POLIKIiSTiK OVER SENDROMUNDA CYP 17 GEN
POLIMORFIiZMINIiN BELIRLENMESI

Yagmur ONER

YUKSEK LISANS TEZi

BiYOLOJi

GAZi UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

NISAN 2013
ANKARA



Yagmur ONER tarafindan hazirlanan “POLIKISTIK OVER SENDROMUNDA CYP
17 GEN POLIMORFIZMININ BELIRLENMESI” adli bu tezin Yiiksek Lisans tezi

olarak uygun oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. Leyla ACIK

Tez Danigmani, Biyoloji Anabilim Dali

Bu ¢aligma, jiirimiz tarafindan oy birligi ile Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek

Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Prof.Dr. Reyhan COLAK

Biyoloji Anabilim Dal1, Ankara Universitesi

Prof. Dr. Leyla ACIK

Biyoloji Anabilim Dal1, Gazi Universitesi

Prof. Dr. Sibel SUMER
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal1, Hacettepe Universitesi

Tez Savunma Tarihi: 10/04/2013

Bu tez ile G.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Yiiksek Lisans derecesini

onamistir.

Prof. Dr. Seref SAGIROGLU

Fen Bilimleri Enstitiisi Mudura



TEZ BiLDiRiMi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranig ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde
edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu
calismada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif

yapildigini bildiririm.

Yagmur ONER



v

POLIKISTIK OVER SENDROMUNDA CYP 17 GEN POLIMORFIZMINIiN
BELIiRLENMESI
(Yiiksek Lisans Tezi)

Yagmur ONER

GAZIi UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Nisan 2013

OZET

Polikistik over sendromu (PKOS), kronik yumurtlayamama ve buna bagh adet
diizensizlikleri, serumda androjen seviyelerinin yiiksek olmasi ve ultrason
goriintiisiinde polikistik yumurtahiklarin varhgi ile teshis edilen, bununla
birlikte artms insiilin diizeyi ve insiilin direnci ile karakterize ¢ok faktorlii bir
hastaliktir. PKOS pek ¢ok endokrin bozuklugu icerdigi icin gelisiminde genetik
ve cevresel faktorlerin etkili oldugu diisiiniilmektedir. CYP 17 geninin kodladig:
P450c170 enzimi androjen sentez metabolizmasinda gorev alir. Bu sebeple bu
gende meydana gelen bir bozuklugun PKOS tablosunda yer alan asir1 androjen
seviyesinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Calismamizin amaci, Tiirk
toplumunda goriilen PKOS’un, CYP 17 gen polimorfizmi ile arasindaki iliskiyi
incelemektir. Bunun yam sira saghkh bireyler ile PKOS hastas1 bireyler
arasinda ve PKOS hastas1 bireylerin farkh genotipleri arasinda biyokimyasal

parametrelerin fark gosterip gostermedigini tespit etmektir.

Cahismamizda hasta grubunu 119 PKOS teshisi konulmus Kkisi temsil ederken,
kontrol grubunu 136 saghkh birey olusturmustur. PKOS grubunda CYP 17 geni
TC genotipine sahip 27, TT genotipine sahip 92 birey tespit edilmisken; kontrol
grubunda TC genotipine sahip 5, TT genotipine sahip 131 kisi bulunmustur.
Kontrol ve hasta gruplarinda CC genotipine sahip birey bulunmamistir. Hasta

grubunda T allel sikhg1 %77,32, C allel sikhg1 %22,68 olarak tespit edilmistir.



Kontrol grubunda ise T allel sikhig1 %96,3, C allel sikhig1 %3,7 degerlerinde
bulunmustur. Genotip ve allel dagihimlar Ki-Kare (y2) testi ile degerlendirilmis
ve CYP 17 geni C/T polimorfizmi ile PKOS arasinda istatistiksel olarak iliski
bulundugu tespit edilmistir (p<0.05). Biitiin gruplarda biyokimyasal parametre
olarak cesitli hormon o6lciimleri yapilmis ve HOMA indeksi hesaplanmstir.
Gruplar arasinda biyokimyasal degerler bakimdan istatistiksel olarak anlamh
bir fark bulunup bulunmadigina Nonparametric Mann-Whitney U Testi ile
bakilmistir. PKOS’lu kadmlarin LH, FSH, Total Testosteron, Serbest
Testosteron, Serbest T3, DHEA-S (Dihidroepiandosteron siilfat), Estradiol,
Progesteron, Prolaktin, Achk kan sekeri diizeyi, A¢hk Insiilin diizeyi,
Trigliserit, LDL Kolestrol ve HOMA diizeyleri ortalamasi, kontrol grubundaki
kadinlara gore daha yiiksek degerde bulunmustur. Istatistiksel olarak LH,
Total Testosteron, DHEA-S, achk kan sekeri diizeyi, achk insiilin diizeyi,
Trigliserit, Total Kolesterol, HDL Kolestrol, LDL Kolestrol ve HOMA degerleri
bakimindan anlamh bir fark tespit edilmistir (p<0.05). Kontrol grubundaki TC
ve TT genotipine sahip iki grup arasinda biyokimyasal parametreler
bakimindan istatistiksel olarak anlamh bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).
Hasta grubunda ise TC genotipine sahip kadinlarda Achk kan sekeri diizeyi,
LH, FSH, TSH, Serbest T4 ve Estradiol degerleri ortalamalar1 TT genotipine
sahip kadinlara gore yiiksek diizeyde bulunmustur. Nonparametric Mann-
Whitney U Testi sonucuna gore; LH, Estradiol ve DHEA-S parametreleri
birbiriyle kiyaslandiginda PKOS grubundaki TC ve TT genotipine sahip iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark tespit edilmistir (p<0.05).

Sonuc olarak, CYP 17 geni C/T polimorfizmi ile PKOS arasinda bir iliski tespit

edilmistir.
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ABSTRACT

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a multifactorial diseases that is diagnosed
by anovulation and related menstruel disorders, hiperandrogenism and the
presence of polycyctic ovaries on ultrasonographic image, characterized by
increased insulin levels and insulin resistance. The development of genetic and
environmental factors are thought to be effective in PCOS because of this
include in many of endocrinologic disorders. CYP 17 gene encodes P450c17a
enzyme, which involve in the metabolism of androgen synthesis. Therefore, it is
thougt to be a defect in this gene that in the statement of PCOS is responsible
for the excessive androgen levels. The aim of our study is that examine the
relationship polymorphism of CYP 17 gene between PCOS in Turkish society.
As well as to determine whether showing the difference biochemical parameters
of healty people between PCOS patients and among different genotips of PCOS
patients. In our study, 119 people diagnosed with PCOS have created of patient
group, while 136 healty people have created of control group. It was identified
27 people have TC genotip, 92 people have TT genotip in PCOS group while 5
people have TC genotip, 131 people have TT genotip in control group. It wasn’t
identified people have CC genotip in control and PCOS group. It has found that
the frequency of T allel 77,32%, the frequency of C allel 22,68% in the patient
group. However, the frequency of T allele has been 96.3%, the C allele

frequency has been 3.7% in value in the control group.



vii

Genotype and allele distributions have evaluated by chi-square (y2) test and
between C/T polymorphysm of CYP 17 gene and PCOS has been determined
that a correlation (p<0.05). In all groups, the hormone measurements have
made in a variety of biochemical parameters and HOMA index has calculated.
In respect biochemical parameters, whether exist of significant statistical
different of amoung groups through the Nonparametric Mann-Whitney U test.
The average level of LH, FSH, total testosterone, free testosterone, free T3,
DHEA-S (dehydroepiandrosterone sulfate), estradiol, progesterone, prolactin,
fasting blood glucose level, trigliserid, LDL cholesterol and HOMA has
determined of women with PCOS higher than women in the control group.
Statistically, between biochemical parameters of PCOS group and healty group
in terms of LH, total testosterone, DHEA-S, fasting blood glucose level, fasting
insulin level, trigliserid, total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol and
HOMA, significant difference has detected(p<0.05). In respect biochemical
parameters, statistically between the two groups with TC and TT genotypes in
the control group significant difference has not detected (p>0.05). While in
PCOS group, the mean values of fasting blood glucose level, LH, FSH, TSH,
free T4 and estradiol of women have TC genotip higher than women have TT
genotip. Nonparametric Mann-Whitney U test showed that LH, estradiol and
DHEA-S parameters TC and TT genotype group with PCOS compared with
each other between the two groups was statistically significant difference was
found (p<0.05). In conclusion, we found that CYP 17 gene polymorphysm
associated with PCOS.
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Page Number 167
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1. GIRIS

Polikistik over sendromu (PKOS), ultrason goriintiisiinde polikistik yumurtaliklarin
varlig1, oligomonorhea veya amonerhea klasik semptomlarindan birinin gbzlenmesi,
obezite ve hiperandrojenizm (akne, erkeksi killanma, kellik) ile seyreden
heterogenetik bir bozukluk olarak tanimlanmaktadir [8, 53]. PKOS’un {iireme
cagindaki kadinlarin en az %5-%15’ini etkiledigi ve bu ylizden diinya ¢apindaki en
yaygin endokrin anormallik oldugu tahmin edilmektedir [48]. Polikistik over
sendromu yumurtlayamama ve kisirligin biitiin sebepleri igerisinde %90’lik bir dilimi

kapsamaktadir [33].

Polikistik over sendromunun en onemli belirtilerinden biri dolasimdaki yiiksek
androjen seviyesidir. CYP 17 geni, androjenlerin de i¢inde bulundugu cinsiyet steroid
hormonlarina aracilik eden sitokrom p450c17a enzimini kodlamaktadir [56, 68]. Bu
sebeple bu gende meydana gelecek bir bozuklugun PKOS ile iligkili olabilecegi

distiniilmektedir.

CYP 17 gen polimorfizminin incelendigi pek ¢ok ¢aligmada bu gendeki T/C
polimorfizmi ile PKOS arasinda iliski oldugu tespit edilmistir [25, 27, 65, 67].
Dolagimdaki yiliksek androjen seviyesinin PKOS disinda bagka metabolik
rahatsizliklara da sebebiyet verebilcegi diisliniilerek CYP 17 gen polimorfizmi ile
meme ve prostat kanserleri iligkilendirilmis ancak yapilan ¢alismalarda herhangi bir

iliski bulunamamistir [20, 50, 61, 76].

Caligmamizin amaci, Tiirk toplumunda goriilen PKOS’ un, CYP 17 gen polimorfizmi
ile arasindaki iligkiyi incelemektir. Bunun yani sira saglikli bireyler ile PKOS hastasi
bireyler arasinda ve PKOS hastasi bireylerin farkli genotipleri arasinda biyokimyasal

parametlerin fark gosterip gostermedigini tespit etmektir.



2. POLIKIiSTiK OVER SENDROMU (PKOS)

2.1. Tanim

Giiniimiizde polikistik over sendromu (PKOS) olarak bilinen bozukluk, ilk kez 1935
yilinda, Stein ve Leventhal’in amenorrhea, kisirlik ve asir1 killanma belirtileri olan 7
kadin iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalar sonucu tanimlanmistir [26,5]. PKOS, heterojen,
cok faktorlii, karmagik genetik ve endokrin bozukluklarla seyreden, adet bozukluklari
ile karakterize, hiperandrojenizm ve polikistik yumurtaliklarin klinik ve
biyokimyasal tablosudur [2]. PKOS’un iireme cagindaki kadinlarin en az %>5-
%15’1ni etkiledigi ve bu yilizden diinya ¢apindaki en yaygin endokrin anormallik
oldugu tahmin edilmektedir [48]. Ureme c¢agmdaki kadinlarin %20 ila %35’inin
ultrason goriintlisiinde polikistik yumurtaliklarin varligi tespit edilmesine ragmen

bunlardan yaklasik %10’una PKOS teshisi konulmaktadir [8].

Polikistik over sendromunun metabolik bir sendrom olarak taninmasinin sebebi
viicudun fizyolojik ve metabolik yapilar iizerinde insiilin direnci, hiperinsiilinemi,
obezite, dislipidemi (azalmig HDL ve hipertrigliserit), hipertansiyon ortaya ¢ikarmasi
ve PKOS’ta tip 2 diyabet, endometrial hiperplazi ve kalp damar hastaliklar1 riskinin
artmis olmasidir[54]. Bununla birlikte PKOS, anovulasyon (dolayisiyla diizensiz adet

donemleri), ve hiperandrojenizm belirtileriyle karakterizedir [12].

Polikistik over sendromu degisik populasyonlarda birbirinden farkli tablolar ortaya
cikararak seyredebilir. PKOS’lu kadinlarin yaglarmma ve yasam sekillerine baglh
olarak semptomlarin varligi ¢esitlilik gostermektedir. Bu sebeple polikistik over

sendromu tanisi i¢in birden fazla teshis yontemi bulunmaktadir [49].
1990 yilinda Birlesmis Milletler Uluslararas1 Saglik Orgiitii polikistik over
sendromunu diger yansimalarin1 dislanmak kaydiyla asagidaki iki belirtinin ayn

anda bulunmasiyla tanimlamaistir;

1. kronik yumurtlayamama



2. hiperandrojenizmin klinik ve biyokimyasal belirtilerinin varligi [49]

3. 2003 yilinda Amerikan Ureme Hekimligi Toplulugu (ASRM) ve Avrupa insan
Ureme ve Embriyoloji Toplulugu (ESHRE) Rotterdam ortak bildirisine gore;
diger klasik olmayan konjenital adrenal hiperplazi belirtileri hari¢ tutulmak
kaydiyla asagidaki belirtilerin en az ikisinin gozlenmesiyle PKOS tanisi

koyulmaktadir [53].

1. Oligo ve/veya anovulasyon

2. Hiperandrojenizmin klinik veya biyokimyasal belirtileri

- Biyokimyasal : Total T > 70 ng/dL, Androstenedione > 245ng/dL, DHEA-S >248
ug/dL)

- Klinik: Akne, Hirsutism (asir1 killanma),

3. Polikistik Yumurtaliklar: > 12 folikiil (2-9mm c¢apinda), her bir yumurta veya
yumurtaliktaki hacim > 10cc [47].

Asirt Androjen Toplulugu ise 2006 yilinda PKOS tanisini; asir1 androjen seviyesi
(klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm), yumurtalik fonksiyon bozuklugu
(oligo-anovulasyon ve/veya polikistik morfoloji), PKOS’a benzeyen bozukluklara
sebep olan durumlarin diglanmasi (konjenital adrenal hiperplazi, androjen salgilayan
tiimorler, eksojen androjenler, Cushing’s sendromu, acanthosis nigricans sendromu,
tiroit bozukluklar1 ve hiperprolaktinemi) seklinde koymaktadir [16]. NIH 1990,
Rotterdam 2003 ve AE-PCOS 2006 Kriterlerine gére PKOS tanisi konulabilecek
fenotipler Cizelge 2.1.’de gosterilmistir.



Cizelge 2.1. NIH 1990, Rotterdam 2003 ve AE-PCOS 2006 Kriterlerine gore PKOS
tanis1 konulabilecek fenotipler [16].

OZELLIKLER/TANI POTANSIYEL FENOTIPLER
KRITERLERI A B C|DJ|E|F|G|H]|I
Hiperandrojenizm + + | + - - + - +
Killanma + + - - + |+ | + | + -
Oligo-anovulasyon + + + |+ | + | + - - -
Polikistik Yumurtaliklar + - + - + - + + +
NIH 1990 Kriterleri v VIV VANV X[ X]X
Rotterdam 2003
Kriterleri ) ) ) ) ) ) ) ! !
AE-PCOS 2006 7 7 7 7 ] 7 7 T T
Kriterleri

Arroya A. ve arkadaglar1 tarafindan 1997 yilinda yapilan bir ¢alismada PKOS’un
klasik formuyla, uygun olmayan gonadotropin saliniminin iligkili oldugu
belirtilmistir [4]. Gonadotropin salinimindaki bozukluklar artmig bir LH seviyesi,
artmis LH:FSH oran1 ve LH atim sikliginin yiikselmis olmasidir [69]. PKOS, ¢esitli
endokrin ve metabolik anormalliklerin var oldugu karmasik bir bozukluk olmasina
ragmen yliksek androjen seviyesinin hastalik patojenisinde anahtar rol oynadigina
dair pek c¢ok delil vardir. Bu androjenler adrenal bezlerde oldugu kadar
yumurtaliklarda da iretilmektedir. Androstenedione ve testosteron iiretiminin
%25’inin yumurtalik kokenli, %25’inin adrenal kokenli, %50’sinin de periferal
dokularda oldugu tahmin edilmektedir. PKOS’ta ise androjen iiretiminin %601
yumurtaliklarda, %401 ise adrenal katkilar ile olmaktadir [54]. Pek ¢ok ¢alisma ilave
bir adrenal anormalligin delilini isaret etse de yumurtaliklar agir1 androjen iiretiminin
temel kaynagi olarak goriinmektedir. PKOS’lu  kadinlarin teka hiicrelerinin
kiiltiirlerinde normal kadinlarin tekal hiicrelerine gore 20 kat fazla androstenedione

tirettigi bilinmektedir [33].




Insiilin direncinin PKOS ile ilskili oldugu tanimlanmis ve hipertansiyon, dislipidemi
ile iliskilendirilmis ve kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler riskleri artirabilecegi
ortaya konmustur. Insiilin direncinin endotelin 1 (ET-1) seviyesinin artmasiyla
endotelyal hasarlarda anahtar rol oynadigina inanilmaktadir [59]. PKOS’lu

kadinlarda goriilen klinik belirtilerin oranlar1 Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. PKOS’lu kadinlarda goriilen klinik belirtilerin oranlari [49]

ADET ASIRI OBEZITE INSULIN | AKNE
DUZENSIZLIGI | KILLANMA DIRENCI

(HIRSUTISM)
Yaklasik Yaklagik Yaklagik Yaklagik %30’undan
%70’inde %70’inde %350’sinde %50’sinde | ¢cok

2.1.1. Endokrinolojik anormallikler

PKOS’lu kadinlardaki en 6nemli endokrin anormallik androjen ve LH’in serum

konsantrasyonundaki artisi ile hiperinsiilinemi ve insiilin direncidir [33].

Artmis LH:FSH oranmi

PKOS artmis lutein hormon (LH) salgist ve azalmis folikiil uyarict hormon (FSH)
salgilanmasi ile karakterizedir. PKOS’lu kadinlarin yaklagik %55-75’1 artmis
LH:FSH (>2.5 : 1) oranina sahiptir [44].

LH, yumurtalik teka hiicreleri ve yumurtalik granulosa hiicreleri lizerinde bulunan
FSH’1 diizenleyici olarak gorev yapar. Androjen Onciisii androstenedione, LH

uyarimi altindaki tekal hiicreler tarafindan sentezlenir [28].

LH’m asin1 sentezi PKOS’lu hastalarin %50’sinden fazlasinda gozlenmekle birlikte

Rotterdam Tani Kriterleri belirlenmeden 6nce artmis LH:FSH oran1 PKOS teshisi




koymakta oldukca yaygin olarak kullanilmistir. LH, yumurtalik androjen salinimini
uyardig1 ve oosit olgunlagsmasini etkiledigi icin asir1 sentezinin PKOS patojenisinde

onemli rol oynadig: diistinilmektedir [34].

Hiperandrojenizm

Hiperandrojenizm (hiperandrogenemia), androjenlerin kan seviyesinde yiikselmesi
olarak tanimlanmaktadir [9]. Klinik olarak androjen yiiksekligi killanma ve/veya
akne varligiyla teshis edilmektedir. Polikistik over sendromunda yiiksek androjen

seviyesine bagli olusan akne, genel dermatoloji uygulamalarina direncli ve stireklidir

[38].

PKOS, c¢esitli endokrin ve metabolik anormalliklerin var oldugu karmasik bir
bozukluk olmasina ragmen yiiksek androjen seviyesinin hastalik patojenisinde
anahtar rol oynadigina dair pek ¢ok delil vardir. Bu androjenler adrenal bezlerde
oldugu kadar yumurtaliklarda da {iretilmektedir. Androstenedione ve testosteron
tretiminin %25’inin yumurtalik kokenli, %25’inin adrenal kokenli, %50’sinin de
periferal dokularda oldugu tahmin edilmektedir. PKOS’ta androjen iiretiminin %60°1

yumurtaliklarda, %40°1 ise adrenal katkilar ile olmaktadir [54].

Androjenler steroid hormonlardir. Steroid {iretimi kolesterol ile baglar ve
steroidogenik enzimler sitokrom P450 grubu iiyesidir. Toplam androjen havuzu,
androjen Onciilleri olan dehidroepiandrosteron (DHEA), DHEA siilfat (DHEA-S), ve
androstenedion; aktif androjenler olan testosteron ve dihidrotestosteron (DHT) ve
androjen metabolitleri olan androstanediol ya da androsteron glukuronidaz ve
siilfataz’dan  olugsmaktadir [55]. Cizelge 2.3’de hiperandrojenizmin klinik

semptomlar1 ve isaretleri gosterilmistir.



Cizelge 2.3. Hiperandrojenizmin klinik semptomlar1 ve isaretleri [55].

Hiperandrojenizmin Klinik Semptomlar ve Isaretleri

Killanma Obezite

Akne Klitoral hipertropi
Adet Diizensizlikleri Erkek tipi kellesme
Diizensiz yumurtlama Ses kalinlagmast
Kas gelisimi Libidoda degisiklik

Insiilin direnci

Insiilin direnci, insiilinin hedef doku i¢indeki glikoz uyarimi yeteneginin azalmasi ya
da insiilinin belli miktarina kars1 glikozun artmis cevabi olarak tanimlanmaktadir
[13]. Kronik hiperinsiilinemi hedef dokudaki bu dirence karsilik olusan bir cevaptir.
Insiilin direncinin periferal hedef doku direnci, azalmis hepatik aciklik ya da artmis

pankreatik hassasiyeti iceren birden fazla mekanizmasi vardir [13].

Insiilin direnci ile killanma arasindaki iliski yillardir bilinmektedir. Ik kez 1920
yilinda Achard ve Thiers tarafindan sakalli kadinlarda diyabet gozlendigi ifade
edilmistir. Hiperinsiilinemi ile hiperandrojenizm arasindaki baglantiyr gosteren pek
¢ok mekanizma vardir. Androjenlerin baskilanmasi normal insulin hassasiyetini
yenilemez. Ayrica insulin yumurtalik androjen iiretiminde dogrudan etkilidir. Insulin
seviyesinin baskilanmasi androjenlerin déniisiimiinii azaltmaktadir. Insulin yoluyla
hassasiyeti artmig ACTH (adrenokortikotropik hormon) adrenal steroidlerin
artmasma sebep olmaktadir. Bu bulgular insulin direncinin PKOS gelisiminde

oldukea etkili oldugunu desteklemektedir [49].

Normal yumurtalik fonksiyonu i¢in LH’in yumurtalik tekal hiicreleri, FSH’1in da
yumurtalik granulosa hiicreleri iizerinde diizenli bir aktivite gostermeleri gerekir.
Androjenik Oncii androstenedione, LH uyarist ile tekal hiicreler tarafindan {iretilir.
Pek ¢ok hormon (insiilinin de i¢inde oldugu) ve biliylime faktorii LH’a karsi

diizenleyici faktdr yaniti olusturur. Insiilinin yumurtalik insiilin reseptorii yoluyla



yumurtalik androjen liretimini artirma yetenegi vardir [28]. Sekil 2.1°de insiilin artis1
ve LH’in tekal hiicrelerde hiperandrojenizm’e sebep olma mekanizmasi

gosterilmektedir [28].

LH

~ KOLESTEROL

StAR &

[l
FREGNEMNOLON — PROGESTERON

11 7 hidrok=ilaz

1 0OH-FROGESTERON
TERA HUCRESI lwzn liyaz
ANDROSTENEDIGN
17 beta
TESTOSTERGN

‘ +— Insilin Artisi

|

HIPERANDROJENIZM

Sekil 2.1. Insiilin artis1 ve LH’1n tekal hiicrelerdeki yanit1: Hiperandrojenizm [28].

Insiilinin yumurtaliklar iizerindeki ilk etkisi yumurtalik steroid iiretimini uyarmasidir.
Hiperinsiilinemi ile hiperandrojenizm arasinda kuvvetli bir iliski vardir. Insiilin IGF-I
reseptoriine baglandiktan sonra LH’a yanit olarak tekal androjen sentezi artar.
Bundan dolay1 insiilin direnci obezitenin bir karakteridir ve sonucta bu kadinlarda
hiperinsiilinemi asir1 androjene sebep olmaktadir. Bununla birlikte, obezite ve
hiperinsiilinemi PKOS’un iki Onemli metabolik resmini olustururlar ve
hiperinsiilineminin derecesi ile obezitenin derecesi arasinda pozitif bir iliski vardir

[21].

Obezite ile PKOS kuvvetli bir sekilde iligkilendirilmistir ve obeziteye hastalarin en
az %30’unda rastlanilmasi ile birlikte bazen bu oran %75’e¢ kadar c¢ikmaktadir.
SHBG seviyesi viicut yaginin artmasiyla azalmaya meyil gosterir. SHBG, 0Ostrojen,
uyarict faktorler olarak biiyiime hormonlari, androjenler, baskilayici faktorler olarak
instilin gibi yapilart igeren bir kompleks faktorler toplulugu tarafindan diizenlenir.
Obezitede hiperinsiilinemi insiilin direnci ve karacigerde SHBG sentezi

inhibitdrlerine kars1 galip gelir [7].



1980’11 yillarin basindaki calismalar ilk kez PKOS’lu kadinlarin normal kadinlara
gore dolagimda yiiksek insiilin seviyelerine sahip olduklarini goéstermistir. Bu
gbzlemler viicut agirhigindan bagimsiz olarak gergeklesmistir ¢iinkii obez ve obez
olmayan PKOS’lu kadinlarda hipereinsiilineminin kanitlart bulunmustur. Ilave
caligmalar insiilin direncinin altinda yatan hiperinsiilinemi ile bagdastirilmis ve
giiniimiizde PKOS’Iu kadinlarin %50 ila %70’inde insiilin direnci oldugu tahmin
edilmektedir. Bu gézlem glikoz toleransinin artmasi riski ya da tip 2 diabet gelisimini
akla getirmistir ki bunun normal kadinlardan 5 ila 10 kat fazla oldugu tahmin

edilmektedir [43].

Dislipidemi

PKOS, dolasimda artmus LDL ve azalmis bir HDL seviyesi ile karakterizedir. Bu

durum obezite ile iliskilendirilmektedir [32].

2.1.2. Klinik belirtiler

Adet diizensizlikleri

Adet diizensizlikleri PKOS’un en yaygin klinik tablolarindan biridir. Sik olmamak
kaydiyla diizensiz adet donemlerinin goriilmesi olan “Oligomenorrhea”, PKOS’lu
kadinlarin yaklasik %85-90’1nda goriiliirken, hi¢ adet doneminin goériilmemesi olan

“Amonerrhea” PKOS’Iu kadinlarin %30-40’1 arasinda goriiliir [2, 26].

Hirsutizm (killanma)

Killanma, erkek tipi basin yan kisminda asir1 sa¢ ¢ikmasi ve 0,5 cm’den daha uzun
olmasi olarak tanimlanmaktadir [44]. Bunun yani sira dudaklar istiinde biyik
seklinde, ¢ene altinda, gogiisler arasinda, gdobek hatti boyunca, bacaklarin iist
kisimlarinda, sirtta ve kalcada PKOS’a bagh killanma goriilmektedir [44]. Sekil
2.2’de PKOS’a bagl killanmanin dagilim gosterdigi bolgeler ve gelisim seyri

gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Viicudun degisik bolgelerinde PKOS’a bagli killanmanin gelisimi [44].

Polikistik yumurtaliklar

2003 Rotterdam tani kriterlerine gore yumurtalik ultrason goriintiisiinde bir
yumurtalikta 2-9 mm capinda boncuk seklinde dizilmis 12 veya daha fazla folikiil
bulunmasi ve/veya yumurta hiicresi hacmi 10 cc’den biiylik olmasi PKOS tanisi
koymak i¢in gereken kosullardan biridir. Sekil 2.3’te polikistik yumurtaliklarin

ultrasonografik goriintiisli yer almaktadir [45, 30].
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Sekil 2.3. Yumurtalikta boncuk seklinde dizilmis folikiillerin ultrason goriintiisii
[19].

Yumurtaliklardan birinde polikistik yapinin goriilmesi polikistik over tanimi i¢in
yeterlidir. Histolojik olarak yumurtaliklarda fazla sayida folikiil bulunur, i¢ teka
hiicre katmaninda hipertrofi ve luteinizasyon olusmustur ve over tunikasi
kalinlagsmustir [45, 30]. Sekil 2.4’de A: cerrahi operasyonla ¢ikarilmig yumurtalik, B:
yumurtalik i¢inde dizilmis polikistik yap1 goriilmektedir.

Sekil 2.4. Yumutaliklardaki polikistik yapilar: A: cerrahi operasyonla ¢ikarilmis
yumurtalik, B: yumurtalik i¢inde dizilmis polikistik yap1 [19].

2.2. Polikistik Over Sendromu ile iliskili Oldugu Diisiiniilen Genler

Polikistik over sendromu, endokrinolojik anormallikler, insiilin direnci ve menstruel
anormalliklerle seyreden karmasik metabolizmaya sahip bir hastalik oldugu igin

genetik yapisinin anlagilabilmesi i¢in pek ¢ok calisma yapilmistir. Bu kapsamda
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PKOS ile iliskili oldugu diisiiniilen genler ve diinya iizerinde yapilmis ¢alismalar

asagidaki bagliklar altinda incelenmistir.

2.2.1. AR (androjen reseptir) geni

Polikistik over sendromunda dolasimdaki androjenlerin seviyesi yiiksek oldugu i¢in,
hastaligin buna bagl olabilecegi diisiiniilmiistiir. Androjen islevine, transkripsiyon
faktorii ailesine liye olan androjen reseptorii (AR) aracilik etmektedir. 4R geni, insan
Xql1.2-12 kromozomu iizerinde yer alir, 90 kb uzunlugundadir, 8 ekzon igerir ve
917 amino asitten olusan androjen reseptor proteinini kodlar. Ekzon 1’deki 58. kodon
tizerinde bulunan CAG fi¢lii polimorfik yapi, androjen reseptdriiniin N terminal
bolgesinin poli glutamin uzamasi islevini kodlamaktadir. Yapilan in vitro ve in vivo
caligmalarda CAG tekrarlar1 ile AR fonksiyonunun birbiriyle iligkili oldugu
bildirilmistir. [57,41].

2005 yilinda Jarmo Jaéskeldinen ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada AR
geni tekrarlayan CAG dizileri polimorfizmi ile PKOS arasinda bir iligki olmadig:

gosterilmistir [41].

2008 yilinda Jin Ju Kim ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada AR geninin tekrarlayan
CAG dizi polimorfizmi ile PKOS arasinda bir iligki olmadigi tespit edilmistir [57].

2.2.2. Nos3 (nitrik oksit sentetaz) geni

Nitrik oksit (NO) eksikligi gibi durumlarda gelisen endotelyal bozukluk ve hasarlar;
damar yaglanmasi, hipertansiyon, kalp hastaliklari, insiilin direnci ve tip 2 diyabetin
baslangi¢ adimlarin1 akla getirmektedir. NO’in temel gorevi damarlar1 genisletmek
ve kas gevsemesini saglamak olmasina ragmen pubertal gelisim, yumurtlama
kapasitesi, erken embriyonik gelisim, gebeligin yonlendirilmesi ve menopozun
zamanlanmasi gibi ¢oklu gorevleri de vardir. Nos3 geni insan 7q35-36 kromozomu
tizerinde bulunur ve endotelyal nitrik oksit sentetaz (eNOS) enzimini kodlar. eNOS

enzimi serbest radikal nitrik oksitin iiretilmesini katalizler. Nos3 geni ekzon 7 ve
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intron 4 bolgelerinde meydana gelen VNTR polimorfizminin eNOS islevini
etkileyerek NO sentezinin zayiflamasina sebep oldugu bilinmektedir. Ancak 2008
yilinda KatharinaWalch ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada PKOS ile bu

polimorfizm arasinda bir iligkinin olmadig1 tespit edilmistir [75].

2.2.3. ER-f} (dstrojen reseptor ) geni

Ostrojen faaliyeti, transkripsiyon faktorii iist ailesinin cekirdek reseptdriine ait olan
ostrojen reseptdrii (ER) vasitasiyla gerceklesir. Ostrojen reseptorii, ER-o. ve ER-B
olmak iizere iki sinifa ayrilmustir. Insan granulosa hiicrelerinde sadece ER-B’nin
mRNAs1 tespit edilmistir ve bunun folikiiler biiylimede ve oosit gelisiminde dnemli
bir rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bu sebeple ER-f geninde meydana gelen bir
bozuklugun folikiiler gelisimi bozdugu ve bu durumun PKOS’a sebep olabilecegi

distintilmistiir [47].

Jakimiuk ve arkadaslarinin 2002 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada PKOS’lu kadinlarda
bozulan ER-f ifadesinin granulosa ve teka hiicrelerinde meydana getirdikleri

degisiklikleri gostermislerdir [42].

Jin Ju Kim ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklari ¢alismada ER-f geninin G/A
polimorfizminin PKOS ile iligkili oldugu tespit edilmistir [47].

2.2.4. SHBG (cinsiyet hormonu baglayici globulin) geni

Insan cinsiyet hormonu baglayici globulin (SHBG), dihidrotestosteron, testesteron ve
Ostradiole 6zgiin tasiyici bir proteindir. Bu glikoprotein insan 17. kromozomunun
kisa kolu iizerinde yer alan 4 kb biiyiikliiglindeki bir gen tarafindan kodlanir.
Insanlarda, ¢ogunlukla cesitli hormonal ve metabolik diizenleyicilerin kontrolii
altinda karacigerde sentezlenir. SHBG nin sentezi Ostrojenler ve tiroid hormonlari
tarafindan uyarilirken, androjenler ve insiilin tarafindan baskilanir. Polikistik over
sendromlu ve hiperandrojenizmin akne ve killanma belirtilerini gosteren kadinlarda

cogunlukla serum SHGB seviyesi diisiik bulunmustur [12].
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Xita ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada SHGB’nin (TAAAA), dizisi ile PKOS’un
iligkili oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada PKOS’lu kadinlarin saglikli kadinlara
gore oldukea biiytik siklikta (8 tekrardan fazla) (TAAAA), allellerine sahip olduklar
tespit edilmistir [3]. Bendlova ve arkadaglarinin 2007 yilinda SHBG gen
polimorfizmi tlizerine yaptiklar1 ¢alismada PKOS ile iliski tespit edilmemistir [12].

2.2.5. Interlikin (IL) 6 geni

Interlokin-6, 185 amino asitten olusan bir glikoproteindir ve ¢esitli fizyolojik ve
patofizyolojik siireclerin igerdigi pleiotropik bir sitokindir. /L-6’nin, damar
yaglanmasi, kalp damar hastaliklari, kemik erimesi, alerjik reaksiyonlar ve tip 2
diabetin énemli bir risk faktorii olan hepatik C reaktif protein (CRP)’nin iiretiminin
artmasinda rol oynadig1 bilinmektedir. Ureme metabolizmasinda IL-6, parakrin ve
otokrin gibi endokrin aktiviteye sahiptir. Fare deneylerinde tiimor nekroz faktor ve
IL-6 iiretiminin artirilmasi, folikiiler kistik yumurtaliklar1 ortaya ¢ikarmistir. insan
1L-6 geni kromozom 7p21-24 tizerinde yer alir ve 330 bg biiyiikliigiinde bir promotor
igerir. /IL-6 geninin promotor bolgesindeki yaygin A/G polimorfizmi ¢ok fonksiyonlu
sitokinlerin transkripsiyon orani iizerine etki eder. /L-6 gen polimorfizminin androjen
seviyelerinin ve insiilin hassasiyetinin diizenlenmesine etki ettigi diisiiniilmektedir

[74].

Walch ve arkadaglarinin 2004 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada /L-6 geninin promotor
bolgesindeki A/G polimorfizmi ile PKOS arasinda bir iliski tespit etmislerdir [74].

2.2.6. ACE (anjiotensin doniistiiriicii enzim) geni

Renin anjiotensin sisteminin oosit olgunlagmasi, yumurtlama ve steroid tiretimi
tizerinde etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Anjiotensin doniistlirlici  enzim,
yumurtalik gibi pek cok dokuda ifade olunan RAS (Renin Anjiyotensin Sistem)
ailesinin bir iiyesi olan ACE geni tarafindan kodlanir. ACE ve iiriinlerinin sigirlarda
yumurtalik gelisimi, mayoz ve steroid sentezinde etkili oldugu gozlenmistir. ACE

geni intron 16 bolgesinde 287 bglik ALU tekrarlayan sekanslarini igeren insersiyon
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(I) ve delesyon (D) polimorfizmlerini igerir. Bunun sonucunda DD, II ve DI
genotipleri olusur. Homozigot D allelini iceren bireylerde serumda yiiksek seviyede
enzim bulundugu, homozigot I allelini iceren bireylerde enzim seviyesinin diigiik
oldugu ve heterozigot DI bireylerde ise serum enzim seviyesinin orta seviyelerde

oldugu gozlenmistir [10].

2011 yilinda Bayram ve arkadaslarinin yaptigi bir c¢alismada ACE geni I/D
polimorfizmi ile PKOS arasinda iligki oldugu tespit edilmistir [10].

2.2.7. CYP11A geni

CYP11A geni androjen biyosentezinin en Onemli etkenlerinden biridir. Bu gen
kolesteroliin pregnenolona doniismesini saglayan P4540scc (P450 yan zincir
baglayici) enzimini kodlar. Kolesteroliin pregnenolona donlismesi yumurtalik steroid
iretiminin baglangi¢c adimlarindan biridir [65]. Bu genin translasyon tarafinda yer
alan 528 belik bir mikrosatellit polimorfizminin (tttta)n, PKOS ve serum testosteron

seviyeleriyle iliskili oldugu diisiiniilmiistiir [24].

Akgiil ve arkadaglar1 2011 yilinda Tiirk ergen kadinlarn iizerinde CYP11A gen

polimorfizmini arastirmiglar ve PKOS ile bu gen arasinda bir iligki tespit etmislerdir

[1].

Diamanti-Kandarakis ve arkadaslarinin 2000 yilinda Yunan kadinlariyla yaptiklari
calismada CYP11A mikrosatellit polimorfizminin (tttta)n serum testosteron seviyesi
ve PKOS ile iliskili oldugu gosterilmistir [24]. Pusalkar ve arkadaslarinin 2009
yilinda yaptiklar1 bir calismada CYP11A gen polimorfizmi ile PKOS arasinda iligki
oldugu gosterilmistir [65].

2.2.8. Insiilin reseptor (INSR) geni

PKOS’un klinik belirtileri arasinda insiilin direnci, hiperinsiilineminin bulunmasi ve

tip 2 diabet gelisme olasiliginin yiiksek olmasi sebebiyle insiilin reseptor geni
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arastiricilarin dikkatini ¢ekmistir. /NSR geni, 120 kb biiyiikliigiinde 22 ekzon igerir
ve insan kromozomu 19p13.3 iizerinde bulunur. Insiilin reseptdrii, tirozin kinaz
reseptdr ailesinin bir iiyesidir. Insiilin reseptoriiniin tirozin kinaz egemen kismini
kodlayan ekzon 17-21 arasinda meydana gelen bir mutasyon, insiilin direnci ve
hiperinsiilinemi ile iliskilendirilmistir [12,39]. Insiilin, androjenlerin yumurtalikta
tretimini ve salgilanmasimi uyararak, yumurtaliklarin LH ve FSH iizerindeki
stereidogenik yanitina etki eder ve yumurtalik folikiillerinin apoptozunu baskilayarak
kist formunun olusmasina sebep olur [53]. Bu sebeple INSR gen polimorfizmi ile

PKOS arasinda bir iligki olabilecegi diisiintilmiistiir.

2008 yilinda Valdés ve arkadaslari /NSR geni Gly972Arg varyantlari ile PKOS

arasinda bir iligki olmadigini tespit etmiglerdir [71].

Baba ve arkadaglarimin Japon kadinlari iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, PKOS’lu
kadinlarin 7RS-1 972 Arg allellerini saglikli kadinlara gére anlamli bir seviyede fazla
bulundurduklarini tespit etmislerdir [6].

PKOS’lu kadinlarda yapilan bir calismada bu bolgede His 1085 C/T polimorfizmi
tespit edilmistir [53]. Lee ve arkadaslarinin /NSR geni tek niikleotit polimorfizmini
arastirdiklar1 bir ¢calismada PKOS ile polimorfizm arasinda istatistiksel olarak bir

iligki tespit edememislerdir [53].

2010 yilinda Ioannidis Anastosios ve arkadaslarmin yaptign calismada Insiilin
Reseptor geni Gly972Arg polimorfizminin PKOS ile ilskili oldugu bildirilmistir.
[39].

2.2.9. Calpain 10 ailesi

CAPN 10 kodlayan gen 2q37.3 kromozomu iizerinde yer alir, 31kb biiytikliigiinde 15
ekzon igerir. Calpainler biitiin dokularda bulunan, lizozomal sistein proteaz olmayan
bir ailedir. Calpain her bolgede ifade olmasina karsin pankreatik ada hiicrelerinde,

kaslarda ve karacigerde artmis bir transkripsiyonel aktivite gosterir ki bu durum
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insiilinin ve hepatik glikoz iiretiminin diizenleyici bir pargast oldugunu

diistindiirmektedir [60, 77].

2007 yilinda Wiltgen ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada CAPN 10 geni UCSNP-43
polimorfizmi ile PKOS arasinda iliski oldugu, ancak CAPN 10 geni UCSNP-19 ve
UCSNP-63 polimorfizmleri ile PKOS arasinda bir ilgki bulunmadig: bildirilmistir
[77].

Gilinaltil’'nin 2010 yilinda yaptig1 “Polikistik Over Sendromunda Capn 10-19
(Kalsiyum Ile Aktive Edilmis Nétral Proteinaz 10 Snp 19) Ve Capn 10-43 (Snp 43)
Polimorfizmin Arastirilmasi, Gen Direnci Ve Klinik Parametreler ile Iliskisi” isimli
tez caligmasinda CAPN 10-19 genotip ve allel dagilimlarn ile PKOS arasinda bir
iliski bulunmadigr ancak CAPN 10-43 polimorfizminde A allel siklig1 ile PKOS

arasinda iligski bulundugu gézlenmistir [37].

Marquez ve arkadaglarinin yaptiklari bir ¢alismada CAPN 10 UCSNP-43 bolgesinde
yaygin olmayan bir A allelinin varliginin artmig PKOS riski ile iligkili oldugu, CAPN
10 UCSNP-63 ve UCSNP-19 boélgeleriyle PKOS arasinda bir iliski olmadig: tespit
edilmistir [64]. 2002 yilinda Gonzalez ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada
CAPN 10 geni intron 3’te bulunan SNP-44 ve intron 6’da bulunan SNP-19
bolgesindeki polimorfizmler ile PKOS arasinda iliski oldugunu tespit etmislerdir

[35].

2.2.10. CYP 19 geni

CYP 19 geni insan 15. kromozomu {izerinde yer alir ve aromatazlarin en onemli
bileseni olan sitokrom P450’yi kodlar. Aromataz, androjenlerin Ostrojenlere
doniligmesini saglayan anahtar enzimdir. CYP 19 geninde aromataz aktivitesinin
varyasyonlari ile iligkilendirilmis degisik polimorfizmler bulunmaktadir. Bir sessiz
tek niikleotit polimorfizmi (SNP) olan C1558T (mRNA’nin ifade olmayan 30
bolgesinin yerini tutar), meme kanseri hiicrelerinin aromataz mRNA diizeyleriyle

iligkilendirilmistir [73].



18

2.2.11. CYP 17 geni

CYP 17 geni insan 10q24.3 kromozomu iizerinde yer alir ve 8 ekzondan olusur
[23,27]. CYP 17 cDNA’s1 1527 bg biiyiikliigiindedir ve 508 aminoasitten olusan bir
proteini kodlar [72]. CYP 17 geninin kodladig1 sitokrom P450c17a enzimi hem 17a-
hidroksilaz hem de 17,20-liyaz aktivitesi gdsterir ve steroid hormon iiretiminde iki
onemli adimda gorev alir [36]. 17a- hidroksilaz ve 17,20-liyaz aktivitesi ¢gogunlukla
insan adrenal bezlerinden sentezlenen DHEA’ya cevap olarak ortaya ¢ikar.
DHEA (dehidroepiandrosteron)’nin dolasimdaki seviyesi 6-7 yas arasinda artmaya
baslar ve 10-20 yas arasinda maksimum seviyeye ulasir. /n vivo ve in vitro ¢alismalar
DHEA’nin obezite karsiti, tiimdr karsiti, yaslanma karsiti1 ve kanser karsit1 etkiler ile
giiclii bir iliskisinin oldugunu gostermistir [18]. P450c17a ozellikle adrenal bezler,
testis Leydig hiicreleri ve yumurtalik tekal hiicreleri ilizerinde ifade olur [66].
P450c170 enzim aktivitesindeki bozuklugun yumurtalik androjen yiiksekliginin
temel sebebi oldugu gozlenmistir [25]. Artmis P450c17a enzim aktivitesi polikistik
over sendromunda androjen biyosentezini ve salgisini artirmaktadir. Wickenheisser
ve arkadaslar1 in vitro kusullarda PKOS’lu hastalara ait yumurtalik teka hiicrelerinin
normal kadinlarinkine goére artmis bir CYP 17 ifadesi gosterdigini ifade etmiglerdir.
CYP 17 geninin promotor bolgesinde 34 bglik bir T/C polimorfizmi gézlenmistir
[65].

Gorai ve arkadaslarinin 2007 yilinda Japon kadinlar1 {izerinde yaptiklar1 bir
aragtirmaya gére DHEA, androjen, E2 biyokimyasal parametreleri ile PKOS arasinda
onemli bir iligki tespit edilmistir. [36]. Diamanti-Kandarakis ve arkadaslarinin 1999
yilinda PKOS’lu Yunan kadinlar ile yaptiklar1 bir ¢calismada ise CYP 17 promotor

bolgesinde polimorfizm saptanmustir [25].

Souiden ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada prostat kanseri ile CYP
17 T/C polimorfizmi arasinda iligki saptanmistir [68].

Bentz ve arkadaslarinin 2008 yilinda transekstieller iizerinde yaptiklar1 bir

arastirmada ise cinsiyetini kadindan erkege degistiren bireylerde CYP 17 geni T/C
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allel siklig1 bakimindan normal kadinlarla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gbzlenmigken, cinsiyetini erkekten kadina degistiren bireylerde bu allel bakimindan
bir farklilik tespit edilmemistir [14]. Bu durum CYP 17 genindeki bozukluklarin
ozellikle kadmlar {izerinde erkeklesme bakimindan etkili  olabilecegini
distindiirmektedir. CYP 17 genindeki polimorfizmlerin meme kanseriyle de
baglantili olabilecegi yoniinde goriisler vardir. Kuligina ve arkadaslarinin 2000
yilinda yaptiklar1 bir calismada ise meme kanseri ile CYP 17 gen polimorfizmi
arasinda bir iligki tespit edilmemistir [50]. Yine Miyoshi ve arkadaslarinin yaptiklari
bir ¢alismada meme kanseri ile CYP 17 gen polimorfizmi arasinda bir iliski
bulunmadig tespit edilmistir [61]. Pusalkar ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklari
bir ¢aligmada PKOS’lu hastalarla normal bireylerin CYP 17 promotdr bdlgesinde bir
T polimorfizmi oldugu saptanmustir [65]. Echiburu ve arkadaslar1 2008 yilinda
yaptiklar1 bir ¢alismada artmis insiilin direnci ve yliksek kilolu PKOS’lu kisilerde
CYP 17 promotor bolgesinde bir T/C polimorfizmi tespit etmislerdir [27]. Prostat
kanserinin cinsiyet hormonlariyla iligkili oldugu diisiiniildiigii i¢in bu hastaliga CYP
17 genindeki bir bozuklugun sebep olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak 2003 yilinda
Lin ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada CYP 17 geni C/T polimorfizmi ile
prostat kanseri arasinda herhangi bir iligskinin bulunmadig: tespit edilmistir [20]. Wei
ve arkadaglarmin 2010 yilinda yaptiklari bir c¢alismada yine CYP 17 gen
polimorfizmi ile prostat kanseri arasinda bir iligki bulunmadig1 tespit edilmistir [76].
Berstein ve arkadaslarinin 2002 yilinda yaptiklart bir ¢alismada CYP 17 geni CC

polimorfizmi ile endometrium kanseri arasinda bir iliski tespit edilmistir [15].
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3. MUTASYON ANALIZINDE KULLANILAN YONTEMLER

3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

1980’ li yillarin ortalarinda Mullis ve arkadaslar tarafindan gelistirilen polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR), yiiksek sicakliklarda yasayabilen bir bakteri tiirii olan
Thermus aquaticus’tan elde edilen Taq polimeraz enzimi vasitasiyla DNA’nin
istenilen bir bolgesini ¢ogaltma prensibine dayanir [64,31]. Bu teknikte sentetik
oligoniikleotit olan bir ¢ift primer kullanilir ki bunlardan her biri ¢ift iplikli DNA’nin
bir ipligini ¢ogaltir. Kalip DNA’ya baglanan primerlere Taqg DNA polimeraz
aktivitesiyle deoksintikleotitler eklenerek DNA kopyasi elde edilir. Klasik bir PZR

reaksiyonu ili¢ basamakta gerceklesir:

94-95°C’de ¢ift iplikli DNA’nin denatiirasyonu
60 °C’de DNA’nin her bir ipligine primerlerin baglanmasi
72 °C’de primerlerin uzamasi. [64]. Polimeraz zincir reaksiyonunun basamaklari

Sekil 3.1.°de gdsterilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonunun her basamagi reaksiyon tiipii icerisinde spesifik
sicakliklarda gergeklesir. Ilk adim olan kalip DNA’nin denatiirasyonu ortalama
94°C’de 1-5 saniye siirer. Bu islem sirasinda ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin zincirleri
arasindaki baglar koparak tek iplikli DNA olusmasini saglar. ikinci adim primerlerin
DNA zincirlerine baglanmasidir. Ileri primer DNA’nm bir zincirine, geri primer ise
diger zincirine spesifik bolgelerden baglanir ve bu agama primerin uzunluguna bagh
olarak degisen 40-70°C’ler arasinda gerceklesir. Daha sonra 70-75 °C’de Taq DNA
polimeraz aktivitesiyle reaksiyon tiipli icerisinde serbest halde bulunan
deoksintikleotitler primerlere baglanir ve her bir primer uzatilir. Bu ii¢ basamakl
reaksiyon genellikle 25-45 kez tekrar edilir ve sonug¢ olarak hedeflenen bdlgenin

milyonlarca kopyasi elde edilir [31].

Bir PZR karisimi igerisinde bir adet kalip DNA molekiilii, oligoniikleotit primerler,
deoksintikleotit trifosfatlar (AINTP) ve Taq DNA polimeraz bulunmak zorundadir.
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PZR ilk kesfedildiginde E.coli’den izole edilen DNA polimeraz I enzimi
kullanilmistir. Ancak bu enzim sicakliga karsi duyarli oldugu i¢in her reaksiyon
baslangicinda yeniden eklenmek zorunda kalimmistir. Cilinkii kalip DNA
molekiiliiniin denatiirasyonu 94°C’de gerceklesmektedir. Yiiksek sicakliklarda
yasayan Thermus aquaticus’tan izole edilen Taq DNA polimeraz enziminin
kesfedilmesinden sonra PZR metodu oldukga etkili bir sekilde gelisim gdstermistir.
Taq DNA polimeraz 94-kDa kiitleye sahip bir proteindir. En iyi aktivite gosterdigi
sicakliklar 75-85 °C arasindadir [58].

Reverse

Primer

———
—/

IIII;
I|IIL7II

———
—/

72 °C’de primerlerin o o

94-95°C’de ¢ift iplikli

) U || -
— DNA’nin denatiirasyonu T i uzamasi 1 1
3’5’ 3’ 5’ 35 35
Forvard
Primer
—
o —— /

60 °C’de primerlerin baglanmasi

Sekil 3.1. PZR ’nin ii¢ basmagi
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3.2. Restriksiyon Fragmentleri Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon fragmentleri uzunluk polimorfizmi genellikle biitiin genomu karakterize
etmek ya da genomdaki farkliliklart gostermek igin kullanilir. Bu siiregte genomik

DNA’nin ¢ikarilmasi ve saflastirilmasi yer alir [62].

Restriksiyon enzimleri ¢esitli bakteri tilirlerinden izole edilmis, DNA molekiiliinii
spesifik bolgelerinden kesen proteinlerdir. Restriksiyon endoniikleazlar genellikle
DNA’y1 4-6 bazlik dizilerde taniyarak keserler. Bireyler ya da populasyonlar
arasindaki DNA farkliliklar1 bu enzimler tarafindan spesifik bolgelerin taninarak
kesilmesi ve kesilen parcalarin Olglilmesi prensibiyle ortaya g¢ikarilir. Dokulardan
saflagtirrllan DNA ya da PZR sonucu olusan iirlinlerin restriksiyon enzimleriyle
kesilip ardindan agaroz jellerde goriintiilenmesi sonucu farkliliklar saptanir [70, 17].
Mutasyonlar DNA’nin herhangi bir bolgesini degistirdikleri i¢in enzimin kesim
noktasini degistirir ve boylece degisik biiyiikliiklerde kesim tiriinlerinin olusmasina
sebep olurlar. Bu sayede olusan spesifik {iriinlerin varligiyla RFLP yontemiyle
mutasyon analizi yapilmaktadir [11]. Sekil 3.2°de CYP 17 geni PZR iiriinlerinin

MspAI I enzimi ile kesilmesi sonucu olusan bantlar goriilmektedir.

8 1112 13 M 18 19 20 22 24 32 6B

Sekil.3.2. CYP 17 geni PZR iiriinlerinin MspA1 1 enzimi ile kesilmesi M: 100 bglik
marker, 6,12,13,20,68: TT homozigot normal birey, 11,24: CC homozigot
mutant birey, 4,7,8,18,19,22,32: TC heterozigot mutant birey [78].
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3.3. Agaroz Jel Elektrofezi

Elektroforez, yiiklii partikiillerin elektriksel akim altinda hareket etmelerini esas alan
bir tekniktir. Ilk elektroforez uygulamasi 1937 yilinda Tiselius tarafindan kan
serumundaki albumin ve globulinlerin ayristirilmasiyla yapilmistir.  Yapilan
arastirmalarda elektroforez alani olarak silika jeller, kagit, akrilamid jel ve agaroz jel
kullanilmistir.  Bu  teknik  peptitlerin, proteinlerin ve oligoniikleotitlerin

ayristirilmasinda oldukga etkilidir ve yaygin olarak kullanilmaktadir [40].

Agaroz ya da poliakrilamid ile yapilan jel elektroforezleri niikleik asit karigimlarini
¢ozmekte oldukca etkin yontemlerdir. Elektroforez islemlerinde kullanilan jeller
elektrik akimiyla hareket eden molekiillerin korunmasinin yaninda tespit edilmesini
de saglarlar. DNA molekiiliiniin elektroforezinde genellikle agaroz jeller kullanilir ve
DNA’y1 molekiiler agirligina gore ayirmay: saglar. Jel lizerinde kiiglik molekiiller
biiylik olanlara gére daha hizli hareket ederler. Bu sayede jel i¢cinde hareket eden
DNA molekiilleri belli bir siire akima maruz birakildiklarinda biiytikliiklerine gore
ayrilmis olurlar. Agaroz, 120-kDa agirliginda bir polisakkarittir. Elektriksel alanda
hareket edecek DNA molekiiliiniin biiytlikliigli agaroz jelin konsantrasyonuna
baglhdir. Agaroz belli tamponlarin igerisinde ¢oziildiigiinde por seklinde yapilar
meydana getirir. Eger jelin konsantrasyonu ¢ok yiiksek olursa por capi kiiciilecegi
icin biiyiikk boyuttaki DNA molekiilleri buraya sigamaz ve hareket edemez. Jelin
konsantrasyonunun c¢ok diisiik oldugu durumlarda ise olusan porun ¢api biiyiik
olacagi icin kiigiik molekiiler agirliga sahip DNA’lar hizla hareket edecek ve jelden
diisecektir. Bu sebeple agaroz jel elektroforezi uygulamasi sirasinda bu durumlar géz
Oniine alinarak jel konsantrasyonu belirlenmelidir [63, 29, 22]. Sekil 3.3’te sirasiyla

elektroforez gii¢c kaynagi, jel tabagi ve yiiriitme tanki gosterilmistir.



Sekil 3.3. Sirastyla; elektroforez gii¢ kaynagi, jel tabagi ve yiiriitme tanki
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Materyal

4.1.1. Kan orneklerinin toplanmasi

Bu calismada 119 polikistik over sendromu teshisi konmug (PKOS) hasta ve 136
kontrol olmak iizere toplam 255 bireyden aliman kan 6rnegi kullanilmistir. Kan
ornekleri Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin Hastalig1 ve Dogum
Klinigi Unitesi ve Giilhane Askeri Tip Akademisi Kadin Hastaligi ve Dogum Klinigi
Unitesi’nden saglanmistir. Alinacak o6rneklerinin temininde Giilhane Askeri Tip
Akademisi Komutanligi Etik Kurul tarafindan onaylanmig “Bilgilendirilmis Gondillii
olur formu” kullanilmistir (Ek-A, Ek-B). Tiim bireylerden etik kurulda belirtilen ve
onaylanan kosullara bagli kalinarak EDTA’l1 tiiplere 9 ml periferik kan alinmastir.
Polikistik Over Sendromunda CYP 17 Gen Polimorfizminin Belirlenmesi konulu
tezde yapilan tiim deneysel ¢alismalar, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji

Boliimii, Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’ nda gerceklestirilmistir.

4.1.2. Kimyasal maddeler

Periferik Kandan DNA Izolasyonu I¢in Kullanilan Cézeltiler ve Tamponlar

Eritrosit parcalama tamponu: 1,5 M NH4CI, 100 mM NaHCOs, 0,5 M EDTA
(pH:8,0).

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

Proteinaz K (20 mg/ml): 0,2 gr proteinaz K, 10 ml TE tamponu.

%10’ luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS): 10 gr SDS 100ml steril distile su igerisinde
¢oOziilerek hazirlanmistir.

Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ¢ozeltisi: Fenol, kloroform ve izoamil alkol
verilen oranlarda karigtirilarak elde edilmistir ve kullanilmadan 6nce 24 saat +4

°C’de bekletilmistir.



26

2M Sodyum asetat (NaCH3CO,) Cozeltisi: 1,64 gr sodyum asetat, 100 ml distile su
i¢cerisinde ¢oziilerek hazirlanmustir.

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

TE ¢ozeltisi: 10 mM Tris (pH: 8,0), 1 mM EDTA (pH: 8,0).

Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Tampon ve Cézeltiler

Tagq polimeraz tamponu 5x: GoTaq Flexi (Promega)

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

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

Taq polimeraz: 5U/ul (Promega)

Primerler: Calismada kullanilan primer ciftleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Agaroz Jel Elektroforezi Icin Kullanilan Cozeltiler

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

Agaroz: % 2’lik agaroz TAE tamponunda ¢oziilerek hazirlanmistir.

Yiikleme tamponu. 40 gr siikroz, 0,025 gr bromofenol mavisi, 0,25 gr ksilen siyanol
100 ml distile su icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Etidyum bromiir: 10 mg/ml

Molekiiler agirlik belirteci (Marker) :100 bg’lik (FERMENTAS)

PZR- RFLP icin Gerekli Enzimler

MspA1l I Enzimi: Enzim (FERMENTAS), tampon, bovine serum albumine (BSA)

4.2. Metot

4.2.1. DNA izolasyonu

PKOS’lu ve kontrol grubu bireylerden EDTA’11 tiiplere 9 ml periferik kan alinmistir.
Tiiplerdeki kanlar hafifce altiist edildikten sonra 50 ml’lik falkon tiiplere
aktarilmustir. Uzerlerine 25 ml eritrosit par¢alama tamponu eklenmistir. Falkon tiipler

calkalanarak tamponun kan ile karigmasi saglanmis ve 20 dk buza gomiilerek
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bekletilmistir. Ornekler daha sonra 4000 rpm’de 4 °C’de 20 dk santrifiije edilerek
parcalanmis kan hiicreleri ile eritrosit pargalama tamponunun birbirinden ayrilmasi
saglanmistir. Ardindan istteki slipernatantin bir kismi dokiilerek hacmin 2,5 kati
kadar eritrosit parcalama tamponu yeniden eklenerek 4000 rpm’de 4 °C’de 20 dk
santrifiije edilmistir. Bu isleme pellet tabakasinin lizerinde beyaz 16kosit tabakasi
goriilene kadar devam edilmistir. Beyaz tabaka goriildiigiinde siipernatant
dokiilmiistiir. Daha sonra kalan pelletin tizerine 1000 pl eritrosit pargalama tamponu
ilave edilmis ve vorteksle homojen hale getirilmistir. Falkon tiipiinden 200 pl 6rnek
1,5 ml’lik eppendorf tiipiine alinip isleme devam edilmis geriye kalan ornek
depolanmustir. Islem yapilacak eppendorf tiipiine 500 ul STE, 30 ul SDS (% 10°luk),
20 pl Proteinaz K ilave edilmis ve bir gece 56 °C su banyosunda bekletilmistir. ikinci
giin 6rnegin lizerine 750 ul fenol: kloroform: izoamil alkol ilave edilmis ve 10 dk
elde alt iist edilerek calkalanmistir. Ardindan 6rnekler 20 dk buzda bekletilmistir.
4000 rpm’de 4 °C’de 20 dk santrifiije edildikten sonra olusan 2 fazdan iist kisim
pipet ile yeni bir tiipe aktarilmus, iizerine de 1:1 oraninda kloroform ilave edilmistir.
Ornek 10 dk elde alt iist edilerek calkalandiktan sonra 20 dk buzda bekletilmistir.
4000 rpm’de 4 °C’de 20 dk santrifiije edildikten sonra siipernatant yine pipet yardimi
ile dikkatlice baska bir eppendorfa alinmistir. Hacmin 1\10’u kadar Na asetat ve
toplam hacmin 2 kati kadar % 95’lik etanol ilave edilip DNA iplik¢ikleri beyaz
yumak seklinde gériiniir hale gelinceye dek tiip yavasca alt {ist edilmistir. Ornek -20
C’de 1 gece bekletilmistir. Ugiincii giin 6rnek 4000 rpm’de 4 °C’de 20 dk santrifiije
edildikten sonra sivi kisim dokiilmiistiir. Tiipe 500 pl %70’lik etanol ilave edilip 20
dk 4000 rpm’de 4 °C’de santrifiije edilmistir. Santrifiij sonrasi alkol dikkatlice
dokiiliip 6rnek kurumaya birakilmistir. Ornekler kuruduktan sonra DNA yumagimin
griiniirliigii oranma gore 100-400 pl araliginda TE ilave edilip 37 °C su banyosunda
bir gece bekletilmistir.

4.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

CYP 17 geninin ¢ogaltilmasi i¢in oncelikle gene 6zgii primerler secilmistir. PZR

calismasinda kullanilan primerler Cizelge 4.1°de gdsterilmistir.
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Cizelge 4.1. CYP 17 gen polimorfizmini belirlemek amaciyla kullanilan primer ¢ifti

Forward Primer 5’-CAT-TCG-CAC-TCT-GGA-GTC-3’

Reverse Primer 3’-AGG-CTC-TTG-GGG-TAC-TTG-5’

Her bir 6rnek i¢in PZR tiiplerine DNA, MgCl12, dANTP, Taq Tamponu, primer ¢ifti ve
Taq DNA Polimeraz eklenerek hacim steril su ile 50ul’ye tamamlanmustir.

Reaksiyon programi Cizelge 4.2’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. CYP 17 genini ¢ogaltmak i¢in kullanilan PZR programi

Tepkime Dongiisii (35 Dongii)
Baslanglg Denatiirasyon Hibridizasyon Sentez (Uzama) | Son Sentez
Denatiirasyonu Asamasi Asamasi Asamasi Asamast
94 °C’de 3 dk 94 °C’de 30 sn 55°C’de 30 sn 72 °C’de 60 sn 72 °C’de 5 dk

4.2.3. Agaroz jel elektroforezi

PZR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde yiirtitiilmiistiir. Yiirlitme tamponu olarak 1X TAE
kullanilmistir. DNA 6rnekleri etidyum bromiir ile boyanarak UV 151k altinda goriiniir
hale gelmesi saglanmustir. Jel {izerindeki her bir kuyucuga 10ul PZR iiriinii, ylikleme
tamponu olan bromo fenol blue ile karistirildiktan sonra yiiklenmistir. Ornekler 1
saat boyunca 80 V’luk bir voltaj uygulanarak yiritilmistiir. Yiirtitme isleminin
ardindan PZR iiriinleri Biometra BioDoc Analyze goriintiileme cihazi ile UV 151k

altinda goriintiilenmistir.

4.2.4. Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizm analizi (RFLP)

CYP 17 geninin kopyalarini iceren PZR iiriinleri, bu gene ait polimorfizm olup

olmadigini saptamak amaciyla MspAI I enzimi ile kesilmistir.
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CYP 17 gen polimorfizmini iceren DNA 6rneginde CAG CAG dizisi CAG CGG’ye
doniligmiistiir ve bu degisen bolge MspAI 1 enzimi tarafindan taninir. Cizelge 4.3’de
CYP 17 geni PZR firiinii dizisi ve bu dizi igerisinde enzimin tanidigi bolge ok ile

cizilerek gosterilmistir.

Cizelge 4.3. CYP 17 geni PZR liirlinii dizisi (MspAI 1 enziminin kesim i¢in tanidig1
bolge okla gosterilmistir)

AGG CTC TTG GGG TAC TTG GCA CCA GGG CAC CTT CTC TTG GGC CAA AAC AAA
TAA GCT AGG GTA AGC AGC AAG AGA GCC ACG AGC TCC CAC ATG GTG GCT GGG
TGC CGG CAG GCA AGA TAG ACA GCA GTG GAG TAG AAG AGC TGT GGC AAC TCT
AGG GCA CAA GGA GGC CTT TTA AAG GGC TAC CCT GAT CTT CAC CTT GAC TTT
GTG TTA TCT CTT GCC TTG TGG AAA GAT TCT CCT GGA GCC CAG CCA GGC CTG
AGC TCA TAT CCA GAA GGG AGA GAG GGG GTG GGA GTG AAG GCC TCC TCA AGG
GCT GGC TCA ACT CCA GGG CAA ACC TCC GGA GGA GGA GCT AGG TAA GGG AGG
TCA GTT GAT CAC CCT CTG AGG AGC TCC CCA TGC TTG AAT GAC TCC AGA GTG
CGA ATG

Herhangi bir kesim alan1 bulunmadiginda endoniikleer genotip T olarak, bir kesim
alan1 bulundugunda ise C olarak diisiiniiliir. Polimorfizm bulunmadigi zaman PZR
tirtiniiniin MspA1l 1 enzimi ile kesimi sonucu agaroz jelde 414 bg’lik tek bir bant
olusur ve TT genotipini ifade eder. Heterozigot mutantlarda genotip TC olarak ifade
olur ve agaroz jelde 124 bg, 290 bg ve 414 bg biiyiikligiinde lic bant gozlenir.
Homozigot mutantlarda ise 124 bg, 290 bg biiytikliigiinde iki bant olusur ki bu da CC

genotipini ifade eder.

CYP 17 genine ait PZR iiriinleri MspAI 1 enzimi ile muamele edilerek 37°C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Kesilen drnekler %2’lik agaroz jellere yiiklenerek 30
dakika 90V’luk elektriksel akim altinda yiiriitiilmiistiir. Sonu¢lar Biometra BioDoc
Analyze goriintilleme cihaz1 ile UV 151k altinda goriintiilenerek degerlendirme

yapilmistir.
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4.3. istatistiksel Analizler

Calismamizda istatistiksel analizler i¢in SPSS 16.0 for windows programi
kullanilmstir. Gruplar arasinda fark olup olmadigini tespit etmek i¢in Ki kare ()(2)

testi, klinik ve biyokimyasal parametrelerin karsilastirilmasinda Mann- Whitney U

testi kullanilmastir.
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5. BULGULAR

5.1. Klinik ve Laboratuar Bulgulari

Polikistik over sendromunda CYP 17 gen polimorfizminin arastirilmasi ¢alismasinda
119 PKOS’1u, 136 saglikli olmak {izere toplam 255 kadindan kan alinmis ve bunlarin
klinik ve biyokimyasal verileri incelenmistir. Hasta grubundaki kadinlar klinik
olarak; kronik az adet olma (<8 dongii/yil) ve/veya killanma ve ultrason
goriintiisiinde yumurtaliklarda inci kolyesi seklinde dizilmis 10°dan fazla 2,8 mm’ lik
folikiillerin bulunmasi ile biyokimyasal olarak; LH/FSH oraninin 1,5 veya iizerinde
olmast ve artmig kan androjen diizeylerine sahip olmalar1 ile PKOS teshisi

almislardir.

Kontrol grubu en az 1 normal gebelik siireci gecirmis ve saglikli ¢ocuk sahibi olan,
adet diizensizligi ve/veya killanma sikayeti olmayan saglikli kadinlardan
olusturulmustur. Biitiin gruplarda biyokimyasal parametre olarak LH, FSH, TSH,
Total Testosteron, Serbest Testosteron, Serbest T3, Serbest T4, DHEA-S
(Dihidroepiandosteron siilfat), Estradiol, Progesteron, 17-OH Progesteron, Prolaktin,
Aclik kan sekeri diizeyi, Aclik Insiilin diizeyi, Trigliserit, Total Kolesterol, HDL
Kolestrol, LDL Kolestrol dl¢timleri yapilarak HOMA indeksi hesaplanmustir.

PKOS’lu ve Kontrol grubu kadinlar arasindaki biyokimyasal degerler bakimdan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunup bulunmadigina Nonparametric Mann-
Whitney U Testi ile bakilmistir. PKOS’lu kadinlarin LH, FSH, Total Testosteron,
Serbest Testosteron, Serbest T3, DHEA-S (Dihidroepiandosteron siilfat), Estradiol,
Progesteron, , Prolaktin, A¢lik kan sekeri diizeyi, Aclik Insiilin diizeyi, Trigliserit,
LDL Kolestrol ve HOMA diizeyleri ortalamasi, kontrol grubundaki kadinlara gore
yiiksek degere sahipken; istatistiksel olarak LH, Total Testosteron, DHEA-S, aglik
kan sekeri diizeyi, aclik insiilin diizeyi, Trigliserit, Total Kolesterol, HDL Kolestrol,
LDL Kolestrol ve HOMA degerleri bakimindan anlamh bir fark tespit edilmistir.

Kontrol grubu ve polikistik over sendromlu (PKOS) hastalarin klinik ve laboratuar
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bulgular1 ortalamasi ile Nonparametric Mann-Whitney U Testi sonucglar1 Cizelge

5.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 5. 1. Kontrol grubu ve polikistik over sendromlu (PKOS) hastalarin klinik ve
laboratuvar bulgular1 ortalamasi (ortalama + SS) ile Nonparametric
Mann-Whitney U Testi Sonuglari

KONTROL (n=136) PKOS (n=119) P
LH (mlU/mL) 7.05+3.75 11.19+4,33 p<0,05
FSH (mlU/mL) 9,23+6,20 10,86+6.03 p>0,05
TSH (ulU/mL) 2.55+1.67 2,29+1.16 p>0,05
Total Testosteron (ng/mL) 0.45+0.2 0,52+0.19 p<0,05
Serbest Testosteron (pg/mL) 1.88+0.71 1,91+0.71 p>0,05
ST; (pg/ml) 3.08+0.43 3.23+0,35 p>0,05
ST, (ng/dL) 0.91+0.28 0,91+0.21 p>0,05
DHEAS (ug/dL) 162,39+84,87 205,06+95,51 p<0,05
Estradiol (pg/mL) 109,54+47 .4 114,80+37,73 p>0,05
Progesteron (ng/mL) 4,64+2,97 5,24+3.96 p>0,05
17-OH Progesteron (ng/ml) 2.56+1.40 2.36+1.22 p>0,05
Prolaktin (ng/mL) 13.39+6.84 13.99+6.91 p>0,05
Aclik kan sekeri (mg/dl) 84.96+11.17 94.19 £10.27 p<0,05
Aclik insiilin (WU/mL) 10.85+6.25 15.58+5.04 p<0,05
Total Kolesterol (mg/dLl) 150.2+31.6 169.09+32.23 p<0,05
Trigliserit (mg/dL) 99.46+30.83 107.13+58.91 p<0,05
HDL Kolesterol (mg/dL) 58.04+18.63 49.38+13.39 p<0,05
LDL Kolestrol (mg/dL) 104.08+25.5 113.054+22.01 p<0,05
HOMA 2,48+1,57 3,66x1,14 p<0,05

5.2. CYP 17 Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Cogaltilmasi ve
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Hasta ve kontrol gruplarina ait bireylerden alinan kanlardan DNA izole edildikten

sonra uygun primer ¢iftleriyle polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutularak CYP 17

genini ihtiva eden bolgesi cogaltilmistir. PZR iirlinleri % 2’lik agaroz jelde DNA
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belirteci varhiginda yiiriitilerek PZR {irtiniinli uzunlugu 414 bg¢ olarak tespit

edilmistir (Sekil 5.1).

—— 4l4bg
400by —

Sekil 5.1. CYP 17 geni PZR Uriinii (M: 100 b¢’lik marker, 1-9: PZR iiriinleri)

CYP 17 gen polimorfizmini belirlemek amaciyla hasta ve kontrol grubundan elde
edilmis 414 b¢ uzunlugundaki bantlar1 iceren polimeraz zincir reaksiyonu iiriinleri
MspAl 1 enzimi ile kesilmistir. Enzimle kesilen orneklerin %2’lik agaroz jelde
ylriitiilmesi ile restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi degerlendirmesi
yapilmistir. Herhangi bir kesim alani bulunmadiginda endoniiklear genotip T olarak;
bir kesim alani bulundugunda ise C olarak diisiiniilmektedir. 414 baz ¢iftlik PZR
tiriinleri MspAI I enzimi ile kesildiginde 290 b¢ ve 124 b¢ uzunlugunda iki adet bant
olusmaktadir. MspAI I enzimi ile kesimden sonra agaroz jelde; homozigot yabanil
tip TT genotipi 414 bg¢ uzunlugunda tek bir bant, homozigot mutant tip CC genotipi
290bg ve 124bg uzunlugunda iki bant ve heterozigot TC genotipi 124 bg, 290 bg ve
414 b¢ olmak iizere li¢ bant olusturmaktadir. Calismamizda CC homozigot mutant

genotipe rastlanmamustir. (Sekil 5.2)
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Sekil 5.2. MspAI I enzimi ile kesim sonuglarinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiisii.
M: 100 b¢’lik Marker, 1: Kesim yapilmamis PZR iiriinii; 2,5,6,7,10,13:
TC genotipli heterozigot bireyler; 3,4,8,9,11,12 : TT genotipli homozigot
yabanil bireyler

5.3. CYP 17 Genotipi ve Allel Dagilim

PKOS’lu kadmlarm % 81,5 inin TT (homozigot yabanil), % 18,5’ inin TC
(heterozigot mutant) genotipinde oldugu saptanmistir. Bu durumda PKOS grubunda
T alleli goriilme sikligi % 81,5 iken C alleli goriilme sikligi % 18,5 olarak tespit
edilmistir. Kontrol grubundaki kadinlarin % 96,3’ {iniin TT (homozigot yabanil),
%3,7’ sinin ise TC (heterozigot mutant) genotipinde oldugu saptanmistir. Kontrol
grubunda T alleli goriilme siklig1 % 96,3 iken C alleli goriilme siklig1 %3,7 olarak
tespit edilmistir. PKOS ve kontrol grubunun TT ve TC genotip dagilimlar1 Cizelge
5.2° de gosterilmistir. PKOS ve kontrol grubu allel dagilimlar1 karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur.
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Cizelge 5.2. PKOS ve kontrol grubunun TT ve TC % genotip dagilimlari

Genotip
Birey TT TC Toplam
Kontrol Say1 131 5 136
% degeri 96,3% | 3,7% 100,0%
PCOS Say1 97 22 119
% degeri 81,5% | 18,5% 100,0%
Toplam Say1 228 27 255
% degeri 89,4% | 10,6% 100,0%

Cizelge 5.3. PKOS ve kontrol grubunun T ve C % allel dagilimlar1

Allel
Birey T C Toplam
Kontrol Say1 131 5 136
% degeri %96,3 %3,7 100,0%
PCOS Say1 92 27 119
% degeri %77,32 | %22,68 100,0%
Toplam Say1 223 32 255
% degeri 87,5% | 12,5% 100,0%

CYP 17 gen polimorfizmine ait sonuglar istatistiksel olarak Ki-Kare (y2) analizine
gore degerlendirilmistir. Bu genin polimorfik dagilimlar1 istatistiksel olarak
karsilagtirildiginda PKOS ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur.

(p<0.05)
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Kontrol ve PKOS’lu Gruplarin Genotip Dagilimina Gore Biyokimyasal Bulgular

Kontrol grubunda bulunan 136 kadindan, TC (heterozigot mutant) genotipe sahip 5
ve TT (homozigot normal) genotipe sahip 131 kadin tespit edilmistir. TT genotipine
sahip grubun LH, FSH, TSH, Serbest Testosteron, Serbest T3, Estradiol,
Progesteron, 17-OH Progesteron, Aglik kan sekeri diizeyi, Aglik Insiilin diizeyi,
Trigliserit, Total Kolesterol, HDL Kolestrol, LDL Kolestrol ve HOMA indeksi
degerleri ortalamalar1 TC genotipine sahip kontrol grubu kadinlarina goére daha
ylksek diizeyde bulunmustur. Ancak Nonparametric Mann-Whitney U Testi
sonucuna gore; LH, FSH, TSH, Total Testosteron, Serbest Testosteron, Serbest T3,
Serbest T4, DHEA-S (Dihidroepiandosteron siilfat), Estradiol, Progesteron, 17-OH
Progesteron, Prolaktin, Aclik kan sekeri diizeyi, Ac¢lik Insiilin diizeyi, Trigliserit,
Total Kolesterol, HDL Kolestrol, LDL Kolestrol ve¢ HOMA indeksi parametreleri
birbiriyle kiyaslandiginda kontrol grubundaki TC ve TT genotipine sahip iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Kontrol grubu TC ve
TT genotipi klinik ve laboratuar bulgulari ortalamasi ile Nonparametric Mann-

Whitney U Testi sonuglar1 Cizelge 5.4.’de gosterilmistir.

Cizelge 5.4. Kontrol grubu CYP 17 geni TC ve TT genotipi klinik ve laboratuar
bulgular1 ortalamasi ile Nonparametric Mann-Whitney U Testi sonuglari

T/T (n=131) T/C (n=5) P

LH (mlU/mL) 10,04+11,58 7,50+2,52 p>0,05
FSH (mlU/mL) 9,35+12,48 6,20+2,78 p>0,05
TSH (ulU/mL) 5,02+28,28 2,55+0,40 p>0,05
Total Testosteron 0,44+0,19 0,50+0,26 p>0,05
(ng/mL)

Serbest Testosteron 1,87+0,70 1,80+0,65 p>0,05
(pg/mL)

ST; (pg/ml) 3,08+0,43 2,94+0,18 p>0,05
ST, (ng/dL) 0,90+0,27 0,95+0,25 p>0,05
DHEAS (ug/dL) 154,82+77,39 252,02+220,11 p>0,05
Estradiol (pg/mL) 102,62+81,61 80,2+66,82 p>0,05
Progesteron (ng/mL) | 4,65+4,85 2,924+3,84 p>0,05
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Cizelge 5.4.(Devam) Kontrol grubu CYP 17 geni TC ve TT genotipi klinik ve
laboratuar bulgular ortalamasi ile Nonparametric Mann-
Whitney U Testi sonuglari

17-OH Progesteron 2,58+1,40 1,98+1,11 p>0,05
(ng/ml)

Prolaktin (ng/mL) 13,27+6,82 16,34+6,04 p>0,05
Aclik kan sekeri 91,30+15,85 84,80+18,18 p>0,05
(mg/dl)

Aclik insiilin 10,90+6,26 9,21+4,83 p>0,05
(nU/mL)

Total Kolesterol 150,38+31,83 145,20+19,82 p>0,05
(mg/dLl)

Trigliserit (mg/dL) 115,62+48,81 89,20+27,60 p>0,05
HDL Kolesterol 58,13+18,77 55,40+11,32 p>0,05
(mg/dL)

LDL Kolestrol 104,33+25,69 97,40+14,51 p>0,05
(mg/dL)

HOMA 2,50+1,57 1,91+0,97 p>0,05

PCOS grubunda bulunan 119 kadindan, TC (heterozigot mutant) genotipe sahip 27
ve TT (homozigot normal) genotipe sahip 92 kadin tespit edilmistir. TT genotipine
sahip grubun Aglik Insiilin diizeyi, Prolaktin, DHEA-S, Serbest Testosteron, Serbest
T3, Progesteron, 17-OH Progesteron, , Trigliserit, Total Kolesterol, HDL Kolestrol,
LDL Kolestrol ve HOMA indeksi degerleri ortalamalar1 TC genotipine sahip kontrol
grubu kadinlarina gore daha yiiksek diizeyde bulunmustur. TC genotipine sahip
kadinlarda ise Aclik kan sekeri diizeyi, LH, FSH, TSH, Serbest T4 ve Estradiol
degerleri ortalamalar1 TT genotipine sahip kadinlara gore yiiksek diizeyde

bulunmustur.

Nonparametric Mann-Whitney U Testi sonucuna gore; LH, Estradiol ve DHEA-S
parametreleri birbiriyle kiyaslandiginda PCOS grubundaki TC ve TT genotipine
sahip iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir. PCOS
grubu CYP 17 geni TC ve TT genotipi klinik ve laboratuar bulgular1 ortalamasi ile

Nonparametric Mann-Whitney U Testi sonuglar1 Cizelge 5.5.’de gosterilmistir.
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Cizelge 5.5. PKOS grubu CYP 17 geni TC ve TT genotipi klinik ve laboratuar
bulgular1 ortalamasi ile Nonparametric Mann-Whitney U Testi sonuglari

T/T (n=92) T/C (n=27) P

LH (mlU/mL) 9,43+7,85 12,70+10,14 p<0,05
FSH (mlU/mL) 7,34+6,84 9,20£11,97 p>0,05
TSH (ulU/mL) 2284121 2,29+0,96 p>0,05
Total Testosteron 0,52+0,19 0,50+0,18 p>0,05
(ng/mL)

Serbest Testosteron 1,9120,65 1,91+0,83 p>0,05
(pg/mL)

ST; (pg/ml) 3,24+0,35 3,21+0,29 p>0,05
ST (ng/dL) 0,91+0,22 0,93+0,14 p>0,05
DHEAS (ug/dL) 216,67+99,66 158,08+79,94 p<0,05
Estradiol (pg/mL) 78,51+61,61 102,08+85,78 p<0,05
Progesteron (ng/mL) 3,40+4,51 4,31+4,62 p>0,05
17-OH Progesteron 2,33+1,25 2,46+1,06 p>0,05
(ng/ml)

Prolaktin (ng/mL) 14,05+7,15 13,76+5,89 p>0,05
Aclik kan sekeri 84,96+13,23 89,85+16,89 p>0,05
(mg/dl)

Aglik insiilin (WU/mL) | 11,88+7,07 10,41+5,14 p>0,05
Total Kolesterol 169,92+32,78 163,02+37,21 p>0,05
(mg/dLI)

Trigliserit (mg/dL) 108,67+61,49 101,85+47,37 p>0,05
HDL Kolesterol 49,51+13,05 48,92+14,24 p>0,05
(mg/dL)

LDL Kolestrol 114,30+22,52 108,77£19,08 p>0,05
(mg/dL)

HOMA 2,53+1,62 2,32+1,21 p>0,05

Calismamiz kapsaminda CYP 17 geni polimorfizmi bakimindan incelen PKOS ve

Kontrol grubuna ait bireylerin mutasyon listesi ¢izelge 5.6 da gosterilmistir.




Cizelge 5.6. CYP 17 geni polimorfizmi bakimindan incelen PKOS ve Kontrol

grubuna ait bireylerin mutasyon listesi
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OLGU NO PKOS/KONTROL CYP 17 MUTANT/ NORMAL
1 PKOS Heterozigot Mutant
2 PKOS Heterozigot Mutant
3 PKOS Homozigot Normal
4 PKOS Heterozigot Mutant
5 PKOS Homozigot Normal
6 PKOS Homozigot Normal
7 PKOS Homozigot Normal
8 PKOS Homozigot Normal
9 PKOS Heterozigot Mutant
10 PKOS Homozigot Normal
11 PKOS Homozigot Normal
12 PKOS Heterozigot Mutant
13 PKOS Homozigot Normal
14 PKOS Homozigot Normal
15 PKOS Homozigot Normal
16 PKOS Homozigot Normal
17 PKOS Homozigot Normal
18 PKOS Homozigot Normal
19 PKOS Homozigot Normal

20 PKOS Homozigot Normal
21 PKOS Homozigot Normal
22 PKOS Homozigot Normal
23 PKOS Homozigot Normal
24 PKOS Heterozigot Mutant
25 PKOS Homozigot Normal
26 PKOS Heterozigot Mutant
27 PKOS Heterozigot Mutant
28 PKOS Heterozigot Mutant
29 PKOS Homozigot Normal
30 PKOS Homozigot Normal
31 PKOS Homozigot Normal
32 PKOS Homozigot Normal
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33 PKOS Homozigot Normal
34 PKOS Homozigot Normal
35 PKOS Homozigot Normal
36 PKOS Homozigot Normal
37 PKOS Homozigot Normal
38 PKOS Homozigot Normal
39 PKOS Homozigot Normal
40 PKOS Homozigot Normal
41 PKOS Homozigot Normal
42 PKOS Homozigot Normal
43 PKOS Homozigot Normal
44 PKOS Homozigot Normal
45 PKOS Homozigot Normal
46 PKOS Homozigot Normal
47 PKOS Homozigot Normal
48 PKOS Homozigot Normal
49 PKOS Homozigot Normal
50 PKOS Homozigot Normal
51 PKOS Homozigot Normal
52 PKOS Homozigot Normal
53 PKOS Heterozigot Mutant
54 PKOS Homozigot Normal
55 PKOS Homozigot Normal
56 PKOS Heterozigot Mutant
57 PKOS Heterozigot Mutant
58 PKOS Heterozigot Mutant
59 PKOS Heterozigot Mutant
60 PKOS Homozigot Normal
61 PKOS Homozigot Normal
62 PKOS Heterozigot Mutant
63 PKOS Homozigot Normal
64 PKOS Homozigot Normal
65 PKOS Heterozigot Mutant
66 PKOS Heterozigot Mutant
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67 PKOS Homozigot Normal
68 PKOS Homozigot Normal
69 PKOS Homozigot Normal
70 PKOS Homozigot Normal
71 PKOS Homozigot Normal
72 PKOS Homozigot Normal
73 PKOS Homozigot Normal
74 PKOS Homozigot Normal
75 PKOS Homozigot Normal
76 PKOS Homozigot Normal
77 PKOS Homozigot Normal
78 PKOS Homozigot Normal
79 PKOS Homozigot Normal
80 PKOS Homozigot Normal
81 PKOS Heterozigot Mutant
82 PKOS Homozigot Normal
83 PKOS Homozigot Normal
84 PKOS Heterozigot Mutant
85 PKOS Homozigot Normal
86 PKOS Homozigot Normal
87 PKOS Homozigot Normal
88 PKOS Heterozigot Mutant
89 PKOS Heterozigot Mutant
90 PKOS Heterozigot Mutant
91 PKOS Homozigot Normal
92 PKOS Heterozigot Mutant
93 PKOS Homozigot Normal
94 PKOS Homozigot Normal
95 PKOS Homozigot Normal
96 PKOS Homozigot Normal
97 PKOS Homozigot Normal
98 PKOS Homozigot Normal
99 PKOS Homozigot Normal




Cizelge 5.6.(Devam) CYP 17 geni polimorfizmi bakimindan incelen PKOS ve

Kontrolgrubuna ait bireylerin mutasyon listesi

42

100 PKOS Heterozigot Mutant
101 PKOS Homozigot Normal
102 PKOS Homozigot Normal
103 PKOS Homozigot Normal
104 PKOS Heterozigot Mutant
105 PKOS Homozigot Normal
106 PKOS Homozigot Normal
107 PKOS Homozigot Normal
108 PKOS Heterozigot Mutant
109 PKOS Homozigot Normal
110 PKOS Homozigot Normal
111 PKOS Homozigot Normal
112 PKOS Homozigot Normal
113 PKOS Homozigot Normal
114 PKOS Homozigot Normal
115 PKOS Homozigot Normal
116 PKOS Homozigot Normal
117 PKOS Homozigot Normal
118 PKOS Homozigot Normal
119 PKOS Homozigot Normal
120 KONTROL Homozigot Normal
121 KONTROL Homozigot Normal
122 KONTROL Homozigot Normal
123 KONTROL Homozigot Normal
124 KONTROL Homozigot Normal
125 KONTROL Homozigot Normal
126 KONTROL Homozigot Normal
127 KONTROL Homozigot Normal
128 KONTROL Homozigot Normal
129 KONTROL Homozigot Normal
130 KONTROL Homozigot Normal
131 KONTROL Homozigot Normal
132 KONTROL Homozigot Normal
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133 KONTROL Homozigot Normal
134 KONTROL Homozigot Normal
135 KONTROL Homozigot Normal
136 KONTROL Homozigot Normal
137 KONTROL Homozigot Normal
138 KONTROL Homozigot Normal
139 KONTROL Homozigot Normal
140 KONTROL Homozigot Normal
141 KONTROL Homozigot Normal
142 KONTROL Homozigot Normal
143 KONTROL Homozigot Normal
144 KONTROL Homozigot Normal
145 KONTROL Homozigot Normal
146 KONTROL Homozigot Normal
147 KONTROL Homozigot Normal
148 KONTROL Homozigot Normal
149 KONTROL Homozigot Normal
150 KONTROL Homozigot Normal
151 KONTROL Homozigot Normal
152 KONTROL Homozigot Normal
153 KONTROL Homozigot Normal
154 KONTROL Homozigot Normal
155 KONTROL Homozigot Normal
156 KONTROL Homozigot Normal
157 KONTROL Homozigot Normal
158 KONTROL Homozigot Normal
159 KONTROL Homozigot Normal
160 KONTROL Homozigot Normal
161 KONTROL Homozigot Normal
162 KONTROL Homozigot Normal
163 KONTROL Homozigot Normal
164 KONTROL Homozigot Normal
165 KONTROL Homozigot Normal
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166 KONTROL Homozigot Normal
167 KONTROL Homozigot Normal
168 KONTROL Homozigot Normal
169 KONTROL Homozigot Normal
170 KONTROL Homozigot Normal
171 KONTROL Homozigot Normal
172 KONTROL Homozigot Normal
173 KONTROL Homozigot Normal
174 KONTROL Homozigot Normal
175 KONTROL Homozigot Normal
176 KONTROL Homozigot Normal
177 KONTROL Homozigot Normal
178 KONTROL Homozigot Normal
179 KONTROL Homozigot Normal
180 KONTROL Homozigot Normal
181 KONTROL Homozigot Normal
182 KONTROL Homozigot Normal
183 KONTROL Homozigot Normal
184 KONTROL Homozigot Normal
185 KONTROL Homozigot Normal
186 KONTROL Homozigot Normal
187 KONTROL Homozigot Normal
188 KONTROL Homozigot Normal
189 KONTROL Homozigot Normal
190 KONTROL Homozigot Normal
191 KONTROL Homozigot Normal
192 KONTROL Homozigot Normal
193 KONTROL Homozigot Normal
194 KONTROL Homozigot Normal
195 KONTROL Homozigot Normal
196 KONTROL Homozigot Normal
197 KONTROL Homozigot Normal
198 KONTROL Homozigot Normal
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199 KONTROL Homozigot Normal
200 KONTROL Homozigot Normal
201 KONTROL Homozigot Normal
202 KONTROL Homozigot Normal
203 KONTROL Homozigot Normal
204 KONTROL Homozigot Normal
205 KONTROL Homozigot Normal
206 KONTROL Homozigot Normal
207 KONTROL Homozigot Normal
208 KONTROL Homozigot Normal
209 KONTROL Homozigot Normal
210 KONTROL Homozigot Normal
211 KONTROL Homozigot Normal
212 KONTROL Homozigot Normal
213 KONTROL Heterozigot Mutant
214 KONTROL Heterozigot Mutant
215 KONTROL Heterozigot Mutant
216 KONTROL Heterozigot Mutant
217 KONTROL Homozigot Normal
218 KONTROL Homozigot Normal
219 KONTROL Homozigot Normal
220 KONTROL Homozigot Normal
221 KONTROL Homozigot Normal
222 KONTROL Homozigot Normal
223 KONTROL Homozigot Normal
224 KONTROL Homozigot Normal
225 KONTROL Homozigot Normal
226 KONTROL Heterozigot Mutant
227 KONTROL Homozigot Normal
228 KONTROL Homozigot Normal
229 KONTROL Homozigot Normal
230 KONTROL Homozigot Normal
231 KONTROL Homozigot Normal
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232 KONTROL Homozigot Normal
233 KONTROL Homozigot Normal
234 KONTROL Homozigot Normal
235 KONTROL Homozigot Normal
236 KONTROL Homozigot Normal
237 KONTROL Homozigot Normal
238 KONTROL Homozigot Normal
239 KONTROL Homozigot Normal
240 KONTROL Homozigot Normal
241 KONTROL Homozigot Normal
242 KONTROL Homozigot Normal
243 KONTROL Homozigot Normal
244 KONTROL Homozigot Normal
245 KONTROL Homozigot Normal
246 KONTROL Homozigot Normal
247 KONTROL Homozigot Normal
248 KONTROL Homozigot Normal
249 KONTROL Homozigot Normal
250 KONTROL Homozigot Normal
251 KONTROL Homozigot Normal
252 KONTROL Homozigot Normal
253 KONTROL Homozigot Normal
254 KONTROL Homozigot Normal
255 KONTROL Homozigot Normal
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6. TARTISMA VE SONUC

PKOS, heterojen, ¢ok faktorlii, karmasik genetik ve endokrin bozukluklarla
seyreden, adet bozukluklar1 ile karakterize, hiperandrojenizm ve polikistik
yumurtaliklarin klinik ve biyokimyasal tablosudur [2]. PKOS’un {ireme c¢agindaki
kadinlarin en az %5-%15’ini etkiledigi ve bu yiizden diinya capindaki en yaygin
endokrin anormallik oldugu tahmin edilmektedir [48]. Giiniimiizde PKOS teshisi i¢in
tic farkli kriter mevcuttur. Teshis kriterlerinin degisik tartigmalara yol agmasina
ragmen bu ii¢ kriterde de PKOS teshisi konulabilmesi ig¢in hiperandrojenizm

bulgularinin bulunmas1 sart1 kosulmustur. [49,53,45,16].

CYP 17 geninin kodladig1 sitokrom P450c17a enzimi hem 170- hidroksilaz hem de
17,20-liyaz aktivitesi gosterir ve steroid hormon iiretiminde iki 6nemli adimda gorev
alir [38]. P450c17a 6zellikle adrenal bezler, testis Leydig hiicreleri ve yumurtalik
tekal hiicreleri lizerinde ifade olur [66]. P450c17a enzim aktivitesindeki bozuklugun
yumurtalik androjen yiiksekliginin temel sebebi oldugu disiiniilmektedir [25].
Artmig P450cl70 enzim aktivitesi polikistik over sendromunda androjen

biyosentezini ve salgisini artirmaktadir.

Wickenheisser ve arkadaslar1 in vitro kusullarda PKOS’lu hastalara ait yumurtalik
tekal hiicrelerinin normal kadinlarinkine gore artmig bir CYP 17 ifadesi gosterdigini
ifade etmiglerdir. CYP17 geninin promotor bolgesinde 34 belik bir T/C polimorfizmi
gbzlenmistir [56].

Gorai ve arkadaslarinin 2007 yilinda Japon kadinlart iizerinde yaptiklar1 bir
arastirmaya gére DHEA, androjen, E2 biyokimyasal parametreleri ile PKOS arasinda
onemli bir iligki tespit edilmistir [36]. Diamanti-Kandarakis ve arkadaslarinin 1999
yilinda PKOS’lu Yunan kadinlar ile yaptiklar: bir ¢alismada ise CYP 17 promotor

bolgesinde polimorfizm saptanmistir [25].

Souiden ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada prostat kanseri ile CYP
17 T/C polimorfizmi arasinda iligki saptanmistir [68].
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Bentz ve arkadaslarinin 2008 yilinda transeksiieller iizerinde yaptiklar1 bir
aragtirmada ise cinsiyetini kadindan erkege degistiren bireylerde CYP 17 geni T/C
allel sikligr bakimindan normal kadinlarla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmigken, cinsiyetini erkekten kadina degistiren bireylerde bu allel bakimindan
bir farklilik tespit edilmemistir [14]. Bu durum CYP 17 genindeki bozukluklarin
ozellikle kadinlar {izerinde erkeklesme bakimindan etkili olabilecegini
diistindiirmektedir. CYP 17 genindeki polimorfizmlerin meme kanseriyle de
baglantili olabilecegi yoniinde goriisler vardir. Kuligina ve arkadaslarinin 2000
yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada ise meme kanseri ile CYP 17 gen polimorfizmi
arasinda bir iligki tespit edilmemistir [50]. Yine Miyoshi ve arkadaslarinin yaptiklari
bir calismada meme kanseri ile CYP 17 gen polimorfizmi arasinda bir iliski
bulunmadig tespit edilmistir [61]. Pusalkar ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklar
bir ¢alismada PKOS’lu hastalarla normal bireylerin CYP17 promotor bolgesinde bir
T polimorfizmi oldugu saptanmistir [65]. Echiburu ve arkadaslar1 2008 yilinda
yaptiklar1 bir ¢alismada artmis insiilin direnci ve yliksek kilolu PKOS’Iu kisilerde
CYP17 promotdr bolgesinde bir T/C polimorfizmi tespit etmislerdir [27].

Tiirk toplumunda goriilen polikistik over sendromu ve CYP17 geni arasindaki
iligkiyi inceledigimiz ¢alismada PKOS’lu kadinlarin % 81,5 inin TT (homozigot
yabanil), % 18,5” inin TC (heterozigot mutant) genotipinde oldugu saptanmistir. Bu
durumda PKOS grubunda T alleli goriilme sikligr % 81,5 iken C alleli goriilme
siklig1 % 18,5 olarak tespit edilmistir.

Kontrol grubundaki kadinlarin % 96,3’ {iniin TT (homozigot yabanil), %3,7’ sinin ise
TC (heterozigot mutant) genotipinde oldugu saptanmistir. Kontrol grubunda T alleli
goriilme sikligr % 96,3 iken C alleli goriilme siklig1 %3,7 olarak tespit edilmistir.
(cizelge 5.2)

PKOS ve kontrol grubu allel dagilimlar1 karsilastirlldiginda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmustur.
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PKOS grubunda bulunan 119 kadindan, TC (heterozigot mutant) genotipe sahip 27
ve TT (homozigot normal) genotipe sahip 92 kadin tespit edilmistir. TT genotipine
sahip grubun Aglik Insiilin diizeyi, Prolaktin, DHEA-S, Serbest Testosteron, Serbest
T3, Progesteron, 17-OH Progesteron, , Trigliserit, Total Kolesterol, HDL Kolestrol,
LDL Kolestrol ve HOMA indeksi degerleri ortalamalar1 TC genotipine sahip kontrol
grubu kadinlarina gore daha yiiksek diizeyde bulunmustur. TC genotipine sahip
kadinlarda ise Aclik kan sekeri diizeyi, LH, FSH, TSH, Serbest T4 ve Estradiol
degerleri ortalamalar1 TT genotipine sahip kadinlara gore yiiksek diizeyde

bulunmustur.

Nonparametric Mann-Whitney U Testi sonucuna gore; LH, Estradiol ve DHEA-S
parametreleri birbiriyle kiyaslandiginda PKOS grubundaki TC ve TT genotipine

sahip iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir.
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EK-1. Giilhane Askeri Tip Akademisi Komutanlig1 Etik Kurulu’nun tez projesi
hakkindaki karari
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GULHANE ASKERI TIP AKADEMISI HASTANESI
GENETIK MATERYAL UZERINDE YAPILACAK ARASTIRMALAR
BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: “Polikistik Overli Olgularda CYPI14 Gen Mutasyonlarinin

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Dizi Analizi ile Aragtirilmas1”

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

makine, kimyasal, malzeme ve enzimler mevcuttur.

“Polikistik Overli Olgularda CYPI/IA Gen Mutasyonlariin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Dizi
Analizi  ile Arastirilmasi” isimli bir c¢alismada yer almak iizere davet edilmis
bulunmaktasiniz. Bu ¢alisma, arastirma amaci ile yapilmaktadir. Caligmaya katilma
konusunda karar vermeden dnce arastirmanin neden ve nasil yapildigini, sizinle ilgili
bilgilerin nasil kullanilacagini, ¢caligmanin neler igerdigini, olas1 yararlarini, risklerini
ve rahatsizliklarin1 bilmeniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak
icin zaman ayirin ve bu bilgileri ailenizle ve/veya doktorunuzla tartigin. Calisma
hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve sorulariniz cevaplandiktan sonra

eger katilmak isterseniz sizden bu formu imzalamaniz istenecektir.

1. Genetik ¢alismanin amaci ve dayanagi nelerdir; benden baska kac Kisi bu
calismaya katilacak?

a. Neden ozellikle bu kigi / hasta sec¢ilmigtir?

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

gerceklestirilecektir.
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b. Calismanin 6nemi ve gerekliligi nelerdir?

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

c. Calismaya toplam kag kisinin katilmasi planlanmaktadir?

Calismaya toplam 200 kiginin katiimasi planlanmaktadir

2. Bu genetik ¢alismaya katilmali miyim?

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

3. Genetik arastirma nasil yapilacak?

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

Arastirmaya katilmayr kabul ederseniz, 10 ml kadar bir miktarda kolunuzdan kan
alinacaktir. Genellikle bir tek ornekleme yeterlidir ancak bu asamada basarisiz

olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir.

b. Ornekte neler arastirilacak?

Orneklerden DNA izole edilerek polikistik overe sebep olan gen mutasyonlari

arastirilacaktir. Bu ¢calisma igin kan érnekleri RBC lizis tamponu serilerinden
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gecirilir. Santrifiij serilerinden sonra, proteinler ve DNA disindaki tiim molekiiller
uzaklastirtlir. Alkol serilerinden gegirilerek DNA 'nin kiimelesmesi saglanir. Alkol
uzaklastirddiktan sonra DNA ¢oziicii, TE tamponunda saklanacaktir. Daha sonra
PZR islemi yapilacak PAGE ve agoroz jelde iiriinleri yiiriitiilerek PZR in bagarili
olup olmadigina bakilacaktir. RFLP teknigi ile polimorfizim olup olmadigina
bakilacaktir.

Ornekler nerede calisilacak?

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

c. Genetik 6rnegin gelecekte nasil imha edilmesi planlaniyor?

Elde edilen DNA, DNaz enzimi ile parcalanarak, atilacaktir.

4.Tarafimdan alinan 6rnekler gelecekte de kullanilabilecek mi?

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

Tarafinizdan aliman Ornegin saklanmasi ve ileride yapilacak diger calismalarda
kullanim1 ancak sizin izninize tabidir. Bu o6rnekler uzun yillar isminiz (kimlik
bilgileriniz) korunmak ya da yok edilmek kaydi ile saklanabilir. Liitfen asagidaki
seceneklerden size uygun olan bir tanesini isaretleyiniz.

1- [1 Tarafimdan alinan kodlanmis* &rnegin yalnizca Onerilen ¢alisma igin

kullanimin1 onayliyorum; ileride yapilmasit olas1 diger c¢alismalar igin onay
vermiyorum.

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

istiyorum.
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3- [] Tarafimdan alinan kodlanmig O6rnegin, arastirma konusuyla baglantili diger
caligmalarda kullanimin1  onayliyorum, ancak farkli caligmalar i¢in tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.
4- [J Tarafimdan alinan kodlanmis Ornegin Onerilen calisma i¢in kullanimini
onayliyorum ve gelecekte de her tiirlii genetik ¢alismada anonim (kimligim ile
baglantisiz) olarak kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis o6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarasi verilir. Kod numarasini

yalnizeca arastirict bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalmzca arastirict ulasabilir.
Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.
5. Cahismanin riskleri nelerdir?

a. Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: Igne batmasina bagh olarak az

bir act duyabilirsiniz ve kolda morarma olabilir. Diisiik bir olasilik da olsa
igne batmast sonrasinda kanamanin uzamasi, veya enfeksiyon riski vardur.

b. Yapiulacak genetik teste bagh olusabilecek riskler: Yapilan testler sizin veya

ailenizin  bir ferdinin ileriki bir zamanda bu genetik hastaliktan
etkilenebilecegini ortaya c¢ikarabilir. Bu bilginin kotiiye kullaniimasi sizi
ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, boyle bir hastaliga sahip

oldugunuzu ogrenmeniz sizi psikolojik yonden de olumsuz etkileyebilir.

6. Calismanin yararlar nelerdir?
Calismadaki genler pek c¢ok kanser tiiriine sebep olmaktadwr. Polikistik Overli
olgularin  %8-16’sinde  goriilen  bir  mutasyondur.Bu  ¢alisma  sayesinde
kanserlesmeye sebep olan mutant genin ozellikleri arastirilarak, Tiirkiyede ki, bizim
calistigimiz hastalardaki polimorfizmin durumunu ortaya ¢ikaracaktir.
7. Kisisel bilgilerim nasil kullamlacak?
(Calisma doktorunuz, aragtirmada yer alan diger arastiricilar ve destekleyici (varsa,
firma adimi belirtiniz) kisisel bilgilerinizi, arastirmayi ve istatistiksel analizleri
yuriitmek i¢in kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Size ait

bulgular {iciincii kisilere, onayimiz disinda hicbir sekilde agiklanmayacaktir.
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(Calismanin sonunda, size ait tiim sonuglar hakkinda bilgi istemeye hakkiniz oldugu
gibi boyle bir bilgiyi 6grenmeyi reddetme hakkiniz da vardir. Liitfen asagidaki

kutucuklardan size uygun olani isaretleyiniz:

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

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

Calisma sonuglar1 ¢aligma bitiminde tibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak
kimliginiz agiklanmayacaktir.

(Calisma i¢in eger gerekiyorsa asagidaki standart durumlar aciklanmalidir)

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

ac¢tklanmayacaktir.)

8. Bu calismaya katilmamin maliyeti nedir?
a. Calismaya katilmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi

bir odeme yapilmayacaktir.

9. Calismanin ticari bir yonii var midir?

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

10. Gorecegim olasi bir zarar durumunda ne yapilacak?
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o Arastirmadan dolayr katilimcinin  gorecegi olasi bir zararda bunun
sorumlulugunun ve giderilmesi icin gerekli her tiirlii t1bbi miidahalenin

vapilacagini; bu konudaki tiim harcamamalarin iistlenilecegini belirtiriz.

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

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

ADI : Prof. Dr. Leyla ACIK

GOREVI : Ogretim Uyesi

TELEFON : (312) 202 11 85

(Katilimcimin/Hastanin Beyani)

GUFEF Biyoloji Anabilim dalinda, Prof. Dr. Leyla ACIK tarafindan genetik bir
arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi ve 1ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra bodyle bir arastirmaya

“katilimc1” olarak davet edildim.

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

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

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

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

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla
s6z konusu genetik arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin,

goniilliiliik icerisinde katilmay1 kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.
Katilmel

Adi, soyadi:

Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Goriisme tami@l
Adi, soyadi:
Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

KATILIMCI iLE GORUSEN HEKIM

Ad1 soyadi, unvani:
Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:
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