
-29GA-G919G-A2039A 1 2
-29GG-GY919A-G2039G 1 2
-29GA-GI919A-G2039G 1 2
-29GG-G919A-G2039A 2 4
-29GA-G919A-G2039A 17 34
-29AA-G919A-G2039G 2 4
-29GG-G919A-A2039A 1 2
-29GG-A919A-A2039A 4 8
-29GA-A919A-A2039A 2 4
-29AA-A919A-A2039A 2 4
Toplam 50 100
Kontrol | -29GG-G919G-G2039G 5 10
-29GA-G919G-G2039G 7 14
-29GG-G919G-G2039A 2 4
-29AA-G919G-G2039A 1 2
-29GG-G919G-A2039A 1 2
-29GA-GI919A-G2039G 1 2
-29GG-G919A-G2039A 10 20
-29GA-G919A-G2039A 11 22




-29AA-G919A-G2039A
-29GA-G919A-A2039A
-29GA-A919A-G2039A
-29GG-A919A-A2039A
-29GA-A919A- A2039A
Toplam

50

AN “ N \S B e

100
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-29G-G919A-G2039A haplotipinin diger haplotiplere gore frekans1 Cizelge 3.15°te

gosterilmistir.

Cizelge 3.15. -29GG-G919A-G2039A haplotipinin frekansi

-29 GG-G919A-G2039A Diger
Kontrol 10 40 50
Hasta 2 48 50

-29G-G919A-G2039A haplotipinin frekansi hasta bireylere gére kontrol bireylerde

anlamli diizeyde ( p=0.014 ) daha yiiksek bulundu.
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4. TARTISMA

Kadinlarda normal reprodiiktif fonksiyon icin gerekli diizenli ovulatuar sikluslar,
hipotalamus, hipofiz ve overden gelen uyaric1 ve inhibe edici sinyallerin diizenli
gerceklesmesi ile saglanir (Strauss ve Barbieri, 2006). Ureme fonksiyonu,
gonadlarda steroid sentezi ve gametogenezi diizenleyen hipofiz kaynakli
gonadotropinler, FSH ve LH ve bu iki hormonun ¢esitli sekillerde regiile edilmesi
ile kontrol edilir (Biikiilmez ve Arici, 1996). FSHR’ii reprodiitif dokularda eksprese
edilir ve hipofiz bezinden salman FSH’a cevap olarak reprodiiktif aktiviteyi kontrol
eder. Kadmlarda FSHR’ii gelisen folikiiliin graniiloza hiicrelerinde bulunur ve FSH’a
cevap olarak graniiloza hiicrelerinin boliinmesini arttirir ve folikiiler steroid

hormonlar1 iiretmesi i¢in stimiile eder. (Chedrese, 2009).

Kadin ve erkek {ireme sisteminin temelini hipotalamus-hipofiz-gonodal aks
olusturur. Bu sistemin bozulmasi gonadlarin patofizyolojisini bozarak infertiliteye ve

bazi durumlarda malignansilere neden olabilir (Strauss ve Barbieri, 2006).

FSHR’de 731 TNP bulunmaktadir. Bunlarin sadece 5 tanesi kodlayan bolgede
(ekzon), digerleri intronlarda bulunmaktadir. TNP’lerden bir tanesi FSHR
mRNA’smin 29. pozisyonunda 5’ translasyon olmayan bdlgede bulunur. Kodlayan
bolgedeki TNP’ler (307, 680) ekzon 10’da bulunur. Ala307Thr (G919A) ve
Ser680Asn (G2039A) polimorfizmlerinin frekans1 ve etnik dagilimlart 1yi
tanimlanmistir (Gromoll ve Simoni, 2005). FSHR’nin inaktive edici mutasyonu,
proteinin ekstraseliiler ligand baglanma bélgesinde bulunmustur. Ekzon 7° de bir
C566T transisyonu 189. rezidiide Ala’ nin Val’ne yer degistirmesine neden olur

(Tapanainen, 1998).

Bizim calismamizda -29, Ala307Thr ve Ser680Asn polimorfizmlerinin ve C566T
mutasyonunun genotiplerinin dagilimlar1 50 primer infertil kadin hasta ve 50 fertil

saglikli kontrol bireyde arastirildi.



53

4.1. -29 Polimorfizmi

Calismamizin sonuglarina gore hasta bireylerde %36 GG, %54 GA, %10 AA,
kontrol bireylerde ise % 40 GG, % 52 GA ve % 8 AA genotipleri saptandi. Hasta ve
kontrol grubunda -29.bdlge genotiplerinin dagilimlari arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (p= 0,889, P >0,05).

Kontrollii ovaryan stimiilasyon tedavisi goren 202 Alman, 55 Endonezyali kadmnla
yapilan bir calismada, Alman kadinlar arasinda -29.pozisyondaki genotip sikliklar1
G/G (%55.4), G/A (9%37.6), ve A/A (%6.9) iken Endonezyali kadinlarda G/G
(%29), G/A (% 49), ve A/A (%22) olarak saptanmistir. Bizim ¢aligmamizla uyumlu
olarak bu ¢aligmada da -29.pozisyondaki TNP ile basal FSH seviyeleri arasinda bir

korelasyon bulunmamistir (Wunsch ve ark., 2005).

Erkek faktér veya tubal faktdr nedeniyle iiremeye yardimci teknikler (UYT) ile
tedavi goren Hintli 50 normogonadotropik ovulatuar kadin ve 100 saglikli fertil
kontrol kadinin katildig1 ¢calismada GA genotipi her iki grupta da sik goriiliirken,
GG genotipi kontrol bireylerde %5, infertil bireylerde %32 oraninda, AA genotipi
kontrol bireylerde %1, infertil bireylerde %14 oraninda saptanmistir (Acherekar ve
ark., 2009). GA genotipi bizim calismamizda da her iki grupta sik goriilmesine
ragmen GG ve AA genotiplerinin dagilimi iki calisma arasinda farklilik
gostermektedir. Her iki calismada da bazal FSH ve LH konsantrasyonlar1 gruplar

arasinda anlamli bir farklilik gostermemektedir.

Acherekar ve arkadaslarmin primer ve sekonder amenoreli 86 kadin ve 100 kontrol
bireylerle yaptig1 bir calismada -29. Pozisyonda AA genotipi amenoreik kadinlarda
kontrol bireylere gore daha yiiksek prevalansa sahiptir. Ayrica AA genotipine sahip
primer amenoreli bireylerin serum FSH degerlerinin daha yiliksek oldugu
gozlenmistir (Acherekar ve ark., 2010). Bizim ¢alismamizda GG genotipine sahip
hasta bireylerin FSH seviyeleri 6.9 IU/ml, GA genotipine sahip hasta bireylerin FSH
seviyeleri 6.7 IU/ml ve AA genotipine sahip hasta bireylerin FSH seviyeleri 6.4

[U/ml’tiir. Sonuglarimiza gore -29G/A polimorfizmi genotipine gére FSH degerleri
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arasinda anlaml bir fark bulunmadi.( p=0.663, p>0.05 ). -29G/A polimorfizmi Tiirk
populasyonundaki kadilarda ilk kez bakilmis olup, sonu¢larimiz bu agidan da 6nem

tasimaktadir.

4.2. Ala307Thr ve Ser680Asn Polimorfizmleri

Calismamizin sonuclaria gore 307. pozisyonda hasta bireylerde %36 GG, %48 GA
ve %16 AA, kontrol bireylerde %32 GG, %52 GA ve % 16 AA genotipi saptandi.
Hasta ve kontrol grubunda 307.pozisyonda genotiplerinin dagilimlar1 arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi ( p= 0, 906, p >0,05).

680.pozisyonda hasta bireylerde %28 GG, %52 GA, %20 AA, kontrol bireylerde
%26 GG, %56 GA, %18 AA genotipi saptandi. Hasta ve kontrol grubunda
680.pozisyonda genotiplerinin dagilimlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi. ( p=0, 921, p >0,05)

Unsal ve arkadaslarmm Tiirk populasyonunda 44°ii polikistik over sendromlu 50’si
kontrol olmak {izere 94 birey ile yaptig1 bir ¢alismada, 307.pozisyonda hasta
bireylerin %36’s1 homozigot Thr, %43’l heterozigot Thr/Ala, %21°1 homozigot Ala,
kontrol bireylerin %32’si homozigot Thr, %50’si heterozigot Thr/Ala, %181
homozigot Ala olarak saptanmistir. 680.pozisyonda hasta bireylerin %30’u
homozigot Asn, %45°1 heterozigot Ser/Asn, %251 homozigot Ser, kontrol bireylerin
%28’1 homozigot Asn, %54’ii heterozigot Ser/Asn, %18’1 homozigot Ser genotipine
sahiptir. Bu calismada da her iki grupta 307. ve 680. pozisyonlarda heterozigot
genotipe sahip birey orami diger genotiplere gore daha fazladir ancak sonuglar
arasinda istatistiksel olarak anlam saptanmamuistir (Unsal ve ark., 2009). Calismamiz
bu tek nukleotid polimorfizmlerinin Tirk toplumundaki kadinlarda bakildigi 2.
calisma olup, genotip frekanslar1 agisindan her iki calismada sonuclarin Tiirk

populasyonu i¢in uyumlu oldugu gézlemlendi.
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Achrekar ve arkadaslarmin Hintli kadinlarla yaptig1 bir calismada 307.pozisyondaki
polimorfizmler bakimmdan yardimci lireme teknikleri kullanilan bireylerin %24’
AA (TT) , %53’ AG (TA), %23’ GG (AA), kontrol bireylerin %24’i AA (TT) ,
%62’si AG (TA), %14t GG (AA) olarak saptanmistir. Ayni c¢aligmada
680.pozisyondaki polimorfizmler bakimindan iiremeye yardimci teknikler kullanilan
bireylerin %31°1 AA (NN) , %56’s1 AG (NS), %13°ti GG (SS), kontrol bireylerin
%42’s1 AA (NN), %46’s1 AG (NS), %12’s1 GG (SS) olarak saptanmistir. Ovulasyon
indiiksiyonu i¢in gerekli olan FSH miktarinin 307. pozisyonda homozigot alanin olan
bireylerde diger genotiplerle karsilastirildiginda daha az oldugu gosterilmistir
(Achrekar ve ark., 2009). Kendi calismamizin sonuglar1 ile karsilastirdigimizda her
iki calismada da hem hasta hem de kontrol bireyler arasmmda 307 ve
680.pozisyonlarda heterozigot genotipe sahip bireylerin oram1 daha fazla
goriilmektedir; ancak her iki calismada da bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir.

Livshyts ve arkadaslarinin Ukrayna’da 102’si over disfonksiyonu (FSH 25
IU/ml’dan yiiksek) olan, 39’u zayif cevap veren (FSH 1-9.6 IU/ml) hastalar ve
kontrol grubu olarak da kontrollii ovaryan hiperstimiilasyonuna iyi cevap veren 40,
dogal yol ile 35 yasindan 6nce ¢ocuk sahibi olmus 130 (kontrol grubu I) ve dogal yol
ile 35 yasindan sonra ¢ocuk sahibi olmus 63 (kontrol grubu II) normoovulatuar
toplam 374 kadmla yaptig1 calismada 919G-2039G/919G-2039G genotipinin
ovaryan disfonksiyonu olan kadinlarda (%26) ve zayif cevap veren grupta (%33.3),
iyl cevap veren (%12.5), kontrol grubu I (%7.7) ve kontrol grubu II’ yi (%17.5)
olusturan kadinlardan daha sik gorildigi saptanmistir (Livshytsve ark,. 2009).
Bizim  calismamizda  G919A-G2039A  (Ala307Thr-Ser680Asn/Ala307Thr-
Ser680Asn) genotipi hem hasta (%42) hem de kontrol (%48) bireyler arasinda en sik
rastlanan genotip olarak bulundu. G919G-G2039G (Ala307-Ser680/Ala307-Ser680)
ise her iki grupta da esit oranda (%24) saptandi.

FSHR varyantlarinin Cinli prematiir ovaryan yetmezligi olan 40 ve polikistik over
sendromu olan 60 kadin ve 92 saglikli kontrol bireyde arastirildigi baska bir

calismada kontrol grubu ve hastalar arasinda alel ve genotip frekansi arasinda
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anlamli bir fark bulunmamistir (Du ve ark., 2010). Calismanin sonuclar1 bizim

calismamizin sonuglarini desteklemektedir.

Achrekar ve arkadaslarmm Hint kokenli primer amenoreli, sekonder amenoreli ve
kontrol bireyleri igeren 186 kadin ile yaptig1 calismada A919A-A2039G , A919A-
G2039G, A919G-G2039G, G919G-A2039A ve G919G-A2039G haplotiplerinin
prevalansinin amenoreli 0rneklerde daha yiiksek oldugu saptanmistir. Primer ve
sekonder amenoreli kadmlarin serum FSH ve LH seviyeleri arasinda 307 ve 680.
pozisyonlar arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (Achrekar ve ark., 2010). Bizim
calismamizda A919A-A2039G haplotipi hasta bireylerde saptanmazken, kontrol
bireylerden sadece 1 kiside saptanmistir. A919A-G2039G haplotipi hasta ve kontrol
bireylerde saptanmamistir. A919G-G2039G, G919G-A2039A ve G919G-A2039G
haplotipleri ise hem hasta hem de kontrol bireyler arasinda diisiik oranda
saptanmistir. Bizim ¢alismamizda da serum FSH ve LH seviyeleri ile 307 ve 680.

pozisyonlar arasinda anlamli bir fark saptanmadi.

Sudo ve arkadaslarmin 258’si kontrol olmak iizere 522 Japon kadmla yaptig:
calismada tiim kadinlarda A919A-A2039G %41, A919G-A2039G %46.9 ve G919G-
G2039G 9%12.1 oraninda bulunmustur. G919G-G2039G grupta bazal serum FSH
seviyeleri, A919G-A2039G grubu ile karsilastirildiginda daha yiiksek bulunmustur
(Sudo ve ark., 2002). A919G-A2039G haplotipi bizim calismamizda da hem hasta
hem de kontrol bireyler arasinda en sik saptanan haplotipti. G919G-G2039G
haplotipi her iki grupta da en sik rastlanan ikinci haplotip olarak saptandi, ancak
serum FSH seviyeleri ile 307 (p=0,360, p>0.05) ve 680. (p=0,260, p>0.05)

pozisyonlar arasinda anlamli bir fark saptanmadi.

Sundblad ve arkadaglarinin 20 prematiir ovaryan yetmezligi olan kadin ve 44
kontrol bireyle Arjantin’de yaptig1 bir calismada 307 ve 680.pozisyonlarin alelik
varyantlarinin ya da homozigot genotiplerin bizim calismamizla uyumlu olarak

hastalik riski ile iliskili olmadig1 gosterilmistir (Sundblad ve ark., 2004).
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Perez ve arkadaslar1 infertilite teshisi, erkek faktore, tubal faktére ve her iki faktore
baghh olarak konulmus 161 kadinla Almanya’da yaptiklar1 c¢aligmada %29
Asn680Asn, %45 Asn680Ser, %26 Ser680Ser varyant1 saptamustir. Her {i¢ grupta da
bazal FSH seviyeleri anlamli derecede farklilik gostermistir. Bazal FSH degerleri
Asn680Asn icin 6.4 £ 0.4 [U/ml, Asn680Ser i¢in 7.9 £ 0.3 IU/ml, Ser680Ser 8.3+0.6
IU/ml olarak bulunmustur (Perez ve ark., 2000). Bizim ¢alismamizda
680.pozisyonda GG(Ser680Ser) genotipine sahip hasta bireylerin FSH seviyeleri 7.5
IU/ml, GA (Asn680Ser) genotipine sahip hasta bireylerin FSH seviyeleri 6.5 [U/ml,
AA (Ser680Ser) genotipine sahip hasta bireylerin FSH seviyeleri 6.6 1U/ml’dir
(Cizelge nosu). Sonuglarimiza goére 680G/A polimorfizmi genotipine goére FSH

degerleri arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p=0,260, p>0.05).

Laven ve arkadaslarmin Hollandali 148 hasta, 30 kontrol bireyle yaptig1 calismada
kontrol bireylerde Ala307Ala %16, Ala307Thr %32, Thr307Thr %52 oraninda,
normogonadotropik anovulatuar kadmlarda Ala307Ala %20, Ala307Thr %57,
Thr307Thr %23 oraninda saptanmistir. Kontrol bireylerde Asn680Asn %23,
Asn680Ser %61, Ser680Ser %16 oraninda, normogonadotropik anovulatuar
kadinlarda Asn680Asn %16, Asn680Ser %44, Ser680Ser %40 oraninda saptanmistir.
Her iki polimorfizm i¢in hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli derecede farklilik
saptanmistir, ancak her iki polimorfizmin haplotipleri hasta ve kontrol grubunda
farklilik gostermemektedir. Serum FSH konsantrasyonlar1 Ser680Ser genotipine
sahip bireylerde, Asn680Ser ve Asn680Asn genotipine sahip bireylerden anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (Laven ve ark., 2003). Sonuglarimiza gore 307G/A
(p=0,360, p>0.05) ve 680G/A (p=0,260, p>0.05) polimorfizmi genotipine gére FSH

degerleri arasinda anlamli bir fark bulunamadi.

Conway ve arkadaslarmin Ingiltere’de 49 premature ovaryan yetmezligi, 5 direngli
yumurtalik sendromu, 93 polikistik over sendromu olan kadin ve 51 kontrol bireyle
yaptiklar1 ¢alismada Thr307/Ser680 varyant1 tiim gruplarda benzer siklikta
goriilmiistiir (Conway ve ark., 1999).
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Kafkas, Asya, Hint, Kreole ve Akdeniz kokenli 1771 kadinla yapilan bir ¢calismada
FSHR polimorfizm dagilimi etnik gruplarda farklilhik gostermistir. Calismaya gore
Kafkas ve Asya kokenli bireyler arasinda ve Asya ve Akdeniz kokenli bireyler
arasinda anlamli farklhilik saptanmistir. Sonuglara gore Kafkas ve Akdeniz
kokenlilere gore Asya kokenli bireylerde Ser680Ser varyant1 daha diisiik,
Asn680Asn varyant1 daha fazla goriilmektedir. Diizenli menstrual dongiiye sahip
kadinlarda Ser680Ser reseptdr varyantina sahip olanlarin FSH konsantrasyonlarinin
Asn680Ser varyantina sahip olanlardan daha yiiksek oldugu saptanmistir, ancak yas
ve Ostradiol konsantrasyonlar1 i¢in diizenleme yapildiginda polimorfizmlere gore
FSH konsantrasyonlar1 arasinda bir fark saptanmamistir (Kuijper ve ark., 2010).
Bizim sonuglarimiza gore Tirk populasyonundaki kadinlarda Kafkas ve Akdeniz
kokenli bireylerle benzer olarak Ser680Ser varyanti (%27), Asn680Asn varyantina
(%19) gore daha sik gozlendi; ancak 2039G/A polimorfizmi genotipine gére FSH
degerleri arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p=0,260, p>0.05).

TNP’ler insanlardaki genetik varyasyonun en yaygm formudur. Polimorfizmlerin
populasyonda goriilme sikligi %1°’den fazladir. Haplotipler ayni kromozomda
bulunan alel kombinasyonlaridir (Velasquez ve Lipkin, 2007). Son yillarda yapilan
polimorfizm caligmalarinin bazilarinda TNP’lerinin her birinin ayr1 ayr1 éneminden
cok birden fazla TNP kombinasyonu s6z konusu oldugunda bu haplotipi tagiyanlarda
hastaliklara yatkinlik veya hastaliklardan korunmak ile ilgili fenotipik etkinin en

belirgin diizeye ulastig1 vurgulanmaktadir.

Literatiirde hastaliklar ile haplotipler arasindaki iliskiyi gosteren ¢ok sayida ¢aligma
vardir. Parkinson hastalig1 iizerine MDR1 haplotipi riskini arastirildig: bir ¢aligmada
€21/2677T—e26/3435T haplotipinin insidansinin Parkinson hastaligina sahip
bireylerde, kontrol grubundan daha az oldugu goriilmiis ve bu haplotipin Cinlilerde
Parkinson Hastaligina kars1 koruyucu olabilecegi bildirilmistir (Tan ve ark., 2005).
Vitamin D reseptor gen polimorfizmlerinin kolorektal kanserle iligkisinin arastirildigi
calismada varyantlarin tek baslarina kolorektal kanserle iliskisi saptanamamasina
ragmen Bsml(G)-Taql(C) ve Bsml(A)-Taql(T) haplotiplerine sahip bireyler daha ¢cok

kontrol grubunda oldugundan, bu iki haplotipin kolorektal kansere kars1 koruyucu bir
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etkisi olabilcegi gosterilmistir (Fliigge ve ark., 2007). Wheezing rahatsizlig1 ile
beta2 adrenerjik reseptor arasindaki iliskinin arastirildigi Tayvanli g¢ocuklarda
yapilan calismada Gly16/Glu27 haplotipinin kontrol bireylerde hasta bireylerden
daha sik goriildiigii dolayis1 ile hastalia kars1 koruyucu etkisinin olabilecegi 6ne

stiriilmektedir (Lee ve ark., 2009).

Calismalar, spermatogenetik bozukluklarda, FSHR tek niikleotid polimorfizmlerinin
(-29. pozisyon ile ekzon 10°daki 307 ve 680. pozisyondaki polimorfizmler) birlikte
olusturduklar1 haplotiplerin bir c¢ok genetik faktdrden biri olabilecegini
gostermektedir ancak bu ii¢ tek niikleotid polimorfizminin yumurtalik fonksiyonu

iizerine birlikte olan etkisi arastirilmamistir.

Pengo ve arkadaslarinm Italya‘da 215 infertil ve 315 kontrol erkek bireyle yaptigi
calismada 3 bolgeyi kapsayan haplotip analizine gore gruplar arasinda fark

bulunamamaistir (Pengo ve ark., 2006).

Ahda ve arkadaslariin Almanya‘da 304 kontrol ve 438 infertil erkek bireyler yaptigi
bir calismada -29A-G919G-G2039G haplotipi hasta bireylerde (%09.1), saglikli
bireylerden (%5.4) daha sik gozlenmistir. -29G-A919A-A2039A haplotipi ise hasta
bireylerde (%33.1) kontrol bireylerden (%40.6) daha az siklikta gézlenmistir. FSH
seviyeleri ile FSHR genotipi arasinda bir korelasyon tespit edilememistir (Ahda ve

ark., 2005).

Lend ve arkadaslarinin Estonya‘da 150 infertil ve 208 kontrol Ornekle yaptigi
calismada -29G-A919A-A2039A haplotipinin normospermik erkeklerde (%38.4)
azospermik erkeklerden (%33.9) daha sik gorildiigli saptanmistir ve bu haplotipin
erkek infertilitesine kars1 koruyucu olabilecegi belirtilmistir (Lend ve ark., 2010).

Biz yaptigimiz calismada -29GG-G919A-G2039A haplotipini hasta grubunda %4,
kontrol grubunda ise %20 oraninda saptadik. Lend ve Ahda’nin yaptig1 calismalarla
karsilastirildiginda, bizim calismamizda kadin fertilitesinin korunmasinda 6nemli

olabilecegini diisiindiiglimiiz haplotipte de -29.pozisyonda homozigot GG genotipi



60

saptandi. Diger iki c¢alismada 307. pozisyon homozigot Thr, 680. pozisyon
homozigot Asn olarak saptanmisti. Ancak biz kendi ¢alismamizda bu pozisyonlari
heterozigot (Ala307Thr ve Ser680Asn) olarak saptadik. Bu sonuglara gore Lend ve
arkadaslarinin, Ahda ve arkadaslarimin ¢alisma sonuglariyla birlestirerek Avrupa’da
erkeklerde fertilite iizerine FSHR polimorfizmlerinin etkilerini inceledikleri meta

analiz sonuclariyla bizim bulgularimiz kismen ortiismektedir.

Bu haplotip analizleri, bilgilerimize gore kadmlar iizerinde yapilms ilk ¢aligma olup,
sonuclarimiz  -29GG-G919A-G2039A haplotipinin kadinlarda fertilite {izerinde

koruyucu etkisini ilk kez gostermesi bakimindan 6nemlidir.

FSH reseptoriinde -29. pozisyondaki TNP, c-E- twenty-six (c-ETS) transkripsiyon
faktorii icin baglanma bolgesi sunan, GG/AAA konsensus sekansinda
bulundugundan (Gromoll ve Simoni, 2005) bu pozisyonda A alelinin bulunmasi
transkripsiyonel aktiviteyi etkileyebilir (Achrekar, 2009). 10.ekzon ekstraseliiler
bolgenin C-terminalini, transmembran bolgeyi ve intraselliller bolgeyi kodlar.
Ekzon 10 ligand baglanmasi icin gerekli olmasa da sinyal transdiiksiyonu i¢in
gereklidir. 307. kodon hormon baglanma bdlgesinin transmembran bdlgesine
baglayan kisminda bulunur ve 307. pozisyon diger glikoprotein hormon
reseptdrlerinde korunmamustir. Intraseliiler C-terminal bolgede bulunan 680.kodon
da 3 glikoprotein hormon reseptoriinde de faklilik gdosterir. 307. ve 680.
pozisyonlardaki aminoasitlerin 6zel bir rolii olmadig1 diisiiniilmektedir (Wunsch ve
ark., 2007), ancak FSHR’niin intraselliiler bolgesindeki Ser, Thr rezidiilerinin
fosforillenmesi adenilil siklazdan ayrilmay: etkileyebilecegi lizerinde durulmaktadir.
680. Pozisyonda Ser bulunmasi FSHR proteinin post-translasyonel modifikasyonunu
ve FSH etkinligini de igeren reseptdr fonksiyonunda degisime neden olabilecegi

ongoriilmektedir (Unsal ve ark., 2009).

Kadm fertilitesi i¢in koruyucu olabilecegini diislindiiglimiiz -29G-G919A-G2039A
haplotipinde, -29.pozisyonda homozigot GG genotipinin bulunmasi, bu pozisyonda
c-E- twenty-six (c-ETS) transkripsiyon faktorii icin baglanma bolgesinde bir degisim

olmadigmi gostermektedir, bu nedenle genin transkripsiyonel aktivitesinde degisim
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olmayacaktir. 680. pozisyonda Ser bulunmasinin FSHR proteinin post-translasyonel
modifikasyonunu ve FSH etkinligini de iceren reseptdr fonksiyonunda degisime
neden olabilecegi diisiiniilmektedir ancak bizim ¢alismamizda koruyucu oldugunu
disiindiigiimiiz haplotipte 680.pozisyonun heterozigot olarak saptanmasindan dolay1

reseptor fonksiyonunda degisim gerceklesmeyebilir.

Bizim sonuglarimizin bir baska agiklamasi da bu TNP’lerle baglantili aktarilan heniiz
tanimlanmamug, fertilite tlizerine koruyucu etkili baska genetik faktorlerin
olabilecegidir. FSHR geninin kodlanan ve kodlanmayan bolgelerinde diisiik siklikta
da olsa farkli polimorfizmler oldugu siiphesizdir. Bu varyasyonlar tek baslarina veya
diger genetik degisimlerle birlikte fertilite tizerinde degisime neden olabilir. Dolayis1
ile daha biiyiilk gruplarla bu nadir goriilen polimorfizmlerin fertilite iizerindeki

etkisini saptamaya yonelik ¢alismalar da yapilmalidir.

Bu tez calismasinda lic adet TNP’nin kadin fertilitesi lizerine etkileri ayr1 ayr1 ve
birlikte incelendi. Bu TNP’lerin kadin fertilitesi izerine birlikteki etkilerini inceleyen
literatiirdeki ilk arastrma olan calismamizda -29GG-G919A-G2039A haplotipinin
frekans1 kontrol bireylerde, hasta bireylere gore anlamli diizeyde (p=0.014) daha
yiiksek bulundu. Bu sonuca gore -29GG-G919A-G2039A haplotipinin kadin
infetilitesine kars1 koruyucu olabilecegi disiiniilmektedir. Ancak daha genis

katilimli ¢aligmalar ile bu verinin desteklenmesi gerekmektedir.

4.3. C566T Mutasyonu

FSHR gen sekansinda bulunan mutasyonlar FSHR protein yapisindaki amino asitlerde
onemli degisikliklere yol agabilecegi, FSHR gen mutasyonlarmin hiicre yilizeyinde
reseptor ekspresyonu, FSH baglanma kabiliyeti ve FSH sinyal transdiiksiyonu ile

iligkili olabilecegi lizerinde durulmaktadir (Lussiana ve ark., 2008).
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FSHR’ nin inaktive edici mutasyonu, proteinin ekstraseliiler ligand baglanma
bolgesinde bulunmustur. Ekzon 7° de bir C566T transisyonu 189. rezidiide Ala’ nin

Val’ ne substitiisyonuna neden olur (Tapanainen, 1998).

FSHR genindeki Ala 189 Val mutasyonunun homozigot oldugu kadinlarda folikiiler
olgunlasmanin durmasiyla hipergonadotropik ovaryan yetmezligin gelistigi,
mutasyonun heterozigot oldugu durumlarda sekonder amenorenin gelisip, FSHR

aktivitesinin biiyiik 6l¢iide azaldig1 gosterilmistir (Lussiana ve ark, 2008).

Alal89Val mutasyonuna sahip kadinlarmm fenotipi, FSHR’ niin kismen inaktif

formlarini eksprese eden kadinlardan daha ciddidir (Ranniko ve ark., 2002).

Mutant Ala 189 Val varyant kurucu etkisinden dolay1 kuzey dogu Avrupa’da nadir
degildir (Lussiana ve ark, 2008).

C566T (Alal89Val) inaktive edici mutasyonu Brezilya ve Japon populasyonlarinda
yapilan caligmalarda goriilmemistir. Yunan populasyonunda da 33 POF, ovulasyon
indiiksiyonuna  zayif cevap veren 8 kadin ve 20 kontrolle yapilan caligmada
hastalarm hi¢ birinde homozigot veya heterozigot mutasyon saptanmamistir
(Loutradis ve ark, 2006). Hint populasyonunda 40 POF ve 50 saglikli kadinla yapilan

calismada da bu mutasyona rastlanmamistir (Prakash ve ark., 2009).

Kohek ve arkadaslarmin Brezilya‘da 15 prematur ovaryan yetmezligi olan ve 42
normal fertil kontrolle yaptiklar1 ¢alismada mutasyon saptanmamistir (Kohek ve ark.,

1998).

Finlandiya, Isvicre, Danimarka ve Singapur’un Cin populasyonlarinda rutin yeni
dogan goriintiileme kartlarindan saglanan toplam 4981 ornekle yapilan ¢alismalarda
Finlandiya’da 1976 ornekte C566T mutasyonunun goriilme frekansi %0.96 iken,
Isvigrede 1162 ornekte sadece 1 tane mutasyon tastyicisi saptanmis, Danimarka
(1094 6rnek) ve Singapur (540 6rnek) populasyonlarinda mutasyon saptanmamistir

(Jiang ve ark, 1998).
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Biz de 50 infertil ve 50 fertil kontrol bireyle yaptigimiz ¢aligmamizda literatiirdeki
diger bir¢ok toplumla uyumlu olarak homozigot ya da heterozigot C566T inaktive
edici mutasyonunu saptamadik. Bu mutasyon Tiirk kadin populasyonunda ilk kez

yaptigimiz ¢alismada bakilmis olup, sonuglarimiz bu yoniiyle de dnem tasimaktadir.

Calismamizin sonucunda,

e FSHR’de meydana gelen inaktive edici mutasyon ve FSHR polimorfizmleri

ile serum FSH seviyeleri arasinda bir iligki Tiirk populasyonunda saptanmadi.

e -29GG-G919A-G2039A haplotipinin frekansi, kontrol fertil bireylerde
istatistiksel anlamli (p=0.014) olarak yliksek bulunmasi nedeniyle, bu
haplotipin kadin infetilitesine kars1 koruyucu bir etkisi olabilecegi sonucuna

varilmistir.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda,

-29 G/A genotipi ile infertilite arasinda bir iliski saptanmadi.

Ala307Thr polimorfizmleri ile infertilite arasinda bir iliski saptanmadi.
Ser680Asn polimorfizmleri ile infertilite arasinda bir iligki saptanmadi.
Calismamizda 919.pozisyonda GG genotipine sahip hasta bireylerin FSH
seviyeleri 6.9 IU/ml, GA genotipine sahip hasta bireylerin FSH seviyeleri 7
[U/ml, AA genotipine sahip hasta bireylerin FSH seviyeleri 7.5 IU/ml’tir.
Sonuglarimiza gore 919G/A polimorfizmi genotipine gére FSH degerleri
arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p=0,360, p>0.05).

2039.pozisyonda GG genotipine sahip hasta bireylerin FSH seviyeleri 7.5
[U/ml, GA genotipine sahip hasta bireylerin FSH seviyeleri 6.5 IU/ml, AA
genotipine sahip hasta bireylerin FSH seviyeleri 6.6 IU/ml’dr.
Sonuglarimiza gore 2039G/A polimorfizmi genotipine gére FSH degerleri
arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p=0,260, p>0.05).

Calisilan bireylerde Alal89Val mutasyonu saptanmadi. Tiirk toplumunda bu
mutasyonun ¢alisildigr ilk calisma olup, sonuglar bu yoniiyle de ele
almmalidir.

FSHR’niin -29, 307 ve 680 olarak ii¢ bolgeyi iceren haplotip analizinde ise
-29GG-G919A-G2039A haplotipinin frekansi kontrol fertil bireylerde hasta
bireylere gore anlaml diizeyde (p=0.014) daha yiiksek bulundu. Bu veriye
gore -29GG-GI919A-G2039A haplotipinin kadin fertilitesinin korunmasinda

onemli olabilecegi diisiiniildii.

Son yillarda yapilan polimorfizm calismalarinin bazilarinda TNP’lerinin her birinin

ayr1 ayr1 oneminden ¢ok birden fazla TNP kombinasyonu s6z konusu oldugunda bu

haplotipi tasiyanlarda hastaliklara yatkinlik veya hastaliklardan korunmak ile ilgili

fenotipik etkinin en belirgin diizeye ulastigi vurgulanmaktadir.
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Bu tez c¢alismasi bilgilerimize gore, Tirk toplumundaki kadinlarda FSHR
polimorfizmlerinin ve literatirde de FSHR polimorfizmi ile 1ilgili haplotip
analizlerinin fertilite ilizerindeki etkisini inceleyen ilk calisma olmasi bakimindan
onemli bir calisma olup, bu calismada Tiirk toplumundaki kadmlarda FSH
reseptoriinde meydana gelen polimorfizmler ve mutasyonuna ait genotip sonuglari
elde edildi. Bu verilere gore FSHR’l ile ilgili bakilan TNP’lerin herbiri ve
Alal89Val mutasyonu ile infertilite arasinda bir iliski saptanmamis olmasina karsin,
-29GG-G919A-G2039A haplotipinin fertilitenin korunmasinda 6nemli olabilecegi

gozlemlendi.

Hasta ve kontrol birey sayisi arttirilarak c¢alismaya devam edilmesi, ve FSH
tedavisindeki yanitlarla bu TNP’lerin arasindaki iliskinin de calismaya dahil
edilmesi, ayrica ayni TNP’lerin fertilite iizerine etkilerinin Tiirk toplumunda

erkeklerde de calisilmasi planlanmaktadir.
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OZET

Tirk Toplumundaki Kadinlarda FSHR Polimorfizmleri ve
C566T Mutasyonunun Fertilite Uzerine Etkisinin Analizi

Gelismekte olan iilkelerde en Onemli lireme sagligi problemlerinden bir tanesi
infertilitedir. Erkek ve kadinlarda reprodiiktif fonksiyon FSH (folikiil stimiile edici
hormon) tarafindan diizenlenmektedir. FSH, kadinlarda folikiil gelisiminin
uyarilmast ve graniiloza hiicre proliferasyonundan sorumludur. FSH, ovaryumda
graniiloza hiicrelerinin ylizeyinde bulunan spesifik reseptoriine (FSHR) baglanarak
gorev yapar. FSHR geninde 731 tek niikleotid polimorfizmi (TNP) bulunmaktadir.
Onceki calismalar 10. ekzondaki polimorfizmlerin reseptdr proteinini ve iiremeye
yardimci teknikler ile tedavi olan kadinlarda FSH indiiksiyonuna kars1 yumurtaligin
sensitivitesini etkiledigini gostermektedir. Bu calismada  FSHR geninin -29.
pozisyonundaki, 10. ekzonun 307 ve 680. pozisyonlarindaki polimorfizmler ile
C566T mutasyonunun frekanslarmin, fertil ve infertil Tiirk kadinlarinda PZR-RFLP
yontemi kullanilarak incelenmesi amaglanmistir. Caligmamizda FSH reseptor
polimorfizmleri ve mutasyonunun, FSH seviyeleri ve infertilite ile arasinda bir iliski
saptanmamustir; ancak  sonuclarimiz, -29GG-G919A-G2039A  haplotipinin
fertilitenin korunmasinda 6nemli olabilecegini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: FSH Reseptor, mutasyon, PCR, polimorfizm, RFLP
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SUMMARY

Analysis of The Effects on Fertility of FSHR Polymorphisms and
C566T Mutation in Women of Turkish Population

One of the most important reproductive health problems in developing countries is
infertility. Reproductive function in both female and male is regulated by FSH
(follicle stimulating hormone). In women FSH 1is responsible for follicular growth
and proliferation of granulosa cells. FSH action is accomplished by binding to a
specific receptor (FSHR) that is located on the granulosa cells in the ovary. FSHR
gene includes 731 single-nucleotide polymorphisms. Previous studies showed that
the polymorphism in exon 10 of the FSH receptor gene influences the receptor
protein and seems to affect ovarian sensitivity to FSH induction in women
undergoing assisted reproductive techniques. In the present study the frequencies of
polymorphisms (-29, 307 and 680) and mutation (C566T) of FSH receptor gene were
aimed to examine by using PCR-RFLP method in fertile and infertile Turkish
women. In our study, it wasn’t found any relationship between @ FSHR
polymorphisms and mutation with FSH levels and infertility, but our results showed
that -29GG-G919A-G2039A haplotype should be considered to be important on
fertility status.

Key Words: FSH Receptor, mutation, PCR, polymorphism, RFLP
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EKLER

EK-1

BILGILENDIRILMIiS GONULLU ONAM FORMU

Bu form katilmaniz 6nerilen arastirma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek tizere
hazirlanmis olup; arastrmaya katilip katilmama konusunda karar vermenizin

kolaylastirilmas1 hedeflenmistir.

Arastirmanin Adi: Kadmlarda FSHR polimorfizmleri ve C566T mutasyonunun
fertilite lizerine etkisinin analizi

Arastirmanin Amaci: Hipofiz hormonu olan folikiil stimiile edici hormon ( FSH )
ergenlikte yumurtaligin gelismesi, olgunlasmasi ve 6zellikle lireme yasamu siiresince
yumurta Uretimi i¢in gereklidir. FSH, Oncii yumurta hiicrelerinden daha olgun
yumurta hiicreleri olusumu i¢in gereklidir. FSH yoklugu, FSH fonksiyonuna duyarl
olan veya etkilerini bu yolla arttiran bdlgesel faktorlerin yokluguna ve yumurta
hiicrelerinde programli hiicre 6limiiniin baslatilmasima neden olur. Liiteinlestirici
hormon ( LH ) ile birlikte FSH hipofiz bezi tarafindan iiretilir ve salgilanir. FSH
yumurtaliklarda bulunan kendine 6zgii almacina baglanarak gorev yapar. FSH’ 1n
iremedeki onemli roliine bagh olarak, FSH almacinda meydana gelen degisiklikler
yumurta tretimi ile FSH’ a duyarliligi etkiler ve kisirlikla sonuglanabilir. Bu
calismada, 2p21 kromozom bdlgesinde bulunan FSH alma¢ geninde meydana gelen
baz1 genetik degisiklikler arastirilacaktir. Calisma kapsaminda, sizinle birlikte 100
cocugu olmamis ve 100 adet ¢ocuk dogurmus saglikli birey ile ¢alisilacaktir.

Sizden bir defaya mahsus, kol damarinizdan yaklasik 5 ml ( 4 ¢ay kasig1 ) kan 6rnegi
istenmektedir. Kan alinimi, kolunuzdan ve sizi incitmeden gergeklesecektir. Ancak
kullanilan enjektor nedeniyle hafif derecede bir agr1 hissedebilirsiniz ve kolunuzda
enjektoriin temas ettigi bolgede bolgesel bir morarma goriilebilir. Kan almirken,
saglik ekibi olusabilecek sorunlara miidahale i¢in yanmizda bulunacaktir. Bu

kanlardan genomik DNA elde edilecektir. Bu DNA’lardan PZR - RFLP
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(Restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi) yontemi ile mutasyon ve polimorfizm
sonuclar elde edilecektir.

Eger katilmay: kabul ederseniz, ¢aligmaya katilma silireniz sadece kan verme
isleminin alacagi siire kadardir. Size her hangi bir ilag verilmeyecek ve bu durum
yasaminizi etkilemeyecektir, ayrica tedavi goriiyorsaniz tedavinizde degisiklik
yapilmayacaktir. Calismaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismadan istediginiz
zaman ¢ikabilirsiniz, ayrica teknik nedenlerden dolayr arastrmaci tarafindan
calismadan ¢ikarilabilirsiniz. Bu calisma size ve sosyal giivencenizi saglayan kuruma
ekonomik a¢idan mali bir yiik getirmeyecektir.

Bu bilimsel amacli ¢calisma Yrd. Do¢ Dr. Sena Aydos danigsmanliginda Bio. Seda
Nermin Ilgaz tarafindan yiiritiilecektir. Calisma siiresince herhangi soru veya
sorununuz oldugunda kendilerine Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali, Morfoloji Binas1 Kat:2’den ulasabilirsiniz. Bu yazinin bir kopyasi da
size verilecektir.

Yardimlariniz i¢in ¢ok tesekkiir ederiz.

Ben yukaridaki aciklamalar1
okudum. Okudugum bilgiler bana sozlii olarak da iletildi. Bu calismaya goniilli

olarak katilmak istiyorum.

Bu bilgiler 1s1g1nda elde edilen DNA min;
0 Bagka amagla kullanilmamasi
0 Kimligimin gizli tutularak bilimsel amacl diger calismalarda da kullanilabilmesi

kosulu ile kullanilmasina izin veriyorum.

Hasta Adi- Soyadi Imza Tarih
Arastirmaci Dr. Ad1 Soyadi Imza Tarih
Taniklik eden kurum yetkilisi Imza Tarih

Adi-Soyadi



74

EK-2

SAGLIKLI KONTROL GRUBU iCiN BILGILENDIRILMIiS GONULLU
OLUR FORMU

Bu form katilmaniz 6nerilen arastirma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek tizere
hazirlanmis olup; arastrmaya katilip katilmama konusunda karar vermenizin

kolaylastirilmas1 hedeflenmistir.

Arastirmanin Adi: Kadinlarda FSHR polimorfizmleri ve C566T mutasyonunun
fertilite lizerine etkisinin analizi

Arastirmanin Amaci: Hipofiz hormonu olan folikiil stimiile edici hormon ( FSH )
ergenlikte yumurtaligin gelismesi, olgunlasmasi ve 6zellikle lireme yasamu siiresince
yumurta Uretimi i¢in gereklidir. FSH, Oncii yumurta hiicrelerinden daha olgun
yumurta hiicreleri olusumu i¢in gereklidir. FSH yoklugu, FSH fonksiyonuna duyarl
olan veya etkilerini bu yolla arttiran bdlgesel faktorlerin yokluguna ve yumurta
hiicrelerinde programli hiicre 6liimiiniin baglatilmasmna neden olur. Liiteinlestirici
hormon ( LH ) ile birlikte FSH hipofiz bezi tarafindan iiretilir ve salgilanir. FSH
yumurtaliklarda bulunan kendine 6zgii almacina baglanarak gorev yapar. FSH’ 1n
iremedeki 6nemli roliine bagh olarak, FSH almacinda meydana gelen degisiklikler
yumurta tretimi ile FSH’ a duyarliligi etkiler ve kisirlikla sonuglanabilir. Bu
calismada, 2p21 kromozom bdlgesinde bulunan FSH alma¢ geninde meydana gelen
baz1 genetik degisiklikler arastirilacaktir. Calisma kapsaminda, sizinle birlikte 100
cocugu olmamis ve 100 adet ¢ocuk dogurmus saglikli birey ile ¢alisilacaktir.

Sizden bir defaya mahsus, kol damarinizdan yaklasik 5 ml ( 4 ¢ay kasig1 ) kan 6rnegi
istenmektedir. Kan alinimi, kolunuzdan ve sizi incitmeden gergeklesecektir. Ancak
kullanilan enjektor nedeniyle hafif derecede bir agr1 hissedebilirsiniz ve kolunuzda
enjektoriin temas ettigi bolgede bdlgesel bir morarma goriilebilir. Kan almirken,
saglik ekibi olusabilecek sorunlara miidahale i¢in yanimizda bulunacaktir. Bu
kanlardan genomik DNA elde edilecektir. Bu DNA’lardan PZR — RFLP
(Restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi) yontemi ile mutasyon ve polimorfizm

sonuclar elde edilecektir.
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Eger katilmay: kabul ederseniz, ¢aligmaya katilma siireniz sadece kan verme
isleminin alacag: siire kadardir. Size her hangi bir ila¢ verilmeyecek ve bu durum
yasaminizi etkilemeyecektir, ayrica tedavi goriiyorsaniz tedavinizde degisiklik
yapilmayacaktir.

Calismaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismadan istediginiz zaman
cikabilirsiniz, ayrica teknik nedenlerden dolay1 arastirmaci tarafindan ¢aligmadan
cikarilabilirsiniz. Bu ¢aligma size ve sosyal giivencenizi saglayan kuruma ekonomik
acidan mali bir yiik getirmeyecektir. Sizden elde ettigimiz DNA’ lar saklanacak ve
baska bilimsel ¢alismalarda kullanilabilinecektir.

Bu bilimsel amagli ¢alisma Yrd. Do¢ Dr. Sena Aydos danismanliginda Bio. Nermin
Seda Ilgaz tarafindan yiiriitilecektir. Calisma siiresince herhangi soru veya
sorununuz oldugunda kendilerine Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali, Morfoloji Binas1 Kat:2’den ulasabilirsiniz. Bu yazinin bir kopyasi da
size verilecektir.

Yardimlarmniz i¢in ¢ok tesekkiir ederiz.

Ben yukaridaki aciklamalar1
okudum. Okudugum bilgiler bana sozlii olarak da iletildi. Bu calismaya goniilli

olarak katilmak istiyorum.

Bu bilgiler 1s1g1nda elde edilen DNA min;
0 Bagka amagla kullanilmamasi
0 Kimligimin gizli tutularak bilimsel amacl diger calismalarda da kullanilabilmesi

kosulu ile kullanilmasina izin veriyorum.

Hasta Adi- Soyadi Imza Tarih
Arastirmaci Dr. Ad1 Soyadi Imza Tarih
Taniklik eden kurum yetkilisi Imza Tarih

Adi-Soyadi
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