1. GIRIS VE AMAC

Menopoza girme yas! toplumlar arasinda degiskenlik gdstermektedir.
Degisik toplumlarda ortalama yasam slresinin uzamasi ile menopoz dénemi
kadinlarin yasantisinda daha énemli bir yer teskil etmistir. Menopoz yasi 45 ila
60 yaslarl arasinda degismekle birlikte, istatistiksel olarak ortalama yas 51.4
civarindadir. Ulkemize baktigimizda bu ortalamanin 46 yas civarinda oldugu
gbrulmektedir . Kadinlarin % 1-2’si 60 yasindan sonra ve %1-2’si 40 yasindan
dnce menopoza girmektedir'. Kirk yasindan énce menopoza girme Prematir
Menopoz olarak adlandirilmaktadir. Bu durum bdtin kadinlarin %1’inde, 30
yasin altindaki kadinlarda ise %0.1 oraninda gériilmektedir®.

Kadinlar yasamlarinin 1/3’'n0 menopoz dbéneminde gecirmektedirler,
fakat bu oran normal yasta menopoza giren kadinlar igin gegerlidir. Bu oran
prematlir menopoza giren kadinlar icin disunuldiginde yaklasik hayatlarinin
2’sine tekabll etmektedir. Yasamin bu kadar blydk bir kismini etkilemesinden
dolayr menopoz, kadinlar i¢in olduk¢a énemli bir devredir.

Prematir menopoz nedenleri agisindan  multifaktoriyel  olarak
degerlendiriimektedir. Etkileri kesin olmamakla birlikte nedenleri su sekilde
siralanabilir: Menars yasi, sosyoekonomik durum, sigara ve alkol kullanimi,
dogum kontrol haplarinin kullanimi, beslenme aligskanliklari ve genetik faktérler.
Prematir menopoza neden olan bu faktérlerin belirlenmesi, bu bireylerin
menopoz doénemini en hafif sekilde gecirmelerine ve prematir menopoz
gerceklesmeden dnce risk tayini yapilabilmesine olanak verecektir®®.

Calismamizda genetik faktérlerden biri oldugu disindlen inhibin alfa gen
mutasyonu ile prematir menopoz arasindaki iliski incelenecektir.

Prematir menopoz veya diger bir adiyla prematir over yetmezligi, 40
yasin altindaki kadinlarda fonksiyonel foliktllerin kaybolmasi ile ortaya ¢ikar.
Prematire menopozlu hastalarin yaklasik %5’i bu hastahdin kalitsal bir egilim
gbsterdigini dogrulayan bir aile dyklsine sahiptir. Disik 6strojen miktar ve
yiksek FSH miktari ile kendini gdsterir (>40 IU/L)*°. Son yillarda gerek FSH
sentez ve salgisini dogrudan etkileyen gerekse de gonadotropinlerin etkilerini



over icinde modifiye eden ve folikilogenezi duzenleyen énemli hormonlar
tanimlanmistir. Bunlardan biride inhibinlerdir. Inhibinin, yumurta foliklllerinin
gelisiminde rol oynayan FSH’In negatif feed back mekanizmasindaki fonksiyonu
nedeni ile prematir menopozdan sorumlu olabilecegi diistiniimektedir®”’.
Herhangi bir inhibin geninde meydana gelebilecek bir mutasyon, biyoakitif
inhibinlerin miktarinda bir azalmaya neden olacaktir. Bu durum da hipofize
uygulanan negatif feed back mekanizmasinin ortadan kalkmasina ve FSH
konsantrasyonunun artisina neden olacaktir. Bunun sonucunda da folikdllerin
erken tlkenmesi olayl gerceklesecektir. Bu mekanizmanin prematire
menopoza neden oldugu distiniilmektedir®®. inhibin glikoproteini; INH A (a-BA)
ve INH B (a-pB) olmak Uzere iki cesittir ve 3 ayri gen tarafindan kodlanan 3 alt
tniteden olusur. INH a geni 2. kromozom Gzerinde g33-q36 bdélgesinde lokalize
olmustur'®™.

INHa genindeki G769A varyasyonu ilk olarak Yeni Zellanda’'da rapor
edilmistir. Bu ¢alismada 43 prematir menopoz hastasinda sadece 3 kiside bu
varyasyon tespit edilmistir'?.

Yakin bir zamanda da italya‘da yapilan bir calismada 7 prematr
menopoz ve 3 primer amenora vakasinda bu varyasyon tespit edilmigtir.

Kore‘de yapilan ¢alismada ise 84 prematir hasta ve 100 kontrolde bu
varyasyona rastlanmamistir’'2.

En son olarak 2004’de Hindistan’da yapilan calismada 80 premattr
menopoz, 33 primer amenora ve 4 sekonder amenore hastasi kullaniimistir.
769. G—A (Ala257Thr) missense mutasyonu 80 prematir hastanin 9'unda, 33
primer amonera hastasinin 3’'nde, 4 sekonder amenore hastasindan 2’sinde
tespit edilmistir'.

Yaptigimiz arastirmalar sonucunda, daha énceden farkl popullasyonlarda
tespit edilen INH a 769. G—A missense mutasyonunun Turkiye'de
calisiimadigini tespit ettik. Bundan dolayi biz bu calismamizda Cukurova
Boélgesinde bulunan ve daha &nceden Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Kadin Hastaliklarn ve Dodum Anabilim dalinda prematir menopoz teshisi
konmus olan hastalara ait kan érneklerinden elde edilen DNA’larla RFLP teknigi

kullanilarak bu mutasyonun gérilme sikhdini calismayr amagcladik.



2. GENEL BILGI

2.1. Tanim

Menopoz s6zcigu ilk olarak 1812 yilinda Gardanne isimli bir Fransiz
jinekolog tarafindan kullaniimigtir. Latince olarak Meno:Ay, Pause:Son
anlamina gelen kelimelerin birlesiminden tiretilmistir’. Menopoz, klimakterium
icerisinde bir nokta olarak kabul edilen ve Gzerinden ortalama bir yil gectikten
sonra tani konulabilen en son adet kanamasinin 6zel bir ismidir. Klimakterium,
kadin yasaminin reproduktif dénemi ile yasllik dénemi arasinda yer alan,
overdeki morfolojik ve fonksiyonel degisimlere bagli olarak hormonal dengenin
farkllagsmasi sonucu ortaya c¢ikan semptomlar ile karakterize bir gegis
dénemidir. Yaklasik 40 yas civarinda ovulasyon frekansinin azalmasi ile baslar
ve menopozdan sonraki belli bir streyi de igine alarak yaslilik dénemi olarak
kabul edilen 65 yas sinirina kadar devam eder. Adet dizensizlikleri, menopoz,
sistemik degisimler, ilerleyici doku atrofilleri ve yaslanma ile birlikte seyreder.

Baslica t¢ bélim altinda incelenir (WHO Kilasifikasyonu’na goére)
1. PREMENOPOZ: ik semptomlarin gérildigi klimakterium baglangicindan
menopoza kadar gecen sire.
2. MENOPOZ: En son adet kanamasi.
3. POSTMENOPQOZ: Menopozdan yashlik ddnemine kadar gegen sire.

2.2. Menopozun Tarihgesi

Bilimsel olarak tip Roénesans'tan sonra gelismeye baslamistir. Bu
devreden sonra Olllerde otopsiler yapilabilmis, insan organlarinin dzellikleri
saptanmaya baslanmistir. Menopoz konusuna gelince, ancak 19. ylzyilda
modern tip agisindan en ¢ok Fransiz tip arastiricilarinin bu konuyu fizyolojik bir
olay olarak nitelemeleri sonucu, ilk defa bu tlkede incelemeler baslamis ve olay
hakkinda teoriler ileri suriilmistir. Ozellikle 1890’ yillarin basindan itibaren
menopoz ile ilgili calismalar giderek artmistir®'*. Eldeki bilgilere gére ilk defa



1776 yilinda ingiltere'de Fothergill "Medical Observations and Inquiries” adli
dergide, kadinda yaslaninca ortaya cikan adetten kesilme konusu ele alinmis
ve hatta ¢dzimiini degerlendirme ydniinde tartismalar acilimistir'®. Fransa'da
Gardanne 1816 yilinda, menopozu cesitli yonleriyle ele almis, bu konudaki
gbruslerini bir kitapta toplamistir. Bu arastirici, bir bakima menstruasyonun
kesilmesi anlaminda "La Menespausie” deyimini ortaya atan ilk Kisidir. Daha
sonra da ash eski Yunanca’dan gelen bu iki kelime "men™ ve "pause" (adet/ay
kesilmesi), kadinlarin bu devrelerini ifade eden deyim olarak ginimuize kadar
gelmistir'*™. Tilt 1857 yilinda ingiltere'de ilk defa 500 klimakterik kadini
incelemis, bu kadinlarin sikintilarinin ciddiyetini ortaya koyarak onlarin rahat
etmeleri icin tedaviler gelistiriimesini &nermistir'’®. Fraenkel, Almanya'da 1903
yilinda menopoz hakkinda ¢ok ciddi arastirmalar yapmistir. Premenopoz ve
menopozda over fonksiyonunun bozulmasi sonucu ortaya cikan 6&strojen
azalmasina bagli olaylari (ates basmasi, ¢arpinti, depresyon, vs.) tanimlamistir. Bu
dénemden sonra menopoz konusu Gzerindeki arastirmalar hizla devam etmigtir.
Menopoz konusundaki ilk uluslararasi kongre Fransa'da (Haziran 1976) La
Grande Motte'de yapilmistir®.  Ulkemizde menopozun ciddi  olarak
degerlendiriimesi 1970'li yillardan sonra olmustur. 1985'li yillardan sonra
Ostrojen ile endometrium ve meme kanseri iliskilerine aydinlk getiren genis
hasta sayisina dayall yayin ve arastirmalar, menopozda hormon tedavisini yaygin
hale getirmeye baslamistir. GiniimUze gelindiginde, 6zellikle menopozda hormon
tedavisi konusundaki g¢alismalarin hizla devam ettigini gérmekteyiz. Bugin
menopozdaki modern yaklagsim ve tedavi gérlsline gdbre, menopoz olgusu
sadece Kadin-Dodum Klinigine ait olmayip, ayni zamanda Psikiyatri, Fizik
Tedavi, Kardiyoloji, Genel Cerrahi, Biyokimya, Diyet ve Genetik béliimlerinin de
ilgi alanina girmektedir. Multidisipliner bir ekip organizasyonu ile bu dénemin en
iyi sekilde gecirilmesinin saglanmasi ve yasam Kkalitesinin yUkseltiimesi
amaclanmaktadir. Premenopozal ve postmenopozal ddénemde hormon
dizeylerinde meydana gelen degisimler ve buna bagl olarak gelisen belirtilerin

dagiimi asagida Sekil 2.1’de verilmistir>'.
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Sekil 2.1. Hormon diizeylerindeki degisiklikler ve buna bagh olarak gelisen belirtilerde
gdzlenen degisimler15.

2.3. Menopoz Yasl

Menopoza girme yas! toplumlar arasinda degiskenlik gdstermektedir.
Degisik toplumlarda ortalama yasam slresinin uzamasi ile menopoz dénemi
kadin yasantisinda daha énemli bir yer teskil etmistir. Menopoz yasi 45 ila 60
yaslari arasinda degismektedir. istatistiksel olarak ortalama yas 51.4
civarindadir. Yapilan calismalar sonucunda Amerika’'da 50-52 vyaslarinda
gbrilen menopoz, Avrupa orijinli beyaz kadinlarda yaklasik 50 yas civarinda
olarak gdsterilmistir. Yine bu calismalarda Asyali, Afrikali ve Uzak Dogulu
irklarda ortalama menopoz yasinin 43-49 arasinda oldugu tespit edilmigtir.
Turkiye'de ise menopoz ortalama olarak 46 yas civarinda gérilir'®. Kadinlarin
%1-2'si 60 yasindan sonra ve %1-2'si 40 yasindan 6énce menopoza
girmektedir'®. Kirk yasindan énce menopoza girme erken menopoz olarak
adlandiriimaktadir. Bu durum batin kadinlarin %1’inde, 30 yasin altindaki
kadinlarda ise %0.1 oraninda gorulmektedir. Menopoz yasini belirleyen en
6nemli etken genetik faktorlerdir. Ayrica gevresel etkenlerde menopoz yagsini

etkileyebilmektedir®.



2.4. Prematir Menopoz ve Nedenleri

1.Genetik Nedenler: Prematir menopoz olan hastalarin % 40’inda
genetik nedenler gértlmektedir. Prematire menopozlu hastalarin yaklasik %5’i
bu hastaligin kalitsal bir egilim gdsterdigini dogrulayan bir aile 6éyklistne
sahiptir'’. Genetik gecis sekli X’ bagli, otomozomal dominant veya resesif
olabilmektedir. Ancak genetik gecisin nasil oldugu konusunda kesin bir veri
ortaya konamamistir. Bu ailelerde erkek Dbireylerde bir bozukluk

gbérilmemektedir.

a.Turner Sendromu
b. X-kromozomu defektleri
c. Enzim Eksiklikleri
d. Follikiil Uyarici Hormon Reseptoriinde Genetik Mutasyonlar
e. Perrault Sendromu
f. Ataxia-telenjektazia
g- inhibin geni bozukluklari

2. Yumurtaliklarin Viruslara Bagh Enfeksiyonlari:

3. Kemoterapi ve Radyoterapi

4. Bagisiklik Sistemine ait Bozukluklar

2. 5. Menstriiel Siklusda Noroendokrin Kontroli

Menstriel siklus duzenli araliklarla g6rilen vajinal kanamalarla

karakterizedir. Adet kanamalarinin ddzenliligi hipotalamus, hipofiz ve over



arasindaki koordinasyona ve buna bagli olarak hedef organ endometriumda
meydana gelen degisikliklere bagldir. Menstriel siklus sirasiyla folikller ve

luteal olmak Gzere iki kisma ayrilir.

2.5.1. Folikiiler Faz

Bir dnceki siklusun sonunda serum FSH dizeyi ylkselmeye baslar ve
siklusun folikller fazinin ilk bes giiniinde de devam eder. FSH’deki bu yikselme
daha 6nce blylmeye baslayip 1-2mm. capina ulasmis olan 3 ila 30 antral
folikGlin buyUmelerini sirdirebilmelerini saglar. Bu grup folikllden sadece bir
tanesi blylumesini strdirecek; digerleri ise atreziye ugrayacaktir.

FSH folikildeki granlloza hicrelerinden aktivin ve inhibin salgilatir.
inhibin hipofiz bezinden FSH sentez ve salgisini dogrudan inhibe eder ve teka
hiicrelerinden LH'a bagimli androjen salgisini da artirir. inhibin birbirlerine
disulfid baglari ile baglh iki peptidten olusur. inhibin A ve inhibin B denilen iki tipi
vardir. Bunlarda o Unitesi ortaktir, B Unitesi farklilik gésterir. Yalnizca B alt
Unitelerinin bir araya gelmesiyle Aktivinler olusur ve etkileri inhibinin tam tersidir.
FSHa bagmli esterojen ve inhibin salgisini  glglendirir.  Granlloza
hicrelerinden progesteron salgisini baskilar. Aktivin aromataz aktivitesini
artirarak estrojen sentezini uyarirken FSH reseptérlerinin  ¢ogalmasini da
stimiile eder. inhibin ise teka hicrelerinden androjen salgilatir ki bu da estrojen
yapimi icin édncl madde goérevi gortr. Ancak artan estrojen ve inhibin negatif
feed-back ile FSH’1 baskilar ve sonugta siklusun 5-7. glnlerinde dismeye

baslar. Folikller fazin olug mekanizmasi Sekil 2.2’de verilmistir.
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Sekil 2.2. Folikiler fazin olug mekanizmasi.

FSH reseptdéri acgisindan en zengin olan folikil dominans kazanip
gelisirken digerleri geriler. Dolagsimdaki FSH, folikller fazin ikinci yarisinda
diserken bazal LH da yavas yavas ylkselir. FSH ve estrojen sinerjistik olarak
grandloza huUcrelerinde LH reseptdrlerinin  olusumunu inddklerler. Estrojen
gonadotropin salgisinin en gucli inhibitéri iken 200-300pg/ml dlizeylerinde 50
saat kadar kalmasi hipofize pozitif feed-back etki yapar ve LHnin ani
yUkselmesine(surge) neden olur. Artan estrojen hipofiz bezinin GnRH’ye
duyarlihgini logaritmik olarak artirir ve GnRH’nin gonadotropin salgilatici etkisi
LH surge’li olana kadar devam eder'®.

Menstural déngt esnasinda FSH, LH ve 6strojen hormonlarinin diizeyleri

ve meydana gelen diger olaylarin semasi Sekil 2.3'de verilmigtir.
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Sekil 2.3. Menstural déngl ve hormon konsantrasyolari.

inhibinin temel fonksiyonu, hipofizden FSH salgilanmasini negatif
feedback mekanizmasi ile dizenlemektir. MacNaughton ve arkadaslarinin 1992
yilinda yaptiklari ¢galisma neticesinde ileri strdikleri gérise gbre, serum inhibin
konsantrasyonunda bir azalma oldugu takdirde, yumurta folikillerinde de bir
azalma go6r0lir. Bundan dolay! inhibin salgilanmasinda ki bir azalma, FSH
miktarindaki artistan sorumludur denebilir. FSH miktarinda ki artis yumurta
reservinin azalmasina neden olur. Menopoza gecis dbéneminde FSH
salgilanmasindaki artigin folikil tikenme oranindaki artigla paralel olusu, bu
gorusin dogru oldugunu gdstermektedir'®.

Prematir menopoz hastalarinin  hormon testleri de bu goérisi
destelemektedir. Pampfer ve Thomas tarafindan 1989’'da yapilan bir calismada
prematir menopozlu kadinlarda inhibin salgilanmasinda bir azalma tespit
edilmigtir. Prematir menopozlu kadinlarla infertil kadinlar karsilastirildiginda,
prematir menopozlu kadinlarda yumurtlama zamaninda inhibin seviyesinin
daha disUk oldugu tespit edilmistir. Ayrica prematir menopozlu kadinlarda



folikll safhasinda ve luteal fazda inhibin konsantrasyonlarinin daha digik
oldugu bildirilmistir®®.

Sonug¢ olarak herhangi bir inhibin geninde meydana gelebilecek bir
mutasyon, aktif olan inhibinlerin miktarinda bir azalmaya neden olacaktir. Bu
durumda, hipofize uygulanan negatif feed back mekanizmasinin ortadan
kalkmasina ve FSH konsantrasyonunun artisina neden olacaktir. Bu durumun
sonucunda da foliklllerin erken tOkenmesi olayr gerceklesecektir. Bu

mekanizmanin da prematiire menopoza neden oldugu disiintimektedir®?'.

2.6. inhibin Proteini ve inhibin Alfa Geni

inhibinin proteininin, yumurta foliklllerinin gelisiminde rol oynayan FSH'In
negatif feed back mekanizmasindaki énemli fonksiyonu nedeni ile prematir
menopozdan sorumlu olabilecegi disiinilmektedir®’. inhibinler ve aktivinler,
proteinlerin TGF-B slper ailesinden olan multifonksiyonel hormonlardir. FSH

sentez ve sekresyonunu inhibe ve stimule etmekle goérevlidirler.

Olgunlasmis bir inhibin 31-32 kDa’luk heterodimerik bir glikoproteindir.
Bunun 18kDa’lik a-subinitesi, 14 kDa’lik B-sublnitesine disllfid baglarla
baglidir.

inhibin A (a-BA)

inhibin B (a-BB)

B—alt Gnitesinin homodimeri ise bir glikoprotein olan aktivindir. inhibinin

22,23,24

tam tersi bir fonksiyona sahiptir . Inhibin proteinin yapisi Sekil 2.4'de

verilmistir.
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Sekil 2.4. inhibin proteinin subdniteleri®®.

inhibinin alt Gniteleri 3 ayri gen tarafindan kodlanmaktadir. Bu genler ve
kodlandiklari bélgeler;
B INHa (2933-936)
® INHBA (2cen-q13)
m INHBB (7p15-p14)
inhibin a geni 2. kromozomun g33-g36 bélgesinde lokalize olmustur. 366
aminoasitten olusan inhibin alfa geni 39669 Da agirhgindadir®. Inhibin alfa
geninin amino asit dizisi Sekil 2.5’ de, inhibin alfa geninin dizisi Sekil 2.6’da ve

2. kromozom (zerinde lokalize oldugu bélge Sekil 2.7°de verilmigtir.
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Sekil 2.5. inhibin alfa geninin aminoasit dizisi*®.

GAAGGACTGG
AGGCCCTGGG
AGCTATGGTG
GAGCTGGCCC
TGACCAGGGA
CAGGGGCTCT
TGTGAGGACA
GGCCATCCCA
GCAGGGCACA
GTGGCTGTGC
TCTCICTGCT
TGAGGCCACG
TCAACTCCCC
CGGCTIGCCCA
GATCGTGTAC
CTGTCCCTTC
CCTGCTGTGC
TTTCAAGTAT
CTTCTTAATC
TAGATGGCTC
TCAATAAAGA

GGAAGACTGG
CAGACCCTGG
CTGCACCTAC
GGGAACTTGT
AGGTGGGGAC
GAGCCCGAGG
AGTCAGCTGC
GCATACACGC
GCAGCCTCCA
CCATGTCTTT
GACCCACCCC
CCCTTCCTGG
TGATGTCCTG
TGCCAACTGC
CCTCCCAGTT
CAGTCCCTGG
TGCTCTCCCA
GAGACAGTGC
CCATGGCTGG
CCACTCCTCC

ATGAGAAGGG
CAGAAGGGGC
TGCTCTTICTT
TCTGGCCAAG
CCTGGAGTCA
AAGAGGAGGA
CAGAGGGCTG
AGCCGCCAGG
ATAGCTCTGA
GGGCCATGCT
GTCCTGGTGC
TGGCCCACAC
GCCTTGGTICT
CACAGAGTAG
TCATCTTCCA
GGCTCCCCCT
GGGACCATGA
CCAACCTTICT
TGGCCACGCC
CTCCTTTCAC

ACACAGTGCA TATG

Sekil 2.6. inhibin alfa geninin dizisi®.

TAGAAGAGGG
ACGGGGCAGG
GCTGCTGACC
GTGAGGGCCC
GGCGGCTGCC
TGTCTCCCAA
GCCCAGGAGG
TGACTTCAGC
GCCCCTGCTA
CCCCCTCACT
TGCTGCTGCG
TCGGACCAGA
CCCICTGCTC
CACTGAACAT
CTACTGTCAT
ACCCCAGCCC
GGCCCCTACA
CACGCAGCAC
CCCACCATCA
TTCTCTGCCT

12

LGPPAVTREG
FRYMFRPSQH
LATSALSLLT
RPPEEPAAHA
LPGAQPCCAA

GDPGVRRLPR
TRSRQVTSAQ
HPVLVLLLRC
NCHRVALNIS
LPGTMRPLHV

RHALGGFTHR
LWEHTGLDRQ
PLCTCSARPE
FOQELGWERWI
RTTSDGGYSF

TGGGTGTGGG
GTGTGAGTTC
CCACAGGGTG
TGTTCTTGGA
CCGAAGACAT
GCCATCCTTT
CTGAGGAGGG
CCAGCTGTGG
GGCCTGCTGG
GGGCCGTGCT
CTGTCCCCTC
CCACCCAGTG
TGCGCCTGCT
CTCCTTCCAG
GGTGGTTGTG
AGCCCTACTC
TGTCCGCACC
TGTGCTTGTA
TCAGCTGGGA
ATGGGCTACC

ATGGGGAGGG
CCCACTAGCA
GGCACAGCTG
TGCCTTGGGG
GCCCTGGGGG
TCCCAGCCAC
CCTCTTCAGA
TTCCACACCG
CACTGTCACC
GCACCTIGGCC
TGTACCTGCT
GAGGGGAGAG
GCAGAGGCCT
GAGCTGGGCT
GGCTGCACAT
CTTGCTGCCA
ACCTCGGATG
TCTAAGGGTG
GGAAAGGCAG
CTCCCCACCC

GAGAGTGGAA
GGGCCAGGTG
CCAGGGGCTG
CCCCCCGCGG
GCTTCACACA
AGATGCCAGC
TACATGTTICC
GGCTGGACAG
GGGAGGACCC
ACCTCTGCTC
CAGCCCGGCC
AGCCCGACGC
CCGGAGGAAC
GGGAACGGTG
CCCACCAAAC
GGGGCCCAGC
GAGGTTACTC
GGGGGTICTTC
AGTTGGGAAA
CACTTCTATC
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Sekil 2.7. inhibin alfa geninin 2. kromozom Ulzerinde yeri27.
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inhibin alfa geni (izerinde yapilan calismalar neticesinde prematir
menopozdan sorumlu olabilecegi distnllen bir mutasyon tespit edilmistir.
inhibin alfa geninin ekson 2 bélgesinde bulunan 769. nikleotit olan guanin
adenine dbénUsmektedir. Bu bir missense mutasyondur. 257. kodona tekabul
eden bu mutasyon neticesinde alanin aminoasiti treonin aminoasitine
dénismektedir. Bu genin, mutasyon bulundugu belirlenen ekson 2 bélgesini
icine alan 243 bg¢’lik alani PCR/RFLP ydntemi kullanilarak incelendiginde
normal, heterozigot mutant ve homozigot mutant oldugu takdirde beklenmesi
gereken bant uzunluklari Gizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Mutasyon igin kullanilan enzim ve kesim sonucu olusan bant uzunluklari.

Mutasyon Enzim Normal Mutant Mutant
Heterozigot Homozigot
769 G—A Bvbl 25 be 25 be
(Missense) 85 be 85 be 85 be
134 be 134 be 159 be
159 be
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kan Eldesi

Bu tez calismasinda calisma grubunu Cukurova Universitesi Tip
Fakultesi Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Ana Bilim Dal’'nda ve Dogus
Tip Merkezinde Prematir Menopoz Kklinik tanisi konulmus 28 hasta
olusturmustur. Bu hastalardan alinan kan érnekleri DNA izolasyonu amaci igin
EDTA'll tiplere (2-3 cc) alinmis ve molekiler ¢alismalarda kullaniimak Gzere

laboratuarimiza getirilmigtir.

3.2. Araclar ve Gerecler

3.2.1. Cihazlar

Bu calismada kullanilan baslica cihazlar ve teknik malzemeler asagida
verilmigtir:

1. Thermal cycler (Eppendorf Mastercycler)

Jel gérunttleme cihazi (Uvitec)
Santrif(j (Universal 16R)
Hassas terazi (Sartorius)
Su banyosu (Elektromas)
Otomatik pipetler (Gilson, Pipetman ve Socorex)
Vorteks ( Nive NM110)

UV transilluminatér (Vilber Lourmat)

© 0O N O~ Db

Yatay ve dikey elektroforez tanklari ve gi¢ kaynagi (Biogen, Biolab,
Maxicell)
10. Deepfreeze (Siemens)
11. Buzdolabi (Arcelik 450)

Bu teknik malzemeler arastirmanin yapildigi Gukurova Universitesi Tip
Fakultesi Tibbi Biyoloji ve Genetik AD. Laboratuarlarinda bulunmaktadir.
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3.2.2. Kimyasal Maddeler

Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar
asagida verilmigtir:

1. Taq polimeraz (Fermantas)

Magnezyum klortr (MgCly) (Fermantas)
PCR tamponu (Fermantas)
Restriksiyon enzimi (Delta Kimya)
Msp ile kesilmis pUC 19 marker DNA (Fermantas)
Primerler (Fermantas)

Deoksintkleosit Trifosfat seti (Delta Kimya)

© N O bk Db

Agaroz (Promega)

9. Akrilamit (Delta Kimya)

10. Saf Etanol (Riedel-de Haen)

11. DNA izolasyonu, PCR ve Elektroforez ile ilgili diger kimyasal

maddeler (Delta Kimya, Sigma ve Merck)

3.3. Yontem

Prematir Menopoz teshisi konulmus hastalardan alinan kan
Orneklerinden tuzla ¢oktirme ydntemi ile DNA izolasyonu yapilmigtir. Inhibin a
geninin exon 2 bdélgesinin icinde bulunan 243 b¢’lik bdlge Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edilmigtir. PCR isleminde bu bdlgeyi kapsayan
uygun Forward ve Reverse primerler kullaniimistir. PCR ile cogaltilan bdlgeler
uygun Restriksiyon endonukleaz enzimleri kullanilarak kesilmistir. Kesim
isleminden sonra 6rnekler %10’luk poliakrilamid jelde ve agaroz jelde
yurGtllerek elde edilen bantlara gére sonuglar yorumlanmistir.

Kullanilan restriksiyon endonuklez enzimi ve kesim noktasi cizelge 3.1’de

verilmigtir.
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Cizelge 3.1. Restriksiyon Endonukleaz Enzimi ve Kesim Noktasi.

Restriksiyon endoniikleaz enzimi Kesim Noktasi

Bse XI (Bbvl) s GCAGC (N3

#CGTCG (N)2 s

3.3.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda Miller et al.'in tuzla ¢oktirme (salting out) yéntemi
modifiye edilerek uygulanmigtir. DNA izolasyonunda kullanilan kan miktari ve
kimyasal bilesikler izolasyon protokollinde yer alan miktarlara bagh kalinarak
belirlenmistir. izolasyonda kullanilan soliisyonlar ve izlenilen yol asagidaki
sekildedir.

1. 1,5 mllik steril bir tipe 1 ml Eritrosit lizis tamponu ilave edildi. TUpUn
kapagi kapatilip alt-Gst edilerek homojen karigim saglandi ve oda sicakliginda 5
dakika bekletildi.

2. 10.000 rpm’'de 5 dakika santrifij edildi ve pipetle supernatan
uzaklastirildi.

3. Ayniislem ikinci bir kez tekrarlandi.

4. Lokosit pelleti Gzerine 1 ml fizyolojik tampon ilave edildi.

5. 10.000 rpm’de 5 dakika santriflj yapildiktan sonra supernatan
uzaklastirildi. Bu islem eger I6kosit pelleti kirliyse tekrarlanabilir.

6. Lokosit pelleti Gzerine 300 ul TE-9 tamponu ilave edildi ve pipetleme
yapilarak tipun dibindeki ¢okelti dagitilarak homojen hale getirildi.

7. Daha sonra bu karisimin Gzerine 100 ul %10’luk SDS ve 15 ul
Proteinaz K ilave edildi. TUp alt-Ust edilerek homojen karigim saglandi.

8. 55-60 C°’de Ben-Maride 1 gece inkibe edildi.

9. 1 gecelik inklbasyondan sonra karigsimin Gzerine 150 pl doymus tuz
cozeltisi (6 M) ilave edildi. Bu asamada beyaz bir bulanikhidin olusmasi beklenir.

Bulanikhk olmazsa 50 pl daha tuz ¢dzeltisi ilave edilebilir.
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10. 13.000 rpm’de 10 dakika santriflij yapildiktan sonra supernatan steril
bir ependorfa aktarildi. Supernatan DNA igcermektedir.

11. Daha sonra aktarilan supernatan bir kez daha santriftij edilerek tuzun
tamami karigimdan uzaklagtirilmaya ¢ahsildi.

12. Santrifij sonrasinda supernatan ependorfa aktarildiktan sonra
solisyonun hacminin 2-2.5 kati %99,5’luk etanol eklendi. Tip 2-3 kez yavasca
bas asagi edilerek DNA'nin presipite olmasi saglandi. Bu asamada DNA yumak
seklinde géraldu.

13. 13.000 rpm’de 10 dakika santrif(lj edildikten sonra tlp ters cevrilerek
alkol uzaklastirildi ve tipin agzi bas asagdl gelecek sekilde bir kurutma kagidi
tzerine konularak alkoliin tamaminin uzaklastiriimasi igin 15 dakika bekletildi.

14. TUpe yaklasik olarak 100 pl steril distile su konuldu.

15. DNA’nin tamamen c¢6zinmesi ve DNAaz aktivitesinin ortadan
kaldinimasi icin 65 C°’de Ben-maride 10 dakika bekletildi.

16. Ornekler -20 C°>de PCR reaksiyonlarinda kullaniimak (zere

muhafaza edilmistir?®2°.

3.3.2. PCR Reaksiyonunun Hazirlanmasi
PCR reaksiyonu hazirlanirken kullanilan bilesenler asagida verilmistir.
. Primerler
=  Termostabil DNA polimeraz
. dNTP karisimi

u MgC|2
" Reaksiyon tamponu
. Kalip DNA

PCR reaksiyonlar hazirlanmadan &nce kullanilacak olan reaksiyon
bilesenlerinin stoklari gtnlik kullanimlar seklinde hazirlanarak kontaminasyon
riskini énlemek amaci ile steril ependorflara belirli hacimlerde paylastirildi.
Orneklerimiz icin optimum amplifikasyon kosullarinin belirlenmesi icin bazi
denemeler gerceklestirildi. Bu denemeler esnasinda farkli tampon bilesimi,

dNTP ve MgCl, konsantrasyonlari denendi. Her denemede sadece bir degisken
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disindakiler sabit tutuldu. Optimal amplifikasyon kosullarinin gerceklestigi
denemedeki konsantrasyonlar butiin PCR reaksiyonlari i¢in kullanildi.

Cizelge 3.2. Optimal Amplifikasyonun Gergeklestigi PCR Reaksiyonu

Reaksiyon bilesenleri Stok Konsantrasyonlari Alinan Miktar
Primer (R) 20pmol/ul 1ul

Primer (F) 20pmol/ul 1ul

dNTP karigimi 25Mm 0,4ul

MgCl, 25Mm 3ul

Taq DNA polimeraz 1.250/ul 0,06yl
Genomik DNA 35ul 0,5ul

PCR Tamponu 10X S5ul

Su (distile) 39,04 39,04 pl
Toplam 50pl

Optimal amplifikasyonun elde edildigi PCR reaksiyonundaki 1si dénguleri
su sekilde programlandi:

PCR reaksiyonunun hazirlanmasinda sirasiyla su basamaklar izlendi:
» Reaksiyonda kullanilacak DNA'lar ve ¢dzeltiler -20°C'den alinip ¢dzduralda.
* %70'lik alkolle temizlenmis laminar flow kabin icinde, Gzerlerine 6rnek kodu
yazilarak 200ul'lik PCR tlpleri hazirlandi.
« TO0m DNA ornekleri ve c¢ozeltiler dnce vortekslendi, daha sonra tlpin
duvarindaki tim damlalari toplamak amaciyla kisa bir stire santrif(ij edildi.
* Reaksiyon hacmini tamamlamak igin steril bidistile su igeren bir ampl
kullanildr.
* PCR mix hazirlamak igin 200 pl'lik bir PCR tUptne buz Uzerinde daha énce
hesap edilen miktarlarda 10X tampon, MgCl,, primerler, dNTP mix ve Taq
polimeraz eklendi.
» TUp 6nce vortekslendi, daha sonra kisa bir stre santriftj edildi.
» Kodlanmis her bir PCR tlplne dnceden hesap edilen miktarda su ve kodunu
tasidiklari DNA eklendi.
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» Daha sonra PCR mix tUplere esit olarak dagitildi.

» Bodylece tuplerin her birine ttm PCR bilesenleri yani DNA, 10X tampon,
MgCly, primerler, dNTP'ler, Taq polimeraz ve su, buz Gzerinde eklenmis oldu.

» Tupler dnce vortekslendi, daha sonra kisa bir stire santrif(j edildi.

» Tupler 6énceden programlanmis thermal cycler'a yerlestirildi ve cihaz
calistirildi.

Cihaz durduktan sonra PCR amplifikasyon Grininin elde edilip
edilmedigini gbérmek amaciyla CUrinler 06ncelikle %1.5'lik agaroz jel
elektroforezine tabi tutuldu. Uriinler, 243 b¢ uzunlugunda olmasi beklenen
fragmani belirlemeye olanak verecek bantlari iceren marker olan Msp | ile
kesilmis pUC18 veya pUCI9 ile beraber yuritildi. Uvitec jel gorintileme
cihazinda diskete alinan jel gériintileri bilgisayar ortamina aktarildi*°.

3.3.2.1. Primer Secimi

Prematir menopozdan sorumlu oldugu dustndlen inhibin alfa geninin
baz dizisi internet taramalari yoluyla bulunmustur. Bu konuyla ilgili daha
6nceden yayinlanmis olan makalelerden, bu calisama da mutasyon taramasi
yapilacak olan, genin exon 2 bdlgesi icinde bulunan 243 b¢’lik alana uygun

primerler tespit edilmistir®’.

20



Sekil 3.1. inhibin geninin tamaminin amplifikasyonu igin kullanilan primerler.

Size
Frgment (bp) Primers (5' to 3')
Inhibin
alpha
Forward
INH 601 GCTGCTGCGCTGTCCCCTCTGTA
Reverse
TATTTCCCAACTCTGCCTTTCCTC
Forward
INH 1 243 GGCCCACACTCGGACCAGAC
Reverse
AGCCCACAACCACCATGACAGTAG
Forward
INH 2 139 GCTGGGCTGGGAACGGTGGAT
Reverse
GGAGTAGGGCTGGGCTGGGGTAGG
Forward
INH 3 254 CTACCCCAGCCCAGCCCTACTCCT

Reverse
TATTTCCCCAACTCTGCCTTTCCTC

Location

732...

1332...

792...

1034...

963...

1101...

1079...

1332...

754

1309

811

1011

983

1078

1102

1309
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5!
CCGGGTGTG AGCCTGGTCT GGTGGGTCAC CTCCCCTCTC
GGCCCACAC TCGGACCAGA C

TCGGGCTGCG AGTTGAGGGG ACTACAGGAC CGGAACCAGA
GGGAGACGAG ACGCGGACGA CGTCTCCGGA GGCCTCCTTG
GCGCACGGGT ACGGTTGACG GTGTCTCATC GTGACTTGTA
GAGGAAGGTC CTCGACCCGA CCCTTGCCAC CTAGCACATG
CTACTGTCAT GGTGGTTGTG GGCT

“«—

GGAGGGTCAA AGTAGAAGGT GATGACAGTA CCACCAACAC CCGA

37

Sekil 3.2. inhibin Alfa geninin 243 bg’lik bélgesi igin kullanilan primer dizisi ve ¢cogaltilan bélge.

3.3.2.2. Programlama

PCR dobnguleri denatlrasyon, annealing (yapisma) ve ekstension
(uzama) olmak Uzere 3 asamadan olugmaktadir. ilk asamada primerlerin
yapisacag! (annealing) ve DNA sentezinde kalip gérevi yapacak tek iplikli DNA
molekulleri olusturulur. Bu asamada primerler tek iplikli DNA molekuiline
baglanmaktadir. Annealing sicakligi primerlerin nUkleotid dizisine gore
degismektedir. ideal annealing sicakhigi primer kompleksinin erime sicakligi
(Tm) hesaplanarak saptanabilir. Tm sicakhidinin yaklasik olarak 5 C°’ye kadar
asagisindaki sicaklik primer ile kalip arasinda ideal baglanmayi saglamaktadir.
Tm  sicakliginin  tespitinde, 20-mer'e kadar olan primerler igin,
Tm=4.(G+C)+2.(A+T)C° formili kullaniimistir®.
1- On denatiirasyon: 95°C'de 5 dk
2- Denatlirasyon  :94°C'de 45 sn
Yapigsma: 62°C'de 45 sn
Sentez: 72°C'de 45 sn
Toplam 30 déngu
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3- Final sentez :72°C'de 5 dk
4- 4°C'de muhafaza

3.3.3. PCR Uriinlerinin Elektroforezi ve Kesimi

Her mutasyon icin éngérilen PCR programlari tamamlandiktan sonra
amplifiye olan bdlgeler %2’lik agaroz jelde analiz edildi. Bunu i¢in PCR
reaksiyonu drinlerine 6X yUkleme tamponundan 1/5 oraninda (1 hacim
yUkleme tamponu, 5 hacim PCR reaksiyonu Griin(i) eklendi. Ornekler agaroz
jele yUklendikten sonra 100mA, 70V watt'ta 35 dakika elektroforeze tabi
tutuldu®®. Elektroforez sonucu Uvitec jel gdriintileme cihazi ile fotografi
cekilerek yorumlandi. Sonuglar her mutasyon icin kullanilan primerlerin
cogalttigi bdlgelere gére beklenen bant uzunluklari molekiler weight marker
yardimiyla yorumlanmigtir. Beklenen bantlar elektroforez sonucu tespit
edildikten sonra mutasyon icin dngdrilen restriksiyon endonukleaz enzimi ile
kesim reaksiyonu hazirlanmistir. Bu reaksiyon hazirlanirken kullanilan
bilesenler ve stok sollisyonlari Cizelge 3.3'de verilmistir.

Cizelge 3.3. Kesim reaksiyonu bilesenleri.

Stok Son hacim
Restriksiyon enzim tamponu 10X 1X (2,5 pl)
Restriksiyon enzimi 30/ul 10/ul (0,5 ul)
PCR rini _ 10
Distile su _ 12 ul
Son Hacim _ 25 ul

Galisilan mutasyonlar %10’luk poliakrilamid jelde elektroforeze tabi
tutulduktan sonra Uvitec jel gérintileme cihazinda fotograflar ¢ekilip analizleri

yapilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calisma esnasinda kullanilan DNA’lar, C.U Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dalinda Prematlir Menopoz tanisi konmus 27
hasta ve Dogus Tip merkezi’nden de 1 hastaya ait kan érneklerinden ve 9 Kisilik
kontrol grubunun kan érneklerinden izole edilmistir. Toplam 28 hastanin ve 9
kontrolin kullanildigr g¢alisma populasyonunun &zellikleri Cizelge 4.1’de
verilmigtir.

Bu calismada, hipofiz bezinden FSH salgilanmasini reglle eden bir
glikoprotein olan inhibinin, alfa subtnitesini kodlayan inhibin alfa genindeki 769.
nikleotiddeki Adeninin Treonine dénlismesi sonucu meydana gelen missense
bir mutasyon taranmistir. Hastalardan calisma esnasinda elde edilen PCR ve
RFLP goruntuleri Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5°de verilmigtir.

Galismada kullanilan érneklerden elde edilen, 243 bc¢’lik PCR Urinleri
%1.5’luk agaroz jel elekiroforezinde marker ile birlikte yUratilmuastir. Daha
sonra bu jel gérintlleri bilgisayar ortamina aktariimistir. Bu 6érneklerin PCR
amplifikasyon arinleri Sekil 4.1 de verilmistir.
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M H1 H2 H3 H4 H5 H6 H6 H7 H8 H9 HIO

— — — P —— __ ,;____ " j X ' -

243

M HI1 HI12 HI3 H14 H15 H16 HI17 HI8

Sekil 4.1. Calismada kullanilan hastalarin PCR goérintileri.

istenilen PCR Grlinlerinin elde edildigi tespit edildikten sonra, bitiin
orneklerle, normal Grlnleri belli bir bélgeden taniyip kesen Bbv | enzimi ile
RFLP analizi yapilmistir. Elde edilen kesimlerin poliakrilamit jel gérantuleri Sekil
4.2, 4.3, 4.4'de verilmigtir. Kesim Urtnleri %10’luk jelde yuratilmastar.

Bu calisma da 28 hasta ve 9 kontrol kullanilmigtir. Hastalarin hicbirinde
aradigimiz 769 G—A mutasyonuna rastlanmamistir. Beklenilen mutasyon tespit
edildigi takdirde go6rUlmesi gereken 150b¢ ve 85b¢’lik pargalar elde
edilememigtir. Caligilan hasta ve kontrollerde 134b¢ ve 85bc¢’lik parcalar elde

edilmistir.
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PCR
M Kont. HI H2 H3 H4 HS H6 H7 H8 H9 HIO

242

147

111

Sekil 4.2. Calismada kullanilan ilk 10 (1-10) hastanin Bbv | enzimi ile kesim Grlnleri
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PCR
M Kont. HI1 HI2 HI13 HI4 HI5 HI16 HI17 HI18 H19 H20

242

147

111

Sekil 4.3. Calismada kullanilan 10 (11-20) hastanin Bbv | enzimi ile kesim Urlnleri.
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PCR
M Kont. H21 H22 H23 H24 H25 H26 H27 H28 Kl

147
111
Sekil 4.4. Calismada kullanilan son 8 (21-28) hastanin Bbv | enzimi ile kesim GrGnleri.
M K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 PCR Kont.
24
147

111

Sekil 4.5. Calismada kullanilan 9 kisilik kontrolin Bbv | enzimi ile kesim Grlnleri.
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5. TARTISMA

Prematir menopoz, 40 yasin altindaki kadinlarda yumurtaliklarin
fonksiyonunu yitirmesi ile karakterize olan bir durumdur. Prematir menopoz’un
en belirgin sonucu; fertilitenin yok olmasi ve hipo-6strojenizmdir. Prematir
menopozun nedenleri olarak, X kromozom defektleri gdsterilse de gercek
anlamda nedenleri bilinmemektedir'?.

Inhibinin, yumurta folikdllerinin gelisiminde rol oynayan FSH’in negatif
feed back mekanizmasindaki fonksiyonu nedeni ile prematir menopozdan
sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir®’.

Alaninin treonine dénidsimi korunumlu olmayan bir yer degistirmedir ve
fonksiyonel grubun yan zincirine bir alifatik hidroksil grubun eklenmesi ile
sonuglanir.

insan ile birgok hayvan INH a gen dizisi arasinda %80 oraninda homoloji
g6zlenmektedir. Bu tdrlerin inhibin alfa proteinlerinin aminoasit dizileri
karsilastinildiginda, mutasyonun tespit edildigi 257. kodondaki alanin
aminoasitinin bulundugu bdlgenin, bu tirlerde yiksek korunumlu oldugu tespit
edilmistir. Bu bilgi dogrultusunda, 257. kodondaki alaninin protein fonksiyonu
Uzerinde énemli bir rold oldugunu distnebiliriz. 257. kodonda meydana gelen
aminoasit varyasyonunun fonksiyonel énemi henltz bilinmemektedir. Protein
yapisinin analizi sonucunda, bu kodonun reseptér baglanma bdlgesinde oldugu
disinidimektedir.

Inhibin molekall, bir grup multifonksiyonel biytime ve farklilagsma faktort
olan TGF-B sUper ailesinin bir Gyesidir. INH a, diger TGF-B ailesi Gyeleri gibi, 7
korunumlu sisteine sahiptir. Fakat, inhibin alfa geninin birinci sisteininin
upstreaminde bulunan aminoterminal bélgesi ile TGF-B sUper ailesinin diger
tyelerinden farklilik gésterir. Bu bdlgenin reseptér baglanma bdlgesi oldugu
distunilmektedir. Alaninin Treonine ddnismesi son olgunlasmis peptidin
reseptér baglanma bdlgesinde meydana geldigi disintlmektedir. Bu da
gobsteriyor ki, 257’inci kodondaki Alanin, protein fonksiyonunda énemli bir role
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sahip olabilir. Sonu¢ olarak bu mutasyonun prematir menopozlu hastalarda
tespit edilmesinin énemli oldugu diistintimektedir®.

INHa genindeki G769A varyasyonu ilk olarak Yeni Zellanda’da rapor
edilmistir. Bu ¢alismada 43 prematir menopoz hastasinda sadece 3 kiside bu
varyasyon tespit edilmigtir. 150 kisi kontrol grubu olarak kullaniimistir sadece 1
kisi de bu varyasyon tespit edilmistir'2.

Yakin bir zamanda da ltalya‘da yapilan bir galismada 7 prematr
menopoz ve 3 primer amenora vakasinda bu varyasyon tespit edilmistir.

Kore‘de yapilan ¢alismada ise 84 prematir hasta ve 100 kontrolde bu
varyasyona rastlanmamistir”'.

En son olarak 2004’de Hindistan’da yapilan calismada 80 premattr
menopoz, 33 primer amenora ve 4 sekonder amenore hastasi kullaniimigtir.
Ala257Thr missense mutasyonu 80 prematir hastanin Qunda (% 11.2), 33
primer amonera hastasinin 3’Unde (%9.1), 4 sekonder amenore hastasindan
2'sinde (%50) tespit edilmistir. Kontrollerde ise bu mutasyona hig
rastlanmamistir’,

Yapilan bu ¢aligmalar sonucunda; tespit edilen bu mutasyonla prematir
menopoz arasinda bir korelasyon oldugu distntlmektedir. Bu korelasyon
sayesinde de prematir menopozun erken teshisinin mimkin olabilecegi ileri
sUrtimasti 21333,

Bizim yaptigimiz calismada ise Cukurova Bélgesinden elde edilen 28
hasta ve 9 kontrol kullaniimigtir. INH a geninin ekson 2 bélgesinde oldugu tespit
edilen 769 G—A mutasyonu agisindan taranmigtir fakat bu varyasyona higbir
hasta ve kontrolde rastlanmamisgtir.

Yapilan arastirmalar sonucunda bu gende bazi etnik farkliliklarin oldugu
bildirilmistir*3°.

Menopoz multifaktériyel bir durumdur bu nedenle sadece INH a geninin
incelenmesiyle sonuca gidilemeyecedini digiinmekteyiz. Daha kesin bir sonuca
ulagmak icin menopozun olug mekanizmasinda ki diger genlerle de kombine bir
calisma yapmak gerekir. Daha anlamh bir sonug elde etmek icin hasta
sayisinin arttiriimasi ve farkli etnik kdkenlerden hasta gruplarinin kullaniimasi

da gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

SONUCLAR;

B Calismamizda FSH hormonunun sekresyonunu reglle ve stimule eden
inhibin protein geninin  inhibin alfa alt Unitesindeki 257. kodondaki
Alanin’in Treonin’e dénldsmesi ile sonuclanan mutasyon 28 hasta ve 9
kontrol Uzerinde calisiimistir. RFLP teknigi kullanilarak yaptigimiz
calismada higbir hastanin ve kontrolin bu mutasyonu homozigot veya
heterozigot olarak tagimadigini tespit ettik.

ONERILER;

B Prematir menopozda INH alfa geni 769 A—G mutasyonu taramasi
yapilirken farli etnik gruplardan ve daha fazla sayida hasta kullanildigi
takdirde daha anlamli sonuclar elde edilebilir.

B PCR/PFLP tekniginin, bu mutasyonun taranmasinda glvenilir ve pratik
bir yol oldugunu distinmekteyiz.

B Prematlr menopoz hastalarn Uzerinde yapilacak olan daha ileri
calismalarla elde edilen varyasyonun kalitimi daha fazla acikliga
kavusacaktir.

B Bbvl restriksiyon enzim analizine dayal bir genetik test ile prematir
menopozunun tanisi kolaylasacaktir.

B Bu hastaligi tasiyan bireyler daha édnceden bilgilendirilebilir. Erken teshis
edildigi takdirde bu hastalara hormon tedavisi uygulanabilir ve prematur
menopoz geciktirilebilir.
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EKLER

1. Deneylerde Kullanilan Sollisyonlarin Hazirlanmasi

1.1. Stok Solisyonlar
a) 1M Tris-HCI, pH 7.5
= 12,11 g Tris-base 100 ml distile su icinde c¢éztlip pH HCI
ile 7.5’a ayarland.

= QOtoklavda sterilizasyon yapilarak oda isisinda saklandi.

b) 6M NaCl
= 35,06 g NaCl 100 ml distile su i¢inde ¢6zuldQ.

= QOtoklavda sterilizasyon yapilarak oda isisinda saklandi.

c¢) 1mM EDTA (Etilen diamin tetraasetik asit), pH 8,0
= (0,3722 g disodyum EDTA 1000 ml distile suda ¢dzllerek
pH 8’e ayarlandi.

= Otoklavda sterilizasyon yapilarak oda isisinda saklandi.

1.2. DNA izolasyonu icin Kullanilan Soliisyonlar
a) Eritrosit Lizis Tamponu
= 2 ml Tris-HCI, pH 7,5 (final konsantrasyon 10mM)
* 1 ml 1M MgCl,.6H20 (final konsantrasyon 5mM)
= 10,9 g Sukroz (final konsantrasyon 0,32 M)
= Distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.
= QOtoklavda sterilizasyon yapilarak +4 C”de saklandi.
b) Fizyolojik Tampon
» 00,4383 g NaCl (final konsantrasyon 0,075 M)
= 5 ml EDTA (final konsantrasyon 0,025 M)
= Distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.
= QOtoklavda sterilizasyon yapilarak +4 C”de saklandi.
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c) SDS Sollisyonu

0,1 g SDS (final konsantrasyon %1)
0,08 g NaOH (final konsantrasyon 0,2 M)
Distile su ile 10 mlI'ye tamamlandi.

Otoklavda sterilizasyon yapilarak +4 C%de saklandi.

d) %70 Etil alkol

70 ml %99,5 etil alkol'e 30 ml distile su eklendi.
-20 C%de saklandi.

e)TE-9 Tamponu (pH 9)

500 mM Tris base

20 mM EDTA pH 9,0

10 mM NacCl

Distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

Otoklavda sterilizasyon yapilarak +4 C%de saklandi.

1.3. Elektroforetik Analiz Sollisyonlari
a) 10 X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok solisyonu

108 g Tris-base (0,9 M)

55 g Borik asid (0,9 M)

8,3 g EDTA pH 8,0 (20mM)

Distile su ile 1000 mI’'ye tamamlandi.

Manyetik karistiricida ¢ézulerek pH 8,0’e ayarlandi.

Otoklavda sterilizasyon yapilarak oda isisinda saklandi.
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b) 1X TBE (Caligsma soliisyonu)
= 100 ml 10X TBE Uzerine, 900 ml distile su eklendi.

= Elekiroforez tankina konularak kullanildi.

c¢) Etidiyum Bromid Sollisyonu (10mg/ml)
= 0,1 g etidiyum bromid 10 ml distile su iginde ¢6zuld.
*» [siga hassas oldugu icin aliminyum folyo ile sarilarak
+4C%de saklandi.

d) Yiikleme tamponu (6X)
= 1XTBE
* %40 Sukroz
*  %0,025 Brom fenol mavisi

e) %40 Akrilamid
= 39 g akrilamid
= 1 g N,N metilen bisakrilamid
= 80 ml distile su icinde ¢6zuldU.
= Son hacim distile su ile 100 ml'ye tamamland..

f) %25 Amonyum persiilfat
= 0,25 g Amonyum persulfat
= 0,5 ml distile su iginde ¢6zuld.
= Son hacim distile su ile 1 mlI'ye tamamlandi.

= +4’de muhafaza edildi®".
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