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OZET

Prematiir Menopoz ve Katekol-O-Metiltransferaz (COMT) Gen Polimorfizmi
Arasmdaki Iliski

Menopoz, ovaryum follikiil aktivitesinin kaybt nedeniyle menstruasyonun kalici
olarak sonlanmasidir (47). Prematiir menopoz, 40 yas ya da altndaki bayanlarda
menstruasyonun  sonlanmasidir.  Prematiir  menopozun  etiolojisi  tam  olarak
aydmlatilamamistir ancak olaymn temel nedeni ovaryumlardaki follikiillerin tiikenmesi

sonucu dstrojen miktaridaki azalmadir (15).

Katekolostrojenler (CE), ostrojen metabolizinasinda ana metabolik yolda rol
oynar (8). Katekol-O-metiltransferaz (COMT), S-adenozilmethionin’deki bir metil
grubunun, dopamin, epinefrin ve neorepinefrini i¢eren katekolaminlere transferini
katalizler. COMT enzim aktivitesi, yiiksek, orta ve diisiik aktivite olmak tizere insanda

karacigier ve critrositlerde  genetik  olarak  polimorfiktir. COMT  genindeki  158.

pozisyonda G-A transisyonundan kaynaklanan bu polimorfizm, valin aminoasitinin
methionin’e substitiisyonu ile sonuglamir. Bu iki allel. Nla III restriksiyon enzimi
kullamlarak, PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ve RFLP (restriksiyon par¢a uzunluk

polimorfizmi) analizleri ile tantmlanabilir (27).

Bu calismada, COMT gen polimorfizmi ile prematiir menopoz arasindaki iliskiyi

incelemek amaglandi. PCR-RFLP yontemi ile 37 prematiir menopoz ve 38 menopozlu

hastanin genotiplemesi yapildi. H/H, H/L ve L/L genotiplerinin dagilimi prematiir
menopoz grubunda sirasiyla % 13.5, % 67.6 ve % 18.9, menopoz grubunda ise % 15.8
% 73.7 ve % 10.5 olarak saptandi. Prematiir menopoz ve menopoz gruplart arasinda,
COMT-HH, COMT-HL ve COMT-LL genotipleri agisindan bir fark saptanmadi
(p>0.05 ve =0.595).

Anahtar Sozciikler: Katekol-O-metiltransferaz (COMT), prematiir menopoz,

genetik polimorfizm
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ABSTRACT

Association Between Catechol-O-Methyltransferase (COMT) Gene Polymorphism

and Premature Menopause

Menopause is the permanent cessation of menstruation resulting from the loss
of ovarian follicular activity (47). Premature menopause is defined as the cessation of
menstruation at age 40 or under. The etiology of premature menopause is still uncertain
although the fundamental reason is known to be ovarian follicul failure that reduced of

estrogen level (15).

Catecholestrogens (CE) represent a major metabolic pathway in estrogen
metabolism (8). Catechol-O-methyltransferase (COMT) catalyzes the transfer of a
methyl group from S-adenosylmethionine to catecholamines, including the
neurotransmitters dopamine, epinephrine, and norepinephrine. The level of COMT
enzyme activity is genetically polymorphic in human red blood cells and liver, with a
trimodal distribution of Jlow, intcrmcdiate, and high levels of activity. This
polymorphism is due to a G-to-A transition at codon 158 of the COMT gene, resulting
in a valine-to-methionine substitution. The 2 alleles could be identified with a PCR-

based restriction fragment length polymorphism analysis using the restriction enzyme

Nla 11 (27).

In this study we aimed to investigate the effects of COMT genotype on
premature menopaunse. Genotyping of 37 premature menopaused and 38 ménopaused
patients were carried out using PCR-RFLP method. The distributions of the H/H, H/L,
and L/L genotypes were 13.5%, 67.6% and 18.9%, respectively, in the premature
menopaused patients and 15.8%, 73.7%, and 10.5% in the menopaused patient. No

differences in COMT-HH, COMT-HL, and COMT-LL polymorphism was detected

between premature menopause and menopause groups (p>0.05 ve $=0.595).

Key Words: Catechol-O-methyltransferase (COMT), premature menopause,

genetic polymorphism
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1. GIRIS

Giinlimiizde yapilan sayimlara gore diinyada yaklasik olarak 6 milyar insan
yasamaktadir. Bu sayi, iilke ve bolgelere gire degismekle beraber, yarisinin erkekler ve

yarisinin da kadinlar oldugu tahmin edilmektedir (1).

Kadinlarin 6lim yast ortalamalari iilkeden tilkeye degismektedir ancak gelismis
tilkelerde bu yas ortalamasi 81-82 dolaylarmdadir. Ulkemizde yapilan arastirmalara
gore kadmnlarda ortalama 6lim yast 72 olarak saptanmistir. Diger yandan menopoza
girme yagi ortalamast da bolge ve toplum gelismisligine gore 46-52 yas arasinda
degisiklik gostermektedir. Ulkemizde ise gesitli aragtirmalarda menopoza girme yas
ortalamasit 46.5 olarak bulunmustur. Biitiin bunlar, ayrica bolgeler ve tilkeler arasindaki
farklar hesaplanarak, diinyada I milyar 300 milyon civarinda menopoz dénemine girmis

olan kadm oldugu tahmin edilmektedir (2).

I¢inde bulundugumuz yiizyilda ortalama &lim yasmin uzamast nedeniyle,
kadmlar yasamlarinin 1/3"ini menopoz déneminde gec¢irmektedirler. Ancak bu oran,
normal yasta menopoza giren kadinlar i¢in gegerlidir. Kadinlarm prematiir menopoza
girme olasiliklart da g6z Onitinde bulundurulacak olursa, bu oran 1/2'ye kadar
diismektedir. Yasamm bu derecede genis bir dilimini etkilemesinden dolayr menopoz,

ozellikle bayanlar icin oldukga énemli bir devredir (1,2).

Kadinlarin prematiir olarak menopoza girmeleri, multifaktoriyel bir olaydir. Bu
faktorlerin belirlenmesi, gerek bu bireylerin menopoz doénemini en hafif sekilde
gegirmeleri, gerekse yasam kalitesini yiikseltme agisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir.
Ortaya pek ¢ok faktor ileri siiriilmesine karsilik, s6z konusu faktérlerin kesin olduguna
iliskin bir gortis birligi yoktur. Bu faktdrler su sekilde siralanabilir: Menars yasi,
sosyoekonomik durum, sigara ve alkol kullanimi, dogum kontrol haplarinin kullanima,

egitim diizeyi, beslenme aligkanliklari ve genetik faktorler (2,3).




Calismamizda genetik faktorlerden biri olan ve 6zellikle de meme ve ovaryum
kanserlerinden sorumlu olabilecegi diisiiniilen katekol-O-metiltransferaz (COMT) gen

polimorfizmi lizerinde durulmugtur.

Katekol-O-metiltransferaz (COMT), katekolamin ve katekolamin igeren ilaglarin
metabolizmasinda rol oynayan bir enzimdir. COMT, katekol 6strojenlerinin temel
konjugasyon yoludur. Ayrica COMT enzim aktivitesi, yiiksek, orta ve disiik aktivite
olmak tizere trimodal dagilim gosterir ve genetik olarak polimorfiktir (4). Cesitli
calismalarla, COMT genindeki polimorfizm ile premenopoz ve postmenopoz durumla
degisebilen meme kanseri riskinin arttigi ortaya konmustur (5.,6,7). COMT un rolii,
menopoz tamisinda temel rol oynayan ve seviyesi olduk¢a azalan bir hormon olan
ostrojenin O-metilasyonudur . Bununla birlikte, yapilan in vivo ve in vitro galigmalarda,
COMT ve temel Ostrojen metaboliti olan katekol Ostrojenlerin rolii tam olarak

aydinlatilamamistr (8.,9).

Bir bayanin sosyal, maddi ve manevi olgunluga eristigi, hatta bazi meslek ve
konumlarda kisinin bilgi, tecriibe ve beceri agisindan mesleginin zirvesinde bulundugu
ve hayatinin en verimli olacagi bu dénemde, menopozdan kaynaklanan saglik sorunlari
ve bunlarin sonuglari ile yasamak hem kisi agisindan hem de sosyoekonomik agidan ¢ok
sey kaybettirecektir. Menopozla ilgili yapilan ¢alismalarin 6nemli nedenleri, kadinlarin
yasamlarinin her doneminde saglikli yasamasi ve yasam kalitesini arttirmaktir. Biitiin
bunlar gézoniine alindiginda, menopozun genetik yoniiyle ilgili ¢aligmalarin daha ¢ok

vapilmasi bu konuya 1s1k tutacaktir.

Bu ¢alismada, prematiir menopoz olarak adlandiilan, kadinlarmm  yagam
evrelerinin olduk¢a 6énemli bir dénemini kapsayan menopoz dénemine erken girmesi ile

COMT geni polimorfizmi arasindaki iliskiyi arastirmak amaglandi.




2. GENEL BILGILER

2.1. MENOPOZUN TARIHCESI

Menopozu yashligin baslangict ya da hayatin sonbahart olarak gormek artik
gerilerde kalmistir. Glintimiizde menopoz, adetten kesilen kadimin eskiden oldugu gibi
menopozdan kaynaklanan saghk sorunlarna alismakla gegirdigi bir dénem degildir.
Tip, glin gectikge over fonksiyonlarini daha iyi tanimlamakta ve menopozun fizyolojik

yoniinii gtin 1s181na ¢ikartmaktadir (3).

Tip tarihine bakildiginda, menopoz doéneminde bulunan kadinlarin sayisinin
artmast, menopoz fizyopatolojisi, tedavisi ve kanserle iliskisi tizerindeki ¢alismalarin

artmasina neden olmustur.

Hipokrat, kadindaki menopoz semptomlarmin (sikinti, bas agrisi, ¢arpinti, ates
basmasi, vs.) belli bir yastan sonra onun dogum organinin yer degistirmesi sonucu

kalbine ve kafasina yaptig1 baskilar sonucu ortaya ¢iktigini ileri siirmiistiir (2,3).

Bilimsel olarak tip Rénesans’tan sonra gelismeye baslamistir. Bu devreden sonra
oliilerde otopsiler yapilabilmis, insan organlarinin 6zellikleri saptanmaya baslanustir.
Menopoz kanusuna gelince, ancak 19, yiizyilda modern tip agisindan en ¢ok Fransiz tip
arastirictlarinin bu konuyu fizyolojik bir olay olarak nitelemeleri sonucu, ilk defa bu
lilkede incelemeler baslamis ve olay hakkinda teoriler ileri siiriilmiistiir. Ozellikle

1890’11 yillarin basindan itibaren menopoz ile ilgili ¢alismalar giderek artmustir (10).

Eldeki bilgilere gore ilk defa 1776 yilinda Ingiltere’de Fothergill “Medical
Observations and Inquiries™ adli dergide, kadinda yaslaninca ortaya ¢ikan adetten
kesilme konusunu ele almis ve hatta ¢oziimiinii degerlendirme yoniinden tartismaya

agmustir (2,10).




A

Fransa’da Gardanne (1816), menopozu gesitli yonleriyle ele almis, bu konudaki
gortislerini bir kitapta toplamistir (2). Bu arastirier, bir bakima menstruasyonun
kesilmesi anlaminda “La Menespausie” deyimini ortaya atan ilk kisidir. Daha sonra da
ash Grekge’den gelen bu iki kelime “men” ve “pause” (adet / ay kesilmesi), kadmnlarin
bu devrelerini ifade eden deyi.m olarak giinlimiize kadar gelmistir. Diger yandan
menopozda olan degisikliklerin kadinlarca ¢esitli devrelerde farkli hissedilmesi
dolayisiyla bu devrelere Grekge'den gelen baska bir kelime ile “klimakteriyum
(merdiven)” adi verilmistir. Ancak yine o devirlerdeki bilgilere gore Fransiz arastiricilar
tarafindan, klimakteriyumun baslamasinin, kadmm kritik bir yasa girdiginin kabulii
anlamina gelmekteydi. Buna karsin Ingiliz tibbinda ise kadinin artik bir ¢esit degisme
cagna girdigini ifade etmek i¢in klimakteriyum teriminin kullanildigini gormekteyiz.

Bu diisiinceleri o donemdeki tip kitaplarindan anlamak miimkiindiir (2,3).

Negrier d”Angers, 1840 yilinda overdeki folikiil ile menstruasyon kanamasmin

iliskisini gézlemis ve yaymlanustir (1).

Tilt 1857 yilinda Ingiltere’de ilk defa 500 klimakterik kadmnt incelemis, bu
kadinlarin sikitilarinin ciddiyetini ortaya koyarak onlarin rahat etmeleri icin sedatifler

verilmesini 6nermistir (2).

Fraenkel, Almanya’da 1903 yilinda menopoz hakkinda ¢ok ciddi yayin yapan bir
klinisyen arastirictdir. Perimenopoz ve menopozda over fonksiyonunun bozulmasi
sonucu ortaya ¢ikan Ostrojen azalmasina bagh olaylar1 (ates basmasi, carpinti,

depresyon, vs.) tammlamustir (10).

Bu doénemden sonra menopoz konusu {izerindeki arastirmalar hizla devam
etmistir. Menopoz konusundaki ilk uluslararasi kongre Fransa’da (Haziran 1976) La

Grande Motte’de yapilmistir (10).

Ulkemizde menopozun ciddi olarak degerlendirilmesi 1970°li yillardan sonra
olmustur. Bu yillara kadar, 6zellikle éstrojenlerin endometrium ve memedeki olumsuz

etkileri {izerinde durulmus ve menopoz semptomlarint gegirmek {izere, Gstriol tedavi
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amach kullanilmistir. 1985°1i yillardan sonra Gstrojen ile endometrium ve meme
kanserleri iliskilerine aydinlik getiren genis hasta sayisina dayali yayin ve aragtirmalar,

menopozda hormon replasman tedavisini yaygin hale getirmeye baslamistir (3).

Glinlimiize gelindiginde, ozellikle menopozda hormon replasman tedavisi
konusundaki c¢alismalarin hizla devam ettigini gérmekteyiz. Bugilin menopozdaki
modern yaklasim ve tedavi goriisiine gore, menopoz olgusu sadece Kadin-Dogum
klinigine ait olmayip, aymt zamanda Psikiyatri, Fizik Tedavi, Kardiyoloji, Genel
Cerrahi, Biyokimya, Diyet ve Genetik boliimlerinin de ilgi alanina girmektedir. Olguyu
yalmizca bir bransin  degil, branslarin degerlendirmesi gerektigi glindemdedir.
Multidisipliner bir ekip organizasyonu ile bu dénemin en iyi sekilde gegirilmesinin

saglanmasi ve yagam kalitesinin yiikseltilmesi amag¢lanmaktadir (11).

2.2. TANIM VE TERMINOLOJI

Menopoz. kadinin adet kesilmesinden sonraki dénem ig¢in kullanilan bir terim
olmakla beraber, bu doénemdeki en oOnemli olay kadinin treme yeteneginin
sonlanmasidir. Menopoz, Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) bu konuda &nerdigi ve
yaygin olarak kullamlan tamima gére “ovarvum aktivitesinin vitirilmesi sonucunda
menstruasyonun  kalict  olarak — sonlanmasidir”  (1).  Gilinlimiizde menopozun,
menstruasyonun sonlanmasiyla basladigi va da son adet goriilmesinden kisa bir slire
once ortaya ¢iktign diistincesi terkedilmistir. Menopoz, belli bir anda gerceklesmekle
birlikte bu olaya kadar olan degisiklikler yillar dncesinden baslamaktadir. Menopoz
aslinda retrospektif olarak tamimlanan bir kavrami vurgular. Eger bu donemdeki kadin
bir yil siireyle adet gdrmemisse, gordiigii son adete menopoz denilir ve kadin igin
“menopoza girmis” ifadesi kullamilir. Bu andan sonraki déneme “postmenopozal

devre”, 6nceki déneme de “premenopozal devre” denir (11).




Menopoz taninu yaygin olarak kabul gormekle birlikte menopozun 6ncesi ve
sonrast donemlerinin tammlanmast ile ilgili kansiklik stirmektedir. Perimenopoz
denilen ge¢is evresinin ve aym sekilde giincel tammlama ile klimakteriyum evresinin
sinirlarmi tam olarak belirlemek olast degildir. Menopoz Oncesi normal ovulasyon
evrelerinden menstruasyonun sonlanmasina kadar gegen siire adet diizensizlikleri ile
karakterizedir ve perimenopozal ge¢is yillart olarak adlandirilir. WHO nun tanimina
gore perimenopoz “‘menopoz dncesinde, yaklasan menopoza iliskin klinik, biyolojik ve
endokrinolojik herhangi bir belirtinin baslamasindan itibaren son menstrual periyodu
izleyen bir yillik siireyi icerisine alan donemdir”. Klimakteriyum kavrami igerisine,
perimenopozal gecis yillari, menopoz ve postmenopozal yillar girmektedir. WHO,

perimenopoz ve klimakteriyumu hemen hemen aynt anlamda kullanmaktadir (1).

Klimakteriyum, kadinin tipki piiberte gibi fizyolojik bir dénemidir. Bu dénemde
reprodiiktif ¢ag bitmekte, overler fonksiyonlarmi kaybetmekte ve kadin igin dogurma
yeteneginin yitirildigi bir dosnem baglamaktadir. Kadinlarda bu stireg, bir takim erken ve
gec belirtilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Hormon diizeylerinin degisimi ve
buna bagli olarak gelisen belirtilerinin premenopozal ve postmenopozal dénemde
dagilimt Sekil 2.1°de gosterilmistir. Bu donem i¢in ¢esitli isimlendirmelere rastlamak
miimkiindiir. Son yillarda bu dénem ig¢in kullanilan deyimlerde bir kavram kargasas:
oldugu goriilmektedir. Genel olarak, G§strojen metabolizmasindaki diisme sonucu
semptomlarin basladigi andan, gegis siirecinin bittigi ve semptomlarin kayboldugu ana
kadar olan dénem klimakteriyum olarak adlandirilmaktadir. Klimakteriyumu ise

seniliyum  (vaslilik) ya da baska bir degisle geripoz izler (2).




Menopoz dncesive 2 A #1 +2 +3
sonras vilar
Folliktler
dedisikikler

F=H

LH

Eatradiol

Progesteron

Fertilite

Sicak basmalan

Yading kuruugu

Paikolojik belirtiler

Osteoporoz

Sekil 2.1: Hormon diizeylerinin degisimi ve buna bagh olarak gelisen
belirtilerinin premenopozal ve postmenopozal désnemde dagilim (2).

2.3. MENOPOZUN SOSYOLOJIK ACIDAN DEGERLENDIRILMESI

Menopoz, giiniimiizde kadinlar1 karamsarliga siiriikleyen ya da tamamen kaderci
bir yaklasimla razi oldugu bir durum olmaktan ¢ikmustir. Ulkemizde ve diinyada
beklenen yasam iimidinin yillar icinde giderek artmasi (70 yas iizeri) farkh wk ve
cografi degisiklik gosterse bile 40-50 yas civarinda menopoz goriilecegi goz oniinde
bulundurulacak olursa giiniimiiz kadininin yagam siiresinin en az 1/3’li menopoz sonrast

déneme denk gelecek demektir (2,3).

Over fonksiyonlar1 ve dolayistyla seks steroidleri, 6zellikle strojenlerin doku ve
sistemler iizerindeki etkileri arastirildikga, bunlarin etkilesimleri ile yan etkileri daha
ayrmtili  olarak ogrenilmektedir. Sonugta menopoz sonrast donem pek ¢ok

endokrinolojik, nérobiyolojik ve psikolojik degisimler dogurmaktadir (11).




S

Menopoz sonrast donemde kadinlar arasinda sik¢a sozii edilen psikosomatik ve

psisik belirtiler ashnda olayin yalnizea bir béltimiidiir. Burada daha biiylik sonuglar

doguran degisiklikler, tirogenital sistem atrofileri, kemikte osteoporoz, kardiyovaskiiler
ve psikolojik sistem degisiklikleri olarak goriilmektedir. Bu nedenle menopoz sonrasi
dénemi ciddi bir hekim kontrolii altinda gecirmeyen bir kadin 6nemli sorunlarla

karsilasilabilir (12).

Diinya niifusu ve daha 6nemlisi yash niifusu, gegen ylizyildan baslayarak, hizh
bir sekilde artmistir. 1900 yilinda 1,7 milyar olan diinya niifusu 2000 yilinda 6,2
milyardir ve 2020 yilinda ise 7,9 milyart bulmasi beklenmektedir. Yashlar olarak
nitelendirdigimiz 65 yas tizeri bireylerin sayist ise 1950°de % 5.1 iken 2020 yilinda 8.8
olmast beklenmektedir ki bu ortalama 796 milyon kisiye esdeger olmaktadir (13).

Bu istatistiksel veriler, diger ilkelerde oldugu gibi {ilkemizde de menopoz

sonrast donemde yasayan kadin niifusunda artis olacagini gostermektedir (13).

2.4. MENOPOZ YASI

Menopoz yast konusunda diinyada ¢ok sayida arastirma yapilmugtir. Cesitli
hayvanlar ve insanda menopoz yasimin yasam siiresi ve menstruasyonla iliskisi Sekil
2.2°de sunulmustur. Bu konuda en dogru bilginin prospektif takiplere bagh analizler
sonucunda elde edilebilecegi genel bir kanidir. Menopoz i¢in diinya genelinde kesin bir
yas ortaya konmasi oldukga giigtiir (14). Gelismis iilkelerde yasayan Avrupa orijinli
beyaz kadinlarda ortalama menopoz yasi 50 olarak bulunmustur. Yine bu ¢alismada
Asyali, Afrikali ve Uzak Dogulu wklarda ortalama menopoz yasmin 43-49 arasinda
oldugu anlasilmaktadir (15). ABD kokenli ¢alismalarda ortalama menopoz yast 50-52
olarak belirlenmistir. Yine ABD de 01‘talan‘}é kadin yasam siiresi 81 olarak saptanmuistir.
Bu da yaklasik olarak 30 yillik bir siirede kadinin postmenopozal evreyi yasayacagin

belirler (16).
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Sekil 2.2: Cesitli hayvanlar ve insanda menopoz yasmin yasam siiresi ve
menstruasyonla iliskisi (2).

Menopoz yasinin hangi olaylardan etkilendigi daima aragtirma konusu olmuy ve

olmaya devam etmektedir. Ortaya pek ¢ok faktor atilmis olmasina ragmen soz konusu

faktorlerin kesin oldugu konusunda bir goriis birligi yoktur. Bu faktorler su sekilde

siralanabilir:
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Menars yasi erkense menopoz gecikir.

Bekar kadmlar daha erken menopoza girer.

Caligan kadinlarda menopoz daha erken olur.

Cok dogum yapmis kadinlarda menopoz ge¢ olusur.

Yiiksek sosyoekonomik durumda kadinlarda menopoz geg gelisir.

Dogum kontrol haplarinin kullanimi menopozu geciktirir.

Sigara kullamimi menopoz yasin: diistirtir.

Yiiksek rakimda yasayan kadinlarda menopoz ortalama 1-2 yil erken olur.
Yasam tarzi, eZitim diizeyi, spor yapma gibi durumlarin menopoz yasim
etkilemedigi distiniilmektedir.

Beslenme aliskanliklar1 menopoz yasinda etkili olabilir.
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= Ailede prematiir menopoz 6ykiisii olmasi menopoz yasini etkileyebilir.
* Bireyde menstruasyon siklusu ile ilgili genlerin genotiplerinin durumu

menopozu etkileyebilir (13,14).

2.5. PREMATUR MENOPOZ,

Prematiir menopoz, 40 yasindan geng¢ kadmlarda amenore ile birlikte ortaya
¢ikan durumdur. 40 yasindan kii¢iiklerde % 1, 30 yasindan kii¢iik kadinlarda ise % 0.1

oraninda rastlanmaktadir (17).

11k tanimlandiginda prematiir menopozun geri doniistiniin séz konusu olmadig
santlryordu (15). Bir ¢aligmada follikiil stimiilan hormonun (FSH) 40 mlU/ml {izerine
¢iktigr olgularda overlerde primordial folikiillerin tiikenmis oldugu bildirilirken, diger
bir caligmada hem FSH degerinin 40 mlU/ml’nin tizerinde olmasi, hem de “progesteron
challenge” teste ragmen vaginal kanama goriilmemesi durumu olaymin siireklilik
kazanmast seklinde sonuglandirihiyordu (18, 19). Ancak. daha sonraki ¢alismalarda, bu
durumun her zaman gegerli olmadigi, prematiic menopoz tamsi konmasindan sonra

gebelik gelismesinin goriilebilecegi agiklanmistir (15).

Rebar ve ark. (1982), daha 6nce prematiir menopoz oldugu bildirilen 18 olgudan
9’unda folikiil fonksiyonunun saptandigu bildirmislerdir (20). Bu olgularda tek bir
FSH él¢timiintin 40 mlU/mI nin iizerinde olmasiyla prematiir menopoz tanisi konmustu.
Bu olgulardan 5’inde ovulasyon saptanarak tek bir FSH 6l¢limii yerine, 1 ay arayla en
az iki FSH o6l¢timii ile tan1 konmasmin daha dogru olacagina karar verilmistir (20). Yine
olgularin yaklasik % 50°sinde folikiil fonksiyonu olarak 6stradiol (E,) degerinin 50
pg/ml tizerinde oldugu belirlenirken, % 20’sinde ise progesteron degerinin 3 ng/ml
izerinde olmasiyla ovulasyon tanisi konmékiaydl. Daha da 6tesi, prematiir menopoz
tanist  konan olgularin % 30-40"inda ultrason ile folikil gorintiisii saptandig

bildirilmistir (18). Laporoskopi ile yapilan over biyopsilerinde folikiil saptanmamasi,
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her zaman folikiil fonksiyonunun, ovulasyon veya gebelik olasiligimin ortadan kalkmasi
anlamma gelmedigi goriilmiistiir. Dolayisiyla prematiir menopoz tanimi yerine over
folikiil tiikenmesi anlaminda kullanilan prematiir over yetmezligi tanuminmn kullanilmasi

daha yaygin hale gelmistir (11).

2.5.1. Tam

Prematlir menopozda karakteristik bir menstrual patern yoktur. Hastalarda
amenore aniden olusabilecegi gibi oligomenore veya disfonksiyonel kanamay: takiben
de gelisebilir. Amenore ve 6nemli strojen yetmezligi sonucu vaginal kuruluk ya da ates
basmasi gibi durumlar goriilebilir. Olgularm ¢ogunda prematiir menopoz, diizenli adet
goriilen bir donemin ardindan gelir (2). Amenore genelde sekonder olup olgularda daha
once belli bir problem yoktur. Az sayida olguda menars goriilse de ardindan diizenli
adet goriilmez ve yillar sonra prematiir menopoz gelisir. Yine olgularin % 4’iinde adet

Oykiisti saptanmamigtir (2,16).

Prematiir menopoz olgularinin % 10-15"1 primer amenore ile birliktedir. Primer
amenore, puberte gecikmesiyle birlikte ise olgularin % 40’ inda kromozomal anomali
saptanmaktadir. Bu tip vakalarda kromozomal anomali yoksa genellikle normal
prepubertal gelisme vardir, sckonder seks karakterleri az gelisir ve bir kismunda ise

menars sirasinda zayif bir vaginal kanama goriliir (2).

2.5.2. Prematiir Menopozun Etiyolojisi ve Etkileyen Faktorler

Prematlir menopoz olgulari, etiyolojik olarak folikiil tiikenmesi ve folikiil
disfonksiyonu seklinde iki farkli kategoriye ayrilir ve bunlar Cizelge 2.1°de

listelenmistir.




Cizelge 2.1: Prematiir Menopozun Smiflandiridmas: (3)

A} Over Folikiil Titkenmesi

a) Baslangigta eksik folikiil sayisi
t- Saf gonadal disgenezis
2- Timiis aplazisi, hipoplazisi
3- idiyopatik

b) Hizlanns folikiil atrezisi
I- X Kromozomuna bagli (Turner Sendromu, X mozaisizm, X delesyonu)
2- Galaktozemi
3- fatrojenik
4- Viral Ajanlar
5- Otoimmiinite
6- Oosite spesifik hiicre regiilasyon defekti
7- Idiyopatik

B) Over Folikiil Disfonksiyonu
a) Enzim defektleri
- 17-w hidroksilaz
2- Desmolaz (17-20)
3- Kolesterol desmolaz
4- Galaktoz 1-fosfat tridiltransferaz
b) Otoimmiinite

2.6. PREMATUR MENQOPOZ VE KATEKOL-O-METILTRANSFERAZ
(COMT) GENI

Katekol-O—-Metiltransferaz (Catechol-O-methyltransferse; COMT),
katekolamin ve katekolamin igeren ilaglarin metaholizmasinda rol oynayan hir enzimdir
(4). Noropsikiyatrik hastaliklar, sizofreni, bipolar efektif bozukluklar, Parkinson,
obsesif, agresif ve antisosyal davranislar gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan
katekol igerikli ilaglarin metabolizmasinda da rol oynadigi bilinmektedir (21,22). Bu
nedenle COMT geninin fonksiyonel polimorfizminin nérotransmitterlerle iligkili olan
hastaliklarin tam ve tedavisinde yol gdsterici olmasi bakimindan énemlidir. Ayrica
vapilan ¢alismalarda, ovaryum kanseri, meme kanseri ve menopozal durum ile COMT
geninin fonksiyonel polimorf{izmi arasindaki iliskiler ortaya konmustur (23,24,25,26).

Boylelikle COMT gen polimorfizmi, sadece norotransmitterlerle iliskili olan
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hastaliklarda degil, daha genis bir yelpazede incelenmesi gereken bir gen olma 6zelligi

kazanmistir.

i1k olarak 1950°li yullarin sonuna dogru. katekolaminleri ve diger katekollerin O-
metilasyonunu katalizleyen enzimler tanimlanmistir. COMT, O-metilasyondan
sorumludur ve 1958 yilinda kismen saflagtirilmis ve karakterize edilmigstir. COMT
geninin iki isoformunun yapisi aydmlatilmis ve COMT polipeptidinin ¢cDNA’st
klonlanmistir (27). Giintimiizde ise COMT geni ile ilgili ¢alismalar hizli ve daha genis

bir platformda devam etmektedir.

2.6.1. COMT Geni ve Proteinler

2.6.1.1. Bir COMT Geni ve iki Protein

COMT geninin yapisal organizasyonu, Lundstrom ve ark. (1995) tarafindan
yapilan ¢alismalar sonucu tamamlannustir  (27). COMT, insanda bulunan
norotransmitterlerden biri olup katekolaminleri ve katekolamin igeren ilaglart S-
adenozil L-methionine (AdoMet) bagh olarak metil konjugasyon yolu ile inaktif hale
getiren bir enzimdir. Bu enzim, endojen maddelerin metabolizmasinda nemli bir rol
oynadigi gibi, hipertansiyon, astim ve Parkinson hastaligit gibi bir¢ok hastaliin

tedavisinde kullanilan katekol icerikli ilaglarin metabolizmasinda da énemlidir (21.28).

COMT enzimi ¢esitli memeli dokularmda, karaciger ve bobreklerde oldukga
yiiksek miktarlarda olmak iizere endometrium, meme ve eritrositlerde de Onemli
miktarlarda bulunur. Bu enzim membrana bagh (membrane-bound, MB-COMT) ya da
erimis (soluble, S-COMT) formlarda bulunabilir. COMT un hem erimis formu (S-
COMT) hem de membrana bagh formu (MB-COMT) ig¢in tek bir gen vardir (27).
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In situ hibridizasyon ve hiicre hibrid tekniklerinin uygulamalari, insanda COMT
geninin 22. kromozomda 22q11.2 bélgesinde lokalize oldugunu gdstermektedir. Insan_
COMT geni, baslangigtaki ilk iki eksonu kodlanmayan 6 ekson icerir. COMT geninin
ekspresyonu, exon 3 de lokalize olmus iki farkli promoter (P1 ve P2) tarafindan kontrol

edilmektedir (27).

S-COMT ve MB-COMT polipeptidleri, Western Blot teknigi ile analiz
edildiginde, c¢esitli rat ve insan dokularinda S-COMT genellikle daha fazla
bulunmaktadir. Bunun tersine MB-COMT sadece insan beyninde daha fazla bulunur,
burada total COMT polipeptidinin % 70’1 MB-COMT ve % 30’u S-COMT dur ve 1,5
kb'lik transkriptin bifonksiyonel oldugu gésterilmistir. Insan COMT promoterinin
cesitli ekspresyon seviyeleri, bazi doku-spesifik transkripsiyon faktorlerince regiile
edilir. Aslinda insan COMT promoteri, farkli dokularda COMT geni ekspresyonunda
degiskenlige neden olabilen doku-spesifik transkripsiyon faktorleri i¢in birkag baglama

bolgesi igerir (27,29).

Rat ve insan S-COMT umm her ikisi de 221 aminoasitten olusur ve bunlarin
molekiil agirliklar sirasiyla, 24.8 ve 24.4 kilodaltondur. Insan ve rat S-COMT u, % 81
oraninda Gzdestir. Rat MB-COMT’u, ilave 43 aminoasit igerirken (29.6 kDa), insan
MB-COMT u ilave 50 aminoasit icerir (30.0 kDa). Bu ekstra aminoasitler, hidrofobik

bir membran iizerinde fonksiyon goriirler (27).

Bunun yant sira, S-COMT ve MB-COMT 6zdes kinetik mekanizmalara sahip
olmasina ragmen (Ca’' inhibisyonu, Mg®' gerektirmesi, optimum pH, S-COMT anti
serumu tarafindan tanmma), kesinlikle farklt enzimlerdir ve MB-COMT, S-COMT un

onclist degildir (27).




2.6.1.2. COMT’un Ug¢ Boyutlu Yapis:

Rat S-COMT’u 1.7-2.0 A° ¢ziiniirliikte kristalize edilmistir ve atomik yapilari

detayl olarak tanimlanmaistir (27).

COMT, B-tabakasmin merkezine yerlesmis 8 adet alfa-heliks yapisi iginde o/P
tabakali olarak tek bir bolgede olusur. COMT un aktif bolgesi, asil katalitik bolge ile
AdoMet baglayict bolgeyi igerir. AdoMet bdlgesinin baglayici kismi, birgok niikleotid
baglayici proteinin yaygin formunda gozlenen Rossman katlantilartyla benzer yapidadir.
Bu karakteristik metil transferazlarin bazilarmn kristal yapilari, AdoMet baglayict
bolge ile biiyiik oranda benzerlik gdsterir. Birkag aminoasitin olusturdugu bu katalitik
bolge, substrat, su ve Mg'? baglanmasi ile O-metilasyonun katalizinde oldukga

Oonemlidir (Sekil-2.3).
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Sekil 2.3: COMT’un Kkatalitik bdlgesinin sematik gosterimi.

Aminoasitler icerisinde “gatekeepers” olanlar ve Kkatalitik

aminoasitler gosterilmistir. Ozellikle Lys 144, genel bir Kkatalitik

baz olarak rol oynar. Metilenmis hidroksilin aktivasyon bdlgesi
koyu renkle gosterilmistir (27).
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AdoMet baglandiktan sonra, COMT’a baglanan Mgz', katekol substratinin
hidroksil gruplarini iyonize eder. Mg™', iki aspartik asit rezidiisii (Asp 141 ve Asp 169),
bir asparajin rezidiisii (Asn 170), katekol hidroksilleri ve bir su (H,O) molekiiliiniin
olusturdugu sekizgen bir koordinasyona sahiptir. Bundan dolayt, Mg”' iyonlari katekol
kisminin oryantasyonunu kontrol eder. Buna ek olarak “koruyucu” rezidiileri olan Trp

38. Trp 143 ve Pro 174, hidrofobik duvar olugtururlar. Ayrica koruyucu rezidiilerin

uygun pozisyonda yerlesmeleri katekol halkasini koruyarak metilasyon reaksiyonunda
substratin katilimiyla COMT un segiciligini belirlerler (Sekil 2.3). Bunlar temel olarak,
COMT  substratlarinin - ve  inhibitérlerinin - baglanmasina  katkida  bulunurlar.
Mg”" .COMT icin olduk¢a 6nemli olmasina ragmen, diger tiim kiigiik molekiillii

metiltransferazlar Mg®" iyonlarina bagimli degildirler (27,30).

2.6.1.3. COMT ve Enzimolojik Olaylar

COMT kolaylikla indiiklenemez ya da baskilanamaz. Periferal dokularda
COMT un kapasitesi oldukea yiiksektir. Bu nedenle genel periferal COMT inhibisyonu
oldukga giictiir. Bazi ¢zel durumlar COMT aktivitesini arttirabilir fakat cogunlukla

enzim aktivitesi iki katina ¢iktigi zaman en iyi etkiyi gésterir (31).

Hamileligin  ve progesteron muamelesinin, uterusta COMT aktivitesini
indiikledigi  goézlenmistir.  Ratlarda  Ostrojen  etkisi  sonucunda hepatik COMT
aktivitesinde azalma meydana gelmigtic (27). Diger yandan subkronik ostrojen
muamelesinin, COMT aktivitesini arttirdigr immiinolojik olarak isaretlenmis hamster
bobreginde gosterilmistir. Ayni zamanda farkli cinsiyetlerdeki COMT aktivitesinde
fark gozlenmistir. Erkek bireylerin karacigerinde COMT aktivitesi, bayanlara oranla %
30 daha fazladir. Ayrica yaslanma doéneminde karacigerdeki COMT aktivitesi, ergenlik

donemine gore on kat artmistir (27,31).
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2.6.1.4. COMTun Genetik Polimorfizmi

insan dokularinda COMT enzim aktivitesinin seviyesi. diisiik (COMT-LL), orta
(COMT-HL) ve yiiksek (COMT-HH) olmak iizere trimodal bir dagilimla genetik
polimorfizm gosterir (32). Pedigri g¢alismalarinin segresyon analizlerine gére bu
polimorfizme, otozomal kodominant aleller sebep olur. Diisiik COMT aktivitesi,
37°C’de bile enzim termolabitesi ile iliskilidir. Son zamanlarda termolabitenin
molekiiler temelleri, baculovirus ekspresyon sistemi ile agia ¢ikarilmistir; yani S-
COMT’da Metl08 ile WVallO8’in substitisyonu (ya da MB-COMT’da 158.
aminoasitte), COMT geninin 158. kodonunda adeninin guanine transisyonundan
kaynaklanir. 108/158. kodonda valin aminoasitinin bulunmasi, 1stya dayanikli yiiksek
affiniteli COMT formunu (H), methionin bulunmasi durumu da 1siya dayaniksiz diisiik
afiniteli COMT formunu (L) meydana getirmektedir. COMT polimorfizminde iki allel
(Vall108/158-H ve Met108/158-L) ve ii¢ genotip (Vall58/Vall58-H/H Vall58/Met158-
H/L, Metl58/Metl58-L/L) tanimlanmisti.  COMT genindeki bu fonksiyonel
polimorfizm, insan eritrositleri ile karacigerinde COMT enzim aktivitesinde 3-4 kat
farkliliklara yol agar. Plasenta ve HepG2 hepatoma hiicreleri olmak tizere iki cDNA
kaynagindan elde edilen insan COMT gen dizisi. 1 bp’lik farklilik gésterir ve DNA
dizisinde yeni Nla Il (ya da izosizomeri olan Hsp 9211) kesim bolgesi olusturur. Bu
aminoasit degisikliginin, insan populasyonunda yiiksek (COMT Val/Val), orta (COMT
Val/Met) ve diisiik (COMT Met/Met) enzim aktivitesi ile iliskili oldugu saptanmustir
(27,32).

COMT geninde bagka mutasyonlar da olmasima ragmen, buna diisik COMT
aktivitesi ile distik 1s1 stabilitesinin birlikte neden oldugu gézlenmektedir. Bunun
nedeni, herhangi bir dokuya spesifik “splice varyantlar” olmaksizin sadece bir COMT
geni olmasidir, bundan dolayr termostabilite degisiklikleri tiim dokularda COMT un

fonksiyonel degisimine yol agar ve kodon 108/158 de polimorfizmle sonuglanir (27).
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2.6.1.5. COMT un Viicuttaki Dagilimi

COMT, omurgali ve omurgasiz tiim canlilarda bulunmaktadir. Memelilerde
COMT, viicudun hemen tim organlarinda genis bir dagihm gosterir. COMT,
intraselliiler bir enzim olup daha énce belirtildigi gibi, omurgalilarda COMT proteini
daha ¢ok erimis formda (S-COMT) bulunur. Bu proteinin ¢ok az bir kisnu ise, graniillii
endoplazmik retikulumun sitoplazmik yiizeyinde lokalize olan membrana bagl (MB-

COMT) formunda bulunmaktadir (27,33).

a) Beyinde COMT: COMT un hicresel lokalizasyonu, cesitli sekillerde
calistinistir. Cok sayidaki lezyon ¢aligmalari ve immiinohistokimyasal calismalar,
presinaptik dopaminerjik néronlarda COMT aktivitesinin dikkate deger olmadigim
gOstermistir. Ancak, postsinaptik noéronlarda az bir aktivite gostermektedir ve asil

onemli aktivite glial hiicrelerde gozlenmektedir (33).

Immiinoelektron mikroskopi ¢alismalari COMT enziminin, postsinaptik
ndronlarda, dendritik omurgada, astrositlerde ve kapiller duvarda bulundugunu
gostermistir. Rat beyin hiicresi primer hiicre kiiltiirlerinin immiinoblotting analizleri,
COMT’un her iki isoformunun da astrositler, oligodendrositler ve noronlarda

bulundugunu gostermistir (Sekil 2.4).




| Astrosit Presinaptik Noron

Sekil 2.4: Dopamin metabolizmas: ile ilgili olarak COMT ve MAO’nun
(monoamin oksidaz) lokalizasyonunun basitlestirilmis sematik gosterimi.
Presinaptik néronlar substansia nigra’dan cikar ve postsinaptik néronlar,
intrastriatal ya da striatal ¢ikis noronlaridir. Glial hiicrelerde S-COMT, MB-
COMT’a gire daha fazla miktarda bulunurken postsinaptik néronlarda
COMT’un her iki isoformu da esit miktarlarda bulunmaktadir (34).

b) Diger Dokularda COMT: COMT, incelenen tiim memeli dokularinda
bulunmaktadir. Insanlarda ve ratlarda en yiiksek COMT aktivitesi karacigerde, daha
sonra bobrek ve gastrointestinal sistemdedir. Bu bulgular, immiinohistokimyasal
yontemlerle dogrulanmistir ve submaksiller bezler ile dalakta da bulundugu

gosterilmigstir (27,34,35).

insanda pankreasta COMT immiinoreaktivitesi o hiicrelerinde degil, B ve )
hiicrelerinde  bulunmustur. Bobrekte COMT aktivitesi, aym zamanda dopamin
sentezleyen proksimal tiibiiler epitelial hiicrelerde bulunmustur. Dopamin, lokal bir
hormon olarak rol oynar, diiiretik ve natritiretik etkileri mevcuttur. Diger yandan
COMT-mRNA, proksimal tiibiillerin epitelial hiicrelerinde, iireterde ve henle kulpunun
yukar1 c¢ikan kolunda goriilmektedir ki bu bolgelerde, enzimin dopamin ve diger

katekollerin metabolizmasim diizenledigi diigtintilmektedir (27).
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Yiiksek COMT aktivitesi, De Santi ve ark. (1998) tarafindan insan akcigeri,
Bryan-Lluka ve ark. (1995) tarafindan ise rat akcigerinde tanimlanmistir (4). COMT
ayni zamanda gozde, retinal ganglion hiicre tabakasinda ve ciliar cisimde oldukca fazla

miktarlarda bulunmaktadir.

COMT aktivitesi deride de kesfedilmistir, epidermisdeki aktivite, dermise gore
daha yiiksektir. COMT, epinefrini metabolize edebilen keratositlerde de bulunmaktadir,
aynt zamanda epidermal hiicre populasyonunun sadece % 3-5’ini  olusturan
melanositlerde de bulunur. Vitiligolu hastalarin  epidermisi, saglikli kontrollerin

epidermisine gore daha fazla COMT icermektedir (32).

Positron emisyon tomografi (PET) ¢alismalari, farede kalp, akciger, dalak, mide,
bagirsaklar, karaciger ve bdbreklerde COMT aktivitesinin  yiiksek oldugunu
gostermistir, ayni zamanda bu ¢alismalar babun (Papio wrsinus)  Kkaracigeri ve
bobreginde de yiiksek COMT aktivitesi oldugunu dogrulamistir (27.34). COMT

aktivitesi, domuz ve maymunlarin spinal membranlarinda da gosterilmistir (35).

Insan, hamster, kobay, tavsan, tavuk, kopek, maymun ve rat eritrositlerinde de
bir miktar COMT aktivitesi mevcuttur. Bu aktivite, tiirden tiire degisiklik gosterir,
insanda oldukea diigiik, ratlarda ise yiiksektir. Eritrositlerde bulunan COMT, COMT
inhibitor terapisi sirasinda viicutta COMT inhibisyonunu gozlemlemek i¢in uygun bir
yol gdsterir. Insanlarda yapilan bazi ¢alismalar gostermistir ki, plazmada 3-O-metil-
dopa (3-OMD) seviyesinin azalmasi ya da plazmada COMT inhibitoriiniin
konsantrasyonu ile eritrosit COMT’un inhibisyonu arasinda olduk¢a anlamli bir
korelasyon vardir. Insan lenfositleri de 6nemli miktarlarda COMT icermesine ragmen

bunun hemen hemen yarist MB-COMT formundadir (36).

2.6.2, COMT un Substratiar:

COMT un fizyolojik  substratlart, L-Dopa, katekolaminler (dopamin,

norepinefrin, epinefrin), bunlarin hidroksillenmis metabolitleri, katekol &strojenler,
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askorbik asit ve melanin dihidroksiindolik ara {iriinlerini kapsar. Aym zamanda,
trifenoller ve substite katekoller, dobutamin, isoprenalin, rimiterol, o-metildopa,
benserazide, karpidopa, dihidroksifenilserin, flavonoidler ve tetrahidroksisoquinolon’un
dihidroksi derivatifleri gibi diyetle ilgili ve ila¢ dzelligi olan bazi maddeler de COMT
substratlaridir (4). COMT un genel fonksiyonu, biyolojik olarak aktif ya da toksik
katekolleri ve diger bazi hidroksillenmis metabolitleri (katekol &strojenler gibi) yok
etmektir (8). Hamileligin ilk trimesteri sirasinda COMT, hidroksilazlar ile aril
hidrokarbonlardan olusan aktif hidroksillenmis bilesiklere karsi, plasentayr ve gelismis
embriyoyu korur. COMT ayni zamanda kan ve diger dokular arasinda ksenobiyotiklerin
zararlt etkilerine karst koruyucu bir enzimatik detoksik bariyer olarak rol oynar

(6rnegin; bagirsak mukozasi ve beyinde) (4,8.27).

2.6.3. Ostrojen Metabolizmast ve COMT un Rolii

COMTun 2- ve 4-hidroksillenmis  6strojenlerin  (katekol — dstrojenler)
metabolizmasindaki  rolii, Ball ve Knuppen (1980) ve yakin zamanda da Zhu ve
Conney (1998) tarafindan arastirilmistir (27). Ozellikle Sekil 2.5 ve 2.6’da COMT un

rolti ve metabolik yollart sematik olarak ézetlenmistir.
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Sekil 2.5: Temel ostrojen metabolitleri ve bunlarin Ustrojenik (ya da
antidstrojenik) aktivitelerinin sematik gosterimi. COMT’un bu metabolitler
iizerindeki teorik etkileri ve ostrojenik aktiviteleri belirtilmistir.2-OH-E: 2-OH-
ostrojen (katekol dstrojen); 4-OH-E: 4-OH-6strojen; 2-CH;0-E: 2-metoksidstrojen;
4-CH;0-E: 4-metoksiostrojen; 16a-OH-E: 160-hidroksi dstrojen (27).

Katekol ostrojenlerin ana metabolik yollar1 Sekil 2.6°da sematik olarak Ozetlenmistir.

22

A e e iy



|45

Cateholtstrajentes [CEN
2-Hdm ksibstrajen
4-Hidmkshstrajen

COWT H mjugatler
O-Metil |

derivatifier L0

P45 yade
roksdaz va

v | CF Clulurenidler
a
pian)

va
CE Siilfatlar

:s—en::imatiéj

CF Semikinonlar
|

;
CE Kinonlar
GEH R
Trarsierss

DA

Stabil Adulcilar
s | (3,3-semildnen ve
2.3 Kinonlar}

Depirin Adukilas
{3 4-zemikinon ve

/ 1 73,4 Kinenlas)

Sekil 2.6: Katekol dstrojenlerin ana metabolik yollarinin sematik
gosterimi. CE: katekol ostrojen; P-450: sitokrom P-450; GSH S-
transferaz: glutatyon S-transferaz (27)
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2.6.4. Menopozal Durumda COMT ’un Rolii

Katekol 0Ostrojenler, ostrojenin temel metabolitlerinden biridir. Yapilan

epidemiyolojik ve hiicre biyolojisi galigmalan, dstrojenin ¢zellikle meme kanseri
gelisimi ile ilgili olabilecegini gostermistir. Meme kanseri igin iyi bilinen risk faktérleri
menars yasl, menopoz yasi ve hormonal mekanizmadir. Yapilan son caligmalar
gbstermistir ki, Ostrojen metabolitleri DNA’y1 baglayabilir ve hasart tetikler ve
dolayisiyla 6strojen, genetik degisiklige ve tiimor olusumuna neden olur (37). COMT

aktivitesinin azalmast meme kanseri riskini arttirabilir. Ayrica katekol Ostrojenlerin

birikimi oksidatif DNA hasarina neden olabilir (6). Bunun yanisira katekol ostrojenler

(CE), CE quinonlarimi okside edebilir ve bunlar da depiirinizasyon ile mutasyonlara yol

acarak DNA hasarina neden olur. COMT, bir katekol yapisina sahip olan bilesiklerin
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metabolizmasinda olduk¢a Onemli bir role sahip olan ve katekol 0Ostrojenlerinin

inaktivasyonunu i¢eren enzimlerinden biridir (37).

COMT, askorbik asit ve bazi flavonoidleri igeren, kanser riskinin degisimini
saglayan bilesiklerden biri olarak rol oynar. Pre ve post menopozal kadinlarda meme
kanseri riskinde COMT un etkisi, eksojen ve endojen etkilerin her ikisini de kapsayan

farkli etiyolojik olaylari yansitir (38,39,40).

Ozet olarak; son birka¢ yilda 6strojenlerin etkileri tizerindeki arastirmalar,
dstrojenin metilasyonu nedeniyle DNA hasart ve buna bagli mutasyonlart da igine
alacak sekilde genislemistir (41,42). Bu tiir mutasyonlar, kanser baslangict ve
ilerlemesinde 6nemli roller oynamaktadir. COMT un genel fonksiyonu, biyolojik olarak
aktif ya da toksik katekolleri ve diger bazi hidroksillenmis metabolitleri (katekol
ostrojenler) yok etmektir (37). COMT un susbstrati olan bu katekol Gstrojenler eger
metabolize edilemezlerse, Gstrojen metabolizmasmi bozarlar, oksidatif DNA hasarina
ve lipid peroksidasyonuna neden olurlar. Eger COMT geni diistik aktiviteli formunda
bulunursa (COMT/LL) yeterli aktivite gisteremediginden dolayt katekol dstrojenleri
yeteri diizeyde inaktive edemeyecek ve bu durum dstrojen metabolizmasinda
bozukluklara yol agacaktir. Bu diisiik aktiviteli genotipin, meme, ovaryum, uterus
kanser riskini arttirdigina iliskin ¢aligmalar mevcuttur. Aynt sekilde pre- ve post-
menopoz doénemlerinde de bu genotipin’ etkilerini inceleyen ¢esitli c¢alismalar
yapilmistir. Ancak, farkli bir bakis agist olarak, diisiik aktiviteli COMT genotipinin
(LL), prematiir menopozu tetiklemesi olasithigma iliskin herhangi bir kayith bilgiye
rastlanmamistir. Bu konu hakkinda elde edilecek olumlu ya da olumsuz herhangi bir
sonug, yasamin dnemli bir kismini kaplayan menopoz dénemine daha genis bir bakis

acisi getirecektir.
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2.7. POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU (Polymerase Chain Reaction-
PCR) TEKNIGI

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR); spesifik bir DNA pargasinin kopyalarinin
primerler tarafindan yo6nlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde
tanumlanan in vitro bir yontemdir. Ik kez 1985 yilinda Henry A. Erlich, Kary Mullis ve
Randall K. Saiki tarafindan gelistirilmistir. PCR  yéntemi, avantajlart nedeniyle
molekiler biyoloji, tip, arkeoloji gibi degisik alanlarda uygulanabilen bir yontem
olmustur. Ayn sekilde bu yontem, sag teli ve sperm gibi degisik dokulardan elde edilen
1-2 hiicre gibi ¢ok az sayidaki hiicreden bile sonug¢ alma imkani saglamaktadir. Bunun
yani sira, parafinlenmis dokular, guthrie kanlari ya da hiicre lizatlari, amplifikasyon i¢in
kalip olusturmaktadir. 1 pg’dan daha az DNA materyalinden 1-2 saat gibi kisa bir siire

icinde sonucun alinip tammin konabilmesi, PCR ydnteminin en avantajli yonlerinden

biridir (43).

Ayrica glinlimiizde PCR teknigini; allelik doku varyasyonlarinin gosterilebilmesi
ile doku transplantasyonu igin doku tipinin belirlenmesi, adli tip 6rneklerinin genetik
tiplendirmesi (babalik tayini gibi), tarimda sistematik ve evoliisyon ¢aligmalart (tohum
saflik tayini, gesitli canli tiirlerinin tanmisi) gibi alanlarda da kullanmak olasi hale

gelmistir (43).

2.7.1. PCR’nin Temel Bilesenleri

PCR vyontemi kisaca bir gen ya da DNA bolgesinin, bu hedef bélgenin ug
bélgelerine baglanan oligoniikleotid primerler araciligt ile bir dizi replikasyon (siklus,

dongii) gegirerek cogalmasi islemidir (44). PCR nin gergeklesebilmesi i¢in ortamda;
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= Kalip DNA,

®  Cogaltilacak bolgeyi sagdan ve soldan ¢evreleyen bir ¢ift sentetik primer,
= dNTPler (dATP, dGTP, dCTP, dTTP),

= Iswya dayaniklt DNA-Polimeraz enzimi,

= Uygun pH ve ivon kosullarint (Mg'?) saglayan tampon karisimi gereklidir.

A) Kalip DNA

PCR’da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lar, ¢esitli genler ve hatta
herhangi bir DNA pargasi kalip olarak kullanilabilir. Bu kalip DNA molekiilleri amaca
gore cDNA, genomik DNA, arastirma laboratuarlar ve kliniklerden ya da ticari olarak

elde edilebilirler (44).

B) Primerler

Oligontikleotid primerler, primer sentezi yapan laboratuarlardan ya da ticari
olarak elde edilebilirler. Gen ¢ogaltilmast dahil PCR nin birgok uygulamasi igin kalip
DNA’ya tamamen komplementer olan primerlere gereksinim vardir. Genel olarak kalip
ile yiiksek oranda baglanma saglamak iizere primerler 20-30 niikleotid uzunlugundadir.
Primer tasarimt yapilirken g¢ogaltilmasi istenen DNA dizisinin iki ucundaki dizisi
bilinen kisimlar dikkate alinir. Bu bélgelere komplementer olan primerler tasarlanir.
Primer tasartmi yapmak i¢in bilgisayar programlarr da gelistirilmis olmakla birlikte,
¢ogu zaman arastiricilar ilgilendikleri genleri ya da DNA pargalari ¢ogaltmak icin

kendileri primer tasarumi yapmak durumundadir (44.45).

C) dNTP Karisim

FoRS1

Deoksiriboniikleotid trifosfatlar (AATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek saflikia ya
tek tek ya da dortli karigim halinde (ANTP mix) ticari olarak saglamir. Tag DNA
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polimeraz, diisiik INTP konsantrasyonlarinda (10-100 uM) kaliba uygun dogru bazlar

segmede daha basarili olmakla birlikte, normal kosullarda PCR 100 pM dNTP

konsantrasyonu ile gergeklestirilir. Ayrica optimal dNTP konsantrasyonu, MgCl,
konsantrasyonuna. reaksiyon kosullarina, primer konsantrasyonuna, c¢ogaltilan iiriintin
boyuna ve PCR™in dongii sayisina da baghdir. Yapilacak PCR i¢in en uygun dNTP

konsantrasyonu deneysel olarak belirlenmelidir (44,45).

D) DNA Polimeraz Enzimleri

DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige komplementer bir DNA ipligi meydana
getirmek Gzere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak, dNTP lerden uzun
poliniikleotid zincirin sentezini katalizlerler. Bu enzimler, sentezi baslatmak icin kalip
molekiildeki tamamlayict diziye baglanan kisa DNA pargalarina (primer) ihtiyag
duyarlar. Sentezin yonii 5° ugtan 3° uca dogru olup, primerin serbest 3° hidroksil ucuna
ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik etki yapmalariyla. fosfodiester baglarmimn katalizi ve

yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir (45).

Termostabil enzimlerden en yaygin olarak kullanilani, Thermus aquaticus 'dan
elde edilen Tag DNA Polimeraz’dir. Bunun disinda Thermus aquaticus’dan Amplitaq,
Thermus flavis’den Hot Tub ve Protase, Thermus termophilus’dan Tth, Pyrococcus
Juriosus’dan Pfu, Thermococcus litoralis’den Vent gibi diger termostabil enzimler de
kullamilmaktadir. Taqg DNA polimerazin bazi enzimatik 6zellikleri arasinda optimum
sicaklikta (70-80°C) saniyede 35-100 niikleotidin polimerizasyonunu yapmast ve 5°—>3’

eksoniikleaz aktivitesine sahip olmasi sayilabilir (45).

E) Tamponlar ve MgCl,
PCR’da kullanilan ¢esitli tamponlar arasinda en ¢ok kullanilani Tag/Amplitaq

enzimlerine 6zgii olan tampondur. Diger enzimler i¢in de benzeri tamponlar bulunmakta

ve bunlar cogunlukla satin alinan enzimle birlikte 10x konsantrasyonunda
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saglanabilmektedir.  MgCly’iin  reaksiyon karisimindaki  final  konsantrasyonu
degigebilmekle birlikte genellikle 0.5-5.0 mM’lik degerler arasinda calisilir. Mgkz‘
iyonlart dNTP’ler ile ¢oziinebilic kompleksler olustururlar, polimeraz aktivitesini
stimiile ederler ve ¢ift iplikli DNA'min Tm degerini (¢ift iplikli niikleik asit
molekiillerindeki baz ciftlerinin yarisinin ortadan kalkmasma neden olan sicaklik)
arttinirlar. Ayrica primer-kahp etkilesimini saglarlar. Bu nedenle MgCl,tin PCR’m
ozgulligi ve triin verimi tzerinde ¢ok dnemli bir etkisi vardir. Genellikle optimum
MgCl, konsantrasyonu olarak 1.0-1.5 mM’lik degerler tercih edilir. Diisiik Mg"
konsantrasyonu, iirtin olusumunda azalmaya. yiiksek Mg"? konsantrasyonu ise spesifik

olmayan iirtin birikimine yol agar (45).

2.7.2. PCR’nin Evreleri

PCR reaksiyonunda 3 temel basamak vardir ve ¢ogaltilmis iriin miktart, teorik

olarak bu ti¢ adimn tekrarlanma sayisina baghdir (43.44.45).

1. Denatiirasyon Evresi: Bu evrede ¢ogaltilmasi istenen c¢ift sarmal DNA;
sarmallari bir arada tutan hidrojen baglarint ayirmak tizere denatiire edilerek tek sarmal
haline getirilir. DNA sarmallarinin birbirinden ayrilmast igin uygulanabilecek fiziksel
ve kimyasal yontemler olmasma karsin 95-100°C"ye kadar 1sitmak en basit ve en etkin

bir yéntem olarak uygulanmaktadir.

2. Primerlerin Baglanmasi (annealing): Bu evrede primer adi verilen ve
cogaltilmast istenen DNA i¢in spesifik olan oligoniikleotid, ilk evrede elde edilen DNA
tek sarmali tizerinde kendisine komplementer olan niikleotid dizisi ile hibridize olur
(annealing yapar). Primerler, orijinal (hedef) DNA sarmalinin amplifikasyonunu
baglatmak amaciyla kullanilirlar. Bu nedenle primer (6ncii) olarak adlandirilnuslardir.
PCR uygulamalarmda kullanilan primerler, minimum 17-19 niikleotidden olusan
oligomerlerdir. Genelde uygulamalarda 0.};~O‘5 UM arast primer konsantrasyonlart,
optimal degerler olarak kabul edilir. Her bir primer, orijinal DNA sarmalinin 3’ veya 5°

sarmalindan birinin tamamlayicisi ve ¢ogaltilacak olan DNA bélgesine 6zgiidiir.
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Primerlerin baglanmast asamasinda deney ortaminin 1s1s1 40-60°C’ye diisiiriiliir. Primer
eslesmesi ve baglanmast i¢in gereken 1s1 ve siire, amplifikasyon primerlerinin _(
konsantrasyon ve uzunluguna baglidir. Eslesmenin sonu¢ verdigi deney ortami isist 55-
72°C oldugunda 0.2 pM primer konsantrasyonunda eslesme icin birkag saniyelik siire

yeterlidir.

3. Primerlerin  Uzatilmasi (extension) ve Amplifikasyonu: Annealing
tamamlandiktan sonra primer hibridlestigi zaman tek sarmalin karsiligini sentezler. Bu
sentez i¢in termostabil 6zelligi olan Taq Polimeraz enzimi kullanilir. Bu enzim, DNA
sentezi igin daha yiiksek optimum istya (T, sahipti. DNA kalibinin yapisina bagli
olmak {izere Taq polimeraz enzimi, enzim molekiilii basina, saniyede 150 niikleotide
yaklasan spesifik aktivite ile 75-80°C arasinda optimum 1siya sahiptir. Niikleotidleri,
orijinal DNA sarmalima komplementer olacak bi¢imde primere ekler ve uzatir. Olusan
yeni DNA sarmallart bir sonraki dongiide primerler igin kalip olarak rol oynarlar.
Primerlerin uzatilmast asamasinda 70-75°C’lerde 1s1 uygulanir. 72°C’de niikleotid
eslesme hizi; tampon, pH, tuz konsantrasyonu ve DNA kalibinimn yapisina bagli olarak
saniyede 35-100 niikleotid olarak gergeklesir. 72°C"de bir dakikalik uzama siiresi, 2 kb

uzunlugundaki bir amplifikasyon igin yeterli kabul edilir (45).

PCR uygulamalarinda ii¢ evre bir ddngii olarak kabul edilir, bir dongii 3-5
dakika siirer ve 20-40 kez tekrarlanir. Bir dongii sonunda sentezlenen iiriin, dncekinin
iki kati kadardir. Déngii sayisi “n™ olarak kabul edilirse “2n”. ¢ogaltilmis DNA
materyali miktarint verir. Yaklagik 2-3 saat siiren 20 dongiiliik bir reaksiyon sonunda
1048 576, 30 dongii sonunda ise 270 000 000 amplifikasyon iriinii elde edilir (Sekil
2.7).
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POLIMERAZ ZINCIR REAKSIVONU (PCR)

Cogaltdmak istenen
DA kesitrd 1.
* DHA denatiwe edilit, her bir mincire

primerler baglamr ve ik dongl
sonucunda ild yeni DN A molekili
olugut.

R i R
ANINIEIREERAERINENIN

¥ A ¥
2. 3. 4,

Diger déngide; DNA Diger déngiide; DNA Diger dongide, D4 S0

denatire ediby, primerler  denatire edilir, primetler  denative eddir, prumetler _

baglar ve DNA pft baglams ve DHNA gift haglarur ve DNA gift

zincirinin sayistiki katine  =incirinin sayist ki kaline  mineirinin sayis: ild

qilcarthr, cikeariir. katina grkarl. iy
5

Amplifikasyonun bu gekilde devam eden huzh déngiler
sotmicunda, gok sayida dzdes fragment elde edilir. Her
fragment, goZaltmak istedifimz DN A kesimind igermektediz.

Sekil 2.7: PCR Yontemi. Tekrarlanan dongiiler sonucu orijinal DNA dizisi 1.0060.000
kattan daha fazla cogaltilmis olur (43).

PCR ile cogaltilan DNA fragmentlerini inceleyebilmek icin uygun bir

restriksiyon enzimi ile (RFLP) kesilir. Olugan DNA fragmentleri jel elektroforezinde
yiiriitiilerek birbirinden ayrilir. Sonra bu fragmentler ethidium bromid ile boyanarak

incelenir. Ultraviole 1131 altinda dogrudan yapilan incelemelerde siyah zemin iizerinde

beyaz polimorfik bantlar gozlenir (43).
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2.8. RESTRIKSIYON ENZiMi PARCA UZUNLUK POLIMORFIZMI
TEKNIGI (RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM, RFLP)

Insan genomu boyunca (6zellikle kodlayici olmayan bélgelerde), her 200
niikleotidde 1 dizi farklihigr goriiliir. Bu 6zel bolgelerdeki niikleotid degisiklikleri, DNA
izerinde hastaliga neden olmayan suskun niikleotid degisimleridir ve “polimorfizm™
olarak tammlanirlar. Bu niikleotid degisiklikleri, tek bir niikleotid ¢iftinde degisiklik
veya bir ya da birden fazla niikleotid ¢iftinin ¢ikartlmast (delesyon) veya araya girmesi
(insersiyon) seklinde goriilebilir. Bu durum, bir restriksiyon enziminin (restriksiyon
endoniikleaz) kesim noktasint ortadan kaldirabilir ya da yeni bir kesim noktass
olusmasina neden olabilir. Bu sekilde olusan bir restriksiyon bélgesi, bir kromozomda
bulunur fakat diger kromozomda bulunmazsa, bu iki kromozom, restriksiyon
par¢alarinin jele (elektroforez) aktartlan profillerinin analizi ile birbirinden ayirt

edilebilir (43).

Ik restriksiyon cndoniiklcaz (restriction cndoniiklcase) cnziminin kesfi 1970
yilinda W.Arber, H.Smith ve D.Nathans tarafindan ger¢eklestirilmistic. DNA analizi
calismalarinin hizla gelismesi, kalitsal yapidaki hem baz ¢iftlerinin 6zel yapisini hem de
DNA’daki komplementer mekanizmay ortaya koymus ve DNA molekiiliinii istenilen
yerden kesme Ozelligine sahip bakteriyel enzimlerin bulunmasmi saglamistir.
Endoniikleazlarin uzun siire niikleotid dizisine aldins etmeden rasgele olarak DNA
molekiiliinti kestikleri distiniilmiistiir fakat daha sonra prokaryotik organizmalarda
spesifik niikleotid dizilerini tanima balgelerinden kesen yeni endoniikleazlar bulununca
bu fikirden vazgec¢ilmis ve bu tiir enzimlere genel ad olarak restriksivon enzimleri
(restriction enzymes) adi verilmistir. Bu enzimler i¢cin béyle bir tammlama yapilmasinin
diger bir nedeni de, aktivitelerinin sadece yabanci DNA ile smurhi kalmasidir.
Restriksiyon endoniikleaz enzimleri (RE), hiicreye yabanci bir DNA molekiiliintin
girmesini onu pargalayarak onlemesine karsin hiicrenin kendi DNA’sina dokunmazlar

(43).
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Bakterilerin biyiik boliimi, bir veya birkac tiirde RE sentezler. Bakterilerin
sentezledigi RE’lerin esas gorevleri, disaridan bakteriye giren ve bazi 6zel gen veya.
markerlari tasiyan genetik materyalleri ayristirarak mutasyonlara engel olmak ve
tiirlerin stabilitesini korumaktir, yani bakterilerde dogal olarak ¢ok miktarda bulunan
RE’ler bakterilerin bir ¢esit savunma mekanizmast olarak gorev yaparlar. Bakteriler

kendi DNA’larini ise kesilmekten metile ederek korurlar (45).

Restriksiyon enzimleri ile olugturulan bu parga uzunluklarindaki farkliliklar,
restriksivon parga uzunluk polimorfizmleri (restriction fragment length polymorphisms-
RILPs) olarak adlandirilirlar. 1k RFLP. beta globin gen kiimesinde kullanilmustir.
Kistik fibrozis geni ilk kez sadece RFLP kullanilarak klonlanan gendir. Bu ilk RFLP
tanimi, Kan ve Dozy (1978) tarafindan yaymlanmistir. Beta globin geninin yakininda,
Hpal enzimi ile bir kesim noktasi ortaya ¢iktigimi gostermislerdir. Bu, RELP nin

klinikteki ilk uygulamasidir (43,45).

RFLP’ler olduk¢a yaygindir, insan genomunda binlercesi tanimlanmistir ve

bunlarmn bir¢ogu her bir kromozoma 6zgii olarak bulunmustur. Ilcr bir kromozoma

Ozgil bolgelerde haritalandiklar igin, genetik hastaliklarin bir ailede nesilden nesile

gecisini takip etmek amaciyla belirleyici (marker) olarak kullanilabilirler.

RFLP analizinin temeli, anne ve babanin iki ayri alleli tastyan iki kromozomun
birbirinden ayirt edilmesine ve aile i¢inde daha énceden bulunan hasta bir ¢ocuk
yardunt ile hangi kromozomun riskli oldugunun. yani hangi kromozomun mutasyona

ugramis alleli tasidigim saptamasina dayanir, Eger bir birey RFLP igin heterozigot ise, o

birey bilgilendirici (informatif) olarak tanimlanir. Béylece bu kromozomlarin nesilden
nesile gecmelerini incelemek miimkiin hale gelir. RFLP analizinde iki kromozom
birbirinden, gen iginde ya da gen yakininda bulunan bir DNA polimorfizminin
bulunmasi (+) ya da bulunmamasi (-) ile ayrilir. Analizin kesinligi kullanilan polimorfik
isaretin hastalik lokiistine yakinhgr ile dogrudan iliskilidir. Hastalik lokiisiine miimkiin

oldugunca yakin, gen i¢i isaretlerin kullanimi tanmm kesinligini % 99’a kadar arttirir.

Kullanilan genetik isaret ve hastalik lokiisii birbirine ne kadar yakinsa rekombinasyon

olasiligr o kadar diisiiktiir ki bu da RFLP analizi igin bir avantajdir (43.44.45).
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2.9. ELEKTROFOREZ TEKNIKLERI

Sulu bir ¢ozelti icinde, siispansiye yada c¢oziinmis kictk elektrik yikli
parcaciklarin, uygulanan bir elektrik alaninin etkisi ile gd¢ etmesi siirecine elektroforez

denir (43).

Nikleik asit, polisakkarit ve protein gibi biyolojik makromolekiiller degisik
cozeltiler icerisinde partikiil biiytikligiine bagh olarak dagilma 6zelligine sahiptirler. Bu
olay tamamiyla molekiillerin elektriksel yiikii ile ilgili bir davranigtir. Bu nedenle asidik,
bazik ve nétral ortamlarda davramg farkliligs ortaya ¢ikar. Herhangi bir partikiiltin sahip
oldugu net elektriksel yiik 6ncelikle ortamin sahip oldugu hidrojen (H) iyon
konsantrasyonu ile saptanir. Bu da iyonlar ya da diger makro molekiillerin birbirleri ile
etkilesime girmesi ile veya farklilagsmasi ile ortaya c¢ikartilabilir. Molekiiller sahip
olduklari elektriksel yiik nedeni ile bir elektriksel alan i¢erisine birakilirsa ya anoda
yada katoda hareket ederler. Bu hareket sahip olduklart elektriksel yiikiin ters yoniinde
gergeklegen bir davramistir. Yani molckiliin dis ylizeyinde pozitif “+7 yiik varsa
molekiil katoda dogru, negatif “=" yiik varsa molekiil anoda dogru hareket eder.
Proteinler izoelektrik noktalarinin tizerindeki pH degerlerinde negatif (=) yiikliidiirler
anoda dogru go¢ ederler; izoelektrik noktalarinin altindaki pH degerlerinde ise pozitif
(+) yiklidirler ve katoda dogru gog ederler. Bu olay belirli bir yiik dagilimi olan
tampon icerisinde gergeklestiginden ve olaylarda elektrik kullamildigindan elektroforez
adi verilmektedir. Elektroforezler uygulama alanlar ve ayirma ortamlart bakimindan
birbirlerinden farkhidirlar. Ayirma ortami olarak genellikle kagit, seliiloz asetat, nisasta,

agar, agaroz ve poliakrilamid kullanilir (43.44).

Uygulama alanlari ise g¢esitli serum proteinleri, zar proteinleri, sitoplazmik
proteinler, enzimler ve niikleik asit gibi makro molekiillerdir. Son yillarda polisakkarit
ve vyaglarin elektroforez teknikleri kullanilarak molekiiller buyiikliiklerine gore
analizleri yapilmaya baslannmustir. Nisasta elektroforezi hemen hemen sadece enzim
analizi i¢in yapilir. Agar ve agaroz elektroforezi, agirlikli olarak niikleik asit ve protein

analizi i¢in yapilr. Kagit ve nitroseliiloz elektroforezi protein analizi igin yapilr.




Poliakrilamid jeller ise ¢ogunlukla proteinler ve niikleik asitler i¢in yapilir (Sekil 2.8)

(43).
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Sekil 2.8: Farkh boylarda DNA parcalar1 iceren karisimdan, bu
parcalarinin elektroforetik ayiriminin sematik gosterimi (43).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu c¢alismada, vaka grubu olarak, T.C. Saghk Bakanligi Mersin Devlet
Hastanesi ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Kadm Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dalina bagvuran, laboratuvar testleriyle uzman hekimler tarafindan prematiir
menopoz (40 yas ve alt1) tanisi konmus olan 37 bireyden alinan EDTA'T1 kan 6rnekleri
kullanilmistir. Ayrica, normal yas sinirlar icerinde menopoza girmis (45-55 yas arasi)
38 bayandan alinan kan 6rnekleri de kontrol amaciyla kullantlmistir. Cerrahi miidahale

sonucu prematiir menopoza girmis olan bireyler ¢alisma kapsamina alinmamustir.

Gonallt bireylerden, uygun bilgilendirme isleminden sonra, 10 ml EDTA’h
(%2) kan oOrnekleri alindi. Alinan 6rneklerden DNA’nin izolasyonu, modifiye tuz

coktiirme yontemine gore yapildi.

COMT geni (acc.no: Z26491) 1947. pozisyonundaki G—=>A degisimine baglt
olarak meydana gelen polimorfizm, Polimeraz Zincir Reaksivonu ve Restriksivon Parga
Uzunluk  Polimorfizmi  (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism; PCR-RFLP) yontemi ile belirlendi. Sonuglar, UV isik kullanilarak bir
goriintiileme sistemi ile (Vilber Lourmat, Marne La Vallée, France) degerlendirildi.
Buna gore genotipler: 114, 36 ve 35 bp’lik sonuglar COMT-HH genotipi; 96, 36, 35 ve
18 bp’lik sonuglar COMT-LL genotipi ve 114, 96, 36, 35 ve 18 bp’lik sonuglar COMT-
HL genotipi olarak degerlendirildi. Elde edilen gen sikliklariin istatistiksel analizi,

logistik regresyon testi ile yapildi.
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3.1. KULLANILAN CIHAZLAR

= Termal Cycler (Techne Genius Progene, Cambridge, UK)
= Elektroforez Gii¢ Kaynag: (EC 135-90)

= Elektroforez Tankr (Midicell EC-350)

= Jel Gorlintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
= Mikrosantrifiij (Hermle, Z160M)

= Santriftij (Elektromag)

= Mikrodalga Firin (Alaska)

= Derin Dondurucu (Argelik-2031 D)

= Etiv (Nive EN-500)

= Otoklav (Niive OT 4060 V)

= Hassas Terazi (AND)

=  Buzdolabt (Argelik 8188 NI)

= Vorteks (VELP)

= Mikropipet Seti (Eppendorf)

3.2. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

= Tris-Hidroklorid (Sigma T-7149)

= Sodyum Kloriir (Riedel-de Haen)

=  EDTA (Sigma E-5134)

= Sodyum Perklorat (Sigma 5-3546)

= Sodyuxﬁ Dodesil Siilfat (Sigma L-5750)
®  Trizma Base (Sigma T-6060)

= Borik Asit (Carlo Erba 302177)

#=  Ethidium Bromid (Sigma E-1510)

= QOrange G (Sigma O-3750)
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= Gliserol (Merck 4091)
= Etanol (Riedel-de Haen 32221)
= Agarose (LE Prona Basica 051342PR)
= PCR Kiti (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)
=  Taq DNA Polimeraz (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)
= Primerler
Forward 5'-GGA GCT GGG GGC CTA CTG TG-3°
Reverse 5'-GCC CTT TTT CCA GGT CTG ACA-3’
= Hsp 9211 Enzim Seti (Promega, Madison, W1, USA)
= 100 bp marker (100 bp DNA Ladder, MBI Fermentas Vilnius, Lithuania)

3.3. KULLANILAN TAMPON COZELTILER

3.3.1. DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Soliisyonlar

Niiklei Lizis Buffer

~ = [0 mM Tris-HCI
& 400 mM NaCl
= 2 mM Na, EDTA

= 11t distile suda ¢6ziiniir, otoklavda sterillenir ve +4 °C’de saklanir.

5M Sodvum Perklorat Soliisyonu

= 5 M Sodyum perklorat ¢6zeltisi hazirlanir.
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% 10 SDS Soliisvonu

= 10 g SDS 100 ml distile suda ¢éziiniir.

6M NaCl Soliisvonu

= 6 M NaCl ¢6zeltisi hazirlanir.

TE Buffer

10 mM Tris-HCI
= | mM Na, EDTA

= 250 ml distile suda ¢oziniir ve +4 “C de saklantr,

3.3.2. PCR-RFLP I¢in Kullamlan Kimyasallar

= PCR Kiti (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)

= Taq DNA Polimeraz (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)

= Primerler (Lundstrom ve ark.tarafindan 1991 yilinda rapor edilmis olan insan
COMT geni dizisine gore dizayn edilmis primerler kullanilmistir. Primer dizisi
asagida belirtilmistir)
Forward 5-GGA GCT GGG GGC CTA CTG TG-37
Reverse 5-GCC CTT TTT CCA GGT CTG ACA-3°

®  Hsp 9211 Enzim Seti (Promega, Madison, WI, USA)




3.3.3. Elektroforez I¢in Kullanilan Soliisyonlar

10X TBE (Tris—Borat—-EDTA) Buffer

= Tris Base (54 g)
| =  Borik Asit (27,4 g)
z = | mM Na, EDTA (2,72 g)

= Distile suile 11t"ye tamamlanir.

Yiiriitme Tamponu

= [ X TBE Buffer

= Ethidium Bromide (0.5 pg/ml)

s Elektroforez tankinin isaretli seviyesine kadar 1X TBE buffer konulur ve 0.5

pg/ml konsantrasyonda olacak sckilde cthidium bromide cklencrck clektrolit

¢Ozeltisi hazirlanir,

% 3.5 Agarose Jel Soliisyonu

= | X TBE Buffer (140 ml)

= Agarose Basica LE Prona (4,9 g)

= Ethidium Bromide (0.5 pg/ml)

% 2 Agarose Jel Soliisyonu

= = | X TBE Buffer (140 ml)
=  Agarose Basica LE Prona (2,8 g)

®  Ethidium Bromide (0.5 pg/ml)
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Orange G Soliisvonu

I mM Na, EDTA (2,232 g¢)
Orange G (200 mg)
Gliserol (60 ml)

Distile Su (40 ml)

3.4. DNA iZOLASYONU

insan genomik DNA’smm ekstraksiyon, izolasyon ve piirifikasyonuna iliskin
cok cesitli protokoller gelistirilmistir. Yaygin olarak standart, makro ve mikro ydntem
olmak tizere baslica 3 yontem kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada, insan saghgi agisindan
zararsiz ve diger yontemlere gore maliyeti diigiik bir makro yontem olan Modifiye
Konsantre Tuz Soliisyonu ile Céktiirme Yontemi kullanildi. Yontemin esasi, 16kositlerin
hiicre ve ¢ekirdekteki protein yapilarinin bozularak parg¢alanmasi, yogun hir tuz ¢ézelfisi
ile ortamdaki protein kalmtilarmin ¢oktiirilmesi ve tistte kalan sivi kissimda bulunan
genomik DNA’nin etil alkol yardimi ile yogunlagmasi saglanarak ortamdan izole

edilmesidir (44,45).

Bu yontemde, I6kositlerde bulunan DNAnm elde edilmesi amaciyla 10 ml kan
alindr. I¢inde 1 ml % 2°lik EDTA ¢ozeltisi bulunan 15 ml’lik polipropilen santrifiij
tiiplerine konuldu ve {izerine soguk steril distile su eklendi. Karisim 2-3 dk. izl olarak
asagi yukari karistirddi. 10 dakika 2000 rpm’de oda 1sisinda santrifiij edildi.
Supernatant atilip peletin tizerine soguk su ilave edilip karistirildi. Tekrar 10 dakika
2000 rpm’de santrifiij edildi ve supernatant atildi. Bu yikama islemi dort sefer
tekrarlandi. Son yikamadan sonra supernatant atildi ve pelet tizerine 3 ml niiklei lizis
buffer eklendi. Karisim 2-3 dk. hizli olarak»asagl yukart karistirildr. 200 pul % 10 SDS
ve 500 ul 5 M Sodyum Perklorat eklendi. Tiip asagt yukarn alt iist edildi ve bir gece

37°C de etiivde inkiibasyona birakild.
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Ikinci giin, her bir tiipe 2 ml 6 M NaCl ¢ozeltisinden ilave edilip, hizlica
yaklagik 20 defa asagi yukar karistinildi. Oda 1sisinda 10 dk bekletildi ve 15 dk 3500
rpm’de santrifiij edildi. Supernatant temiz bir tiipe alindi ve mevcut hacmin iki kati
oraninda, +4°C 1sida tutulan etanol (% 99) eklendi. Tiipler, DNA iplik¢ikleri
yogunlasincaya kadar dikkatli olarak alt st edildi. Yogunlasan DNA iplikgikleri
otomatik pipet ucuyla, ¢ekmeden uca sarlarak alindr ve 500 pl TE igeren eppendorf
tiiplerine konuldu. DNA’nin ¢6ziilmesi i¢in tlipler, oda 1sisinda 24 saat bekletildi. Her

bir bireye ait elde elden DNA 6rnekleri +4°C 1sida saklandi.

3.5. MOLEKULER ANALIZI

3.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Teknigi (PCR)

PCR, tck bir molckil DNA’yt dahi g¢ogaltabilcccginden, rcaksiyon
karigimlarimin DNA molekiilleri ile kontamine olmasinin engellenmesi gerekmektedir.
Bu kontaminasyon, daha dnceki PCR reaksiyonu, eksojen DNA veya diger hiicresel
materyallerden kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle, kullanilan sarf malzemeleri ve
soltisyonlarin steril olmasina dikkat edildi. Ayrica PCR reaksiyonunda, 1st iletiminden
kaynaklanabilecek sorunlarin en az diizeye indirilmesi i¢in, ince duvarli DNAase ve
RNAase enzimlerinden arindirtimis steril 0.5 ml'lik eppendorf tiipleri (Thin-Walled

PCR Tubes Axygen) kullantldi.

COMT geninin 1947, pozisyonundaki polimorfizm, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) yontemiyle belirlendi. PCR islemi i¢in bu polimorfizmi iceren 185
baz ciftlik (bp) bolge, 5-GGA GCT GGG GGC CTA CTG TG-3’ (forward) ve 5°-
GCC CTIT TTT CCA GGT CTG ACA-3" (reverse) primerleri kullanilarak ¢ogaltildi
(32).




PCR ortami her bir 6rnek igin; 20-100 ng genomik DNA, 100 pm dNTP mix, 20
pmol primerlerin her birinden, 1 mM MgCl, I mM Ix PCR buffer ve 1U Taq_
polymerase olacak sekilde 25 pl’lik reaksiyon hacminde hazirlandi (ANTP mix, 1x PCR
buffer ve MgCly, hazir karisimlar seklinde, kullanilan PCR kitinin igerisinde mevcuttu).
Amplifikasyon, otomatik bir thermal cycler kullanilarak gergeklestirildi. PCR kosullar

su sekilde sagland::

94 °C 3 dakika........ I Dongii.......... (Ilk Denatiirasyon)

94 °C Idakika ..o (Denatiirasyon)

60 °C 1 dakika../...... 35 Dongii ........ (Primer Baglanma — Annealing)
72 °C 1 dakika. . d.oooii (Sentez — Extension)

72 °C 7 dakika.........1 Dongii......... (Son Sentez — Final Extension)

PCR Uriinleri RFLP ve elektroforez islemlerinde kullanilmak tizere +4 °C’de sakland:

(32).

3.5.2. Elektroforez Teknigi

Her bir birey igin, PCR islemi sonrasinda COMT geninin amplifiye olup
olmadigini kontrol etmek igin agaroz-jel elektroforez islemi uygulandi. Bu iglem
sonrasinda 185 bp’lik tek hir bant giizlenmesi bekleniyordu. Bunun icin % 2’lik agaroz
jel hazirlandi. Diisiik erime sicakligt sahip (55-60 “C) ve molekiiler biyolojik galigmalar
icin uygun nitelikte agaroz (Agarose Basica LE, Prona) kullanildi. 2,8 g agaroz, 140 ml
1X TBE c¢ozeltisi icerisinde ve mikrodalga firm yardimuyla seffaf bir gériintim elde

edinceye kadar eritildi. Boyar madde olarak, 0.5 pg/ml ethidium bromide kullanildi.
Hazirlanan agaroz, TBE ve ethidium bromide karigimi, jel taraklarim

eritmeyecek 1siya diismesini saglamak i¢in, manyetik karigtiricida uygun isiya diigene

kadar karistirildi. Jel kalibia dokildii ve jel taraklari yerlestirilerek katilagmast

42



beklendi. Jel tamamen katilastiktan sonra (oda 1sisinda yaklagik 2-3 saat) jele gomiili

taraklar ¢ikarildi ve elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tanki, yerlestirilen

jelin {ist kismi tamamen Ortiiliinceye kadar yurtitme tamponu ile dolduruldu.

PCR 6rneklerinin 10 pl’si RFLP islemi i¢in temiz bir eppendorf tiiptine alinarak
oda isisinda saklandi. Yiriitillecek olan ornekler ise 10 pl Orange G boyast ile
boyanarak santrifiijlendi. Orange G boyasi gliserol igerdiginden dolay1, kuyucuklara
yiikleme sirasinda drneklerin yogunlasarak dibe ¢okmesini saglamaktadir ve bu sekilde
orneklerin tasmasint engellediginden dolayr tercih edilmistir. Aynt zamanda 6rneklerin
yiiriitiilmesi sirasinda gozle goriilebildigi icin DNA bantlarinin jel tizerindeki yaklasik
konumunu da vermektedir. Santrifiijlenerek iyice karigsmasi saglanan 6rneklerin her biri

otomatik pipet yardimiyla kuyucuklara ytiklendi.

Elde edilen bandm istedigimiz bant olup olmadimi tespit etmek amaciyla
100 bp’lik marker kullanildi. Orneklere 100 voltluk akim uygulanarak 20-30 dakika

ylrtitildii.

Ethidium bromide ile boyanmus olan DNA molekiilleri ultraviole (UV) 151k
altinda 312 nm dalga boyunda fluoresan yansima gosterirler. Elde edilen DNA bantlart
jel goriintilleme sistemi yardiniyla gozlendi. Gozlenen bantlarin molekiiler uzunlugu,
marker ile karsilastirilarak yaklasik olarak belirlendi (£10 bp). Elde edilen goriintii

diskete kaydedilerek saklandi.

3.5.3. Restriksiyon Enzimi Par¢a Uzunluk Polimorfizmi Teknigi (RFLP)

RFLP i¢in ayrilnus PCR iriinii rnekleri, kesim islemi i¢in Hsp 9211 enzimi ile
muamele edildi. Bunun igin, her bir drnege SU Hsp 9211 enzimi eklenerek 37 °C’de 5-7
saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda ornekler, yukarida anlatildigi sekilde
hazirlanmis % 3.5°1uk agaroz jelde ve ayni elektroforez kogullarmda 45-55 dakika kadar

ylrtitildu.




3.6. Verilerin Degerlendirilimesi

Tiim degerlendirmelerde 100 bp’lik marker kullanildi. Gozlenen bantlarin
molekiiler uzunluklar, marker ile karsilastirtlarak yaklasik olarak belirlendi (=10 bp).

Ornekler. UV 1s1k altinda jel gériintiileme sistemi ile goriintiilenerek degerlendirildi.

Genotiplendirme; 114, 36 ve 35 bp’lik bantlarin gézlendigi bireyler COMT-HH
genotipi, 96, 35, 36 ve 18 bp’lik bantlar COMT-LL genotipi ve 114, 96, 306, 35, ve 18
bp’lik bantlari gosteren bireyler ise COMT-HL genotipi olarak degerlendirildi. Ancak
18 bp’lik bantlar ¢ok kiiciik olmasi nedeniyle, elektroforez islemi sirasmnda akip
gittiginden dolay1 gézlenemedi. Bununla birlikte bu fragmentin gézlenmemesi, genotip
tanimlamasi i¢in kritik olmadigidan dolayr bu durum yanlis degerlendirmeye neden

olmamistir (32).

3.7. istatistiksel Analiz

Vaka ve kontrol gruplarinin istatistiksel analizi i¢in; yas, menars yasi, menopoz
yasi, ailedeki menopoz oOykiisii ve COMT genotipi degerleri kullanildi. Cerrahi

operasyon sonucu prematiir menopoza girmis olan bireyler ¢aligma kapsamina alinmadi.

OR ve % 95 giiven araliginda, prematiir menopoz ve normal menopoz durumu
ile COMT genotipi arasindaki iliski degerlendirilerek, logistik regresyon kullanilarak
hesaplandi (Statistical Package for Social Sciences, SPSS, version 10.0). Sonuglardan
elde edilen p degerleri iki yonlii olarak degerlendirildi. P degerinin 0.05°den az olmasi,

istatistiksel olarak anlamli seklinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu calisma, goniillii, akraba olmayan ve prematiir menopoza girmis (< 40) 37
birey ile normal yasta menopoza girmis (= 45) 38 bireyi kapsamakta olup, ¢alisma

populasyonunun dzellikleri Cizelge 4.2 de verilmistir.

Pz .
Cizelge 4.2: Calisma Populasyonunun Ozellikleri

Prematiir Menopoz Menopoz
Menars Yasi 13.56+1.8 13.57£1.5
Menopoz Yasi 35.75£2.9 48.81£3.1

Her bir birey i¢in RFLP kesiminden once, dogru genin amplifiye olup
olmadigint anlamak i¢in elektroforez yapildi. Bazi bireylere ait sonuglar Sekil 4.9 da

gosterilmistir.

Bu gendeki polimorfizmi saptamak igin. her bir ornege RFLP ile kesim
uygulandi. Vaka grubu (37 birey) ve kontrol grubu (38 birey) olmak iizere toplam 75
bireyin COMT genindeki fonksiyonel polimorfizmi belirlemek i¢in; COMT geninin
108/158. kodonundaki G->A degisimi, Valin-=>Methionin degisimine bagh olarak

belirlenen H ve L allellerinin olusturdugu genotipleme yapildi.

114, 36, ve 35 bp fragment gozlenen bireyler yiiksek aktiviteli COMT-HH
genotipi gdstermekteydi. 96, 35, 36 ve 18 bp’lik fragmentlerin gozlendigi bireyler
diisiik aktiviteli COMT-LL ve 114, 96, 36, 35 ve 18 bp’lik fragmentlerin gozlendigi

bireyler ise orta enzim aktivitesini gosteren COMT-HL genotipine sahipti.
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Sekil 4.9: PCR sonrasinda 185bp’lik COMT geni fragmentlerinin
agaroz jel (% 2) elektroforezindeki goriiniimii. 100 bp Marker (M) ve
bireyler de numarali (1-6) olarak gosterilmistir. Elde edilen fragmentlerin,
marker temel ahmarak degerlendirildiginde yaklagik olarak 185 bp oldugu
gozlenmektedir ve bu da dogru geni amplifiye ettigimizi ifade etmektedir.

Buna gore prematiir menopozlu 37 bireyden, 5 bireyin H/H (% 13.5), 25 bireyin
H/L (% 67.6) ve 7 bireyin L/L (% 18.9) genotipinde oldugu saptandi. Menopoz
grubunda ise toplam 38 bireyden 6 bireyin H/H (% 15 .8), 28 bireyin H/L (% 73.7) ve 4
bireyin ise L/L (% 10.5) genotipinde oldugu saptand1 (Cizelge 4.3). COMT
genotiplerinin tek bagina prematlir menopozu tetiklemesi durumu, istatistiksel

anlamlilik smirlarinda degildi (p>0.05).

Bazi bireylerin, bu polimorfizme ait elde edilen RFLP sonrasi elektroforez

srnekleri Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10: COMT geni PCR iiriiniiniin, Hsp 9211 restriksiyon enzimi
ile kesiminden elde edilen sonuclar (% 3,5’luk agaroz jel elektroforezi).
100 bp Marker (M) ve bireyler de numaral (1-6) olarak gosterilmistir.
1 ve 3 no.lu bireyler COMT-HL (114 ve 96bp); 2 ve 5 no.lu bireyler
COMT-LL (96bp); 4 ve 6 no.lu bireyler ise COMT-HH (114bp)
genotipi gostermektedir. 36, 35 ve 18bp’lik fragmentler ¢ok kiiciik
oldugundan dolayi, elektroforez sirasinda jelden akmistir.

Elde cdilen verilere gore, toplam galigilan 75 bireyden % 14.7°si COMT geninin
yiiksek aktiviteli (HH) formuna sahipti, aym sekilde dusiik aktiviteli formu olan LL
genotipine ise aym oranda (% 14.7) birey sahipti. Orta aktiviteli formu olan HL

genotipine ise % 70.7 oraninda bireyin sahip oldugu saptandi.

Cizelge 4.3: Prematiir menopoz ve menopoz gruplarmda COMT
genotip sikhklar:.
n—Ornck Sayist

Klinik Tamni
COMT Prematiir | P Degeri | Toplam
Genotipi Menopoz | Menopoz n (%)
HH 6(158) | 5(13.5 0595 | 11(14.7)
n (%)
HL 28(737) | 25(67.6) | 0395 | 53(70.7)
n (%)
LL 4105 | 73189 | 0326 | 11(147)
n (%)
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Prematiir menopoz ve menopoz gruplarinda COMT allel sikliklar1 Cizelge
4.4°de gosterilmistir. Buna gore, prematiir menopozlu bireylerin % 46.6’sinda H alleli
(Val 158) saptanirken, % 52°sinde L alleli saptandi. Menopoz grubunda ise H allel
sikhigt % 53.3 iken, L alleli % 48 oraninda saptandi. H alleli i¢in OR. 0.949 (0.861-
2.628) ve L alleli igin OR, 0.621 (0.133-1.952) olarak bulunmustur ve bu degerlerin
Hardy-Weinberg esitligi ile uyumlu oldugu gériilmistiir (H alleli i¢in p=0.4760 ve L
alleli i¢in p=0.1281).

Cizelge 4.4: Prematiir menopoz ve menopoz gruplarinda COMT allel sikhiklar
n=0rnek Sayist N=Allel Sayisi

Prematiir Menopoz
COMT Alleli | Menopoz (n=37) (n=38) P Degeri OR
(% 95ChH
N(%) N(%)
H (Val 158) 35 (46.6) 40 (53.3) 0.4760 0.949 (0.861-2.628)
I. (Met 158) 39 (52) 36 (48) 0.1281 0.621(0.133-1.952)

Bunun yami sira bireylerin ailedeki menopoz Oykiisti ile prematiir menopoz
iliskisi de goz oniinde bulundurulmustur (Cizelge 4.5). Ailelerinde daha once prematiir
menopoz 6ykiisii bulunan bireylerde de bu durumun goriilmesi, istatistiksel anlamlilik

sinirlarinda saptand (p=0,005).

Cizelge 4.5: Prematiir menopoz ve menopoz gruplarmda aile Sykiisiiniin gosterimi.
n=0rnek Sayisi

) Klinik Tam
Aile Oykiisii Prematiir | P Degeri Toplam
Menopoz Menopoz i (%)
Var 4(10.5) 15 (40.5) 0.005 19 (25.3)
n (%)
| Yok 34 (89.5) 22 (59.5) 0.112 56 (74.7)
4] (Gu)
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5. TARTISMA

Bu calismada, COMT genotiplerinin, prematiic menopoz {izerine etkilerini
incelemek amaglandi. Vaka grubu, uzman hekim tarafindan prematiir menopoz tanisi
konmus olan 37 bireyden olugmaktaydi. Kontrol grubu ise literatlir bilgilerine gore

normal kabul edilen yas sinirlarinda menopoza giren 38 bireyi kapsamaktaydi.

Elde edilen veriler sonucunda, prematiir menopoz grubundaki 37 bireyin %
13.5%inin COMT H/H, % 67.6'stmin COMT H/L ve % 18.9'unun COMT L/L
genotipinde oldugu saptandi. Menopoz grubunda ise toplam 38 bireyden %15.8’inin
COMT H/H, % 73.7’sinin COMT H/L ve % 10.5%inin ise COMT L/L genotipinde
oldugu saptandi. Caligilan iki grup arasinda COMT genotipleri agisindan, istatistiksel

anlamlilik sinirlarinda bir fark saptanmadi (p>0.05).

Yapilan arastirmalar sonucunda bu gende bazi etnik farkhhklarm oldugu
bildirilmistir ve farkli populasyonlarda COMT allellerinin sikligmn  degisiklik
gosterdigi  saptanmistir.  Ornek  olarak; disiik COMT aktiviteli allelin  stkligs
Kenyalilarda, Kafkaslara ya da Giiney-Batit Asyal bireylere gore daha diisiiktiir (4).

Bu c¢ahisma sonucundaki verilere gore, prematiir menopozlu bireylerin %

46.6’sinda H alleli saptanirken, % 52°sinde L alleli saptandi. Menopoz grubundaki

bireylerin ise % 53.3’tinde H alleli, % 48’inde ise L alleli saptandi (H alleli igin
p=0.4760 ve L alleli i¢in p=0.1281). Elde edilen bu bulgular, Tiirk populasyonunda
saptanan allel sikliklarmin Hardy-Weinberg esitligi ile uyumlu oldugu goriilmiistiir

(46).

Bunun yani sira bireylerin ailedeki menopoz ykiist ile prematiir menopoz
iliskisi de gdz oniinde bulundurulmustur ve ailelerinde daha énce prematiir menopoz

oykiisii bulunan bireylerde de bu durumun goriilmesi, istatistiksel anlamlilik siirlarinda

saptanmustir (p=0,005). Aile 6ykiisii ve prematiir menopoz iliskisine yonelik kesin bir
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bilgi bulunmamasma karsin &zellikle meme ve ovaryum kanserleri agisindan ailesel
yatkinlik oldugu, yapilan galismalarla ortaya konmustur (5,6,24,25,40,47,52,53,54).
Ayni sekilde farkls etnik gruplarda ve menstruasyon siklusunu etkileyen diger genlerle
yapilacak genis kapsamli ¢alismalar, bu konudaki bilgilere daha net bir yorum getirmeyi

saglayacaktir.

Prematiir menopoz, temel olarak strojen yetmezligi sonucunda meydana gelen
bir olaydir (15.19). Ostrojen metabolizmasinda meydana gelebilecek herhangi bir
aksaklik, dstrojen seviyesini etkileyecek ve belki de bireyin menopoza erken girmesine

neden olacaktir.

Ostrojen metabolizmast sonucu agiga ¢ikan temel metabolitlerden biri, toksik
etkileri olan katekol &strojenlerdir (25,42). Katekol 0strojenler, fenolik hidroksil
gruplarmim metilasyonu ile inaktive edilirler. Metilasyon olayt ile inaktivasyon, COMT
tarafindan katalize edilmektedir. Eger bu metilasyon olayr ger¢eklesmezse, katekol
ostrojenler ortamda birikecekler ve bu da oksidatif DNA hasarina neden olacakur
(17,48,49). Bu nedenle &strojen metabolizmasinda COMT, oldnkga énemli bir rol
oynamaktadir. Ozellikle diisiik aktiviteli COMT genotipine sahip bireylerde, bu enzim
yeteri derecede aktivite gdsteremeyecektir. Bu durum da enzimin etkinligini azaltarak,
gérevini tam olarak yerine getirememesine neden olacaktir. Yani, metilasyon olay1 ile
inaktivasyon yeteri diizeyde olmayacak ve ortamda katekol Ostrojenler birikerek

hasarlara neden olacaktir.

Bu ¢alismada, prematiir menopozda COMT gen polimorfizminin calisiimasinin
nedeni, COMT un dstrojen metabolizmasinda rol oynamasidir. Son ytlarda bu gendeki
polimorfizmin, Gstrojen metabolizmasim etkilemesinden dolay1, 6zellikle meme ve
ovaryum kanserleri ile ilgisi tizerindeki ¢aligmalarin sayisi artmustir (24,25,49,50,51).
Ancak menopozal durumu etkilemesine iligkin olumlu ya da olumsuz herhangi bir

bilgiye rastlanamamustir.
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Diisiik akitiviteli COMT alleli, 6zelikle menopozal semptomlar gosteren saghkli

kontrollere gére meme kanserli hastalarda daha sik bulunmustur (51,52,53,54). Bununla

birlikte Kuzey Carolina’da invaziv meme kanserli hastalarda (654 meme kanserli hasta
ve 652 kontrol) yapilan genis kapsamlt vaka-kontrol calismalar;, meme kanseri ile
COMT genotipleri arasinda herhangi bir iliski olmadigint géstermektedir (52).
Goodman JE ve ark. (2000) yapilan bir ¢aligmada ise ovaryum kanser riski ve COMT
genotipi tizerinde durulmus ancak anlamli bir iliski saptanmamistir (24). Thompson PA
ve ark. (1998) yaptiklar bir diger ¢alismada menopozal durum ve meme kanseri riski
ile COMT polimorfizmini ¢alismis (281 meme kanserli hasta ve 289 saglikli kontrol),
bu polimorfizmin pre- ve postmenopozal kadinlar arasinda meme kanseri riskiyle iligkili
oldugu saptannustir. Ancak ayni ¢aligmada, pre- ve portmenopozal kadnlar birlikte
degerlendirildiginde COMT genotipleri ile meme kanseri riski arasinda iliski olmadig

rapor edilmistir (53).

COMT aktivitesinde mevcut olan bu polimorfizmin kesin olarak ti¢ hastalikla
iliskisi oldugu saptanmustir. i1k olarak, “obsesif kompulsif bozukluk™ durumunda disiik
aktiviteli COMT allelinin sorumlu olabilecegi goriilmiistiic (55). {kinci olarak diisiik
aktiviteli alelin. sizofren ve agresiflik ile iligkili oldugu saptanmustir (56,57,58,59,60).
Uctincii  olarak, Velo-cardio-facial sendromunda, kromozomun 22ql1 bélgesinde
(COMT genini de igeren bolge) delesyon vardir, aym zamanda farkli davranislar
gosteren tastyicilarda, sizofrenlerde gézlenen semptomlarin bazilari ortaya ¢ikmaktadir
(61). Bununla birlikte, genellikle sizofreni ve COMT alleli arasinda iliski olmadigina ya

da ¢ok zayif bir iliski oldugunu gosteren ¢alismalar vardir (36,56,59).

Son zamanlarda yapilan genis kapsamli ¢aligmalarda, diisiik aktiviteli COMT

alleli ve gec-baslangich alkolizm arasinda agik bir iliski oldugu rapor edilmistir (62,63).

Parkinson hastaligr ile COMT allelinin iliskisi de kapsamli olarak ¢aligilmigtir
fakat yapilan calismalarda kesin bir iliski saptanamamistir. Bununla birlikte diistik
COMT aktiviteli allele sahip bazi Japonlu bireylerde Parkinson hastaligi i¢in artan bir

risk meveut oldugu saptannustir (21,22).
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Goriildiigti  tizere, COMT genotiplerinin  ¢ok ¢esitli hastahklarla iliskisi
konusunda yapilan ¢aligmalarda g¢esitli ¢eliskiler mevcuttur ve bu durum heniiz tam
olarak aydmlatilamamistir (64,65,66,67,68,69). Bir c¢alismada &zellikle 0Ostrojen
metabolizmas1 ile iliskili hastaliklarda diisiik aktiviteli COMT genotipinin sorumlu
oldugu rapor edilirken, diger bir ¢alismada ise bu genle bir iliski saptanmadigi

bildirilmistir (6,35).

Biz de yapmis oldugumuz bu calisma sonucunda, diisiik aktiviteh COMT
genotipinin prematiir menopozu durumunu tetiklemesini bekliyorduk. Ancak elde edilen
veriler analiz edildiginde, COMT genindeki polimorfizmin, prematiir menopozla

iliskisinin istatistiksel anlamlilik sinirlarinda olmadigr saptanmistir (p>0,05).

Menopozun multifaktériyel bir olay olmasi nedeniyle sadece COMT geninin

menopoz olaymi  etkilemesini  beklemek miimkiin  degildir. Ancak dstrojen

metabolizmasinda etkili olmasi1 muhtemel diger genlerle yapilacak kombine bir ¢aligma
(6rnedin ostrojen reseptor genleri), ¢ok daha anlamli sonuglar elde edilmesine neden
olabilir. Bunun yani sira, ornek sayisimin arttirilarak ¢aligmanin daha kapsamli hale

getirilmesi ve bu gende goriilen etnik farkliliklardan dolayr farkhi etnik gruplarda

calismanin tekrarlanmasi da sonuglari etkileyebilir. Bu nedenlerden dolay1 daha detayls

calismalar gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Menopoz. kadin hayatinin olduk¢a 6nemli bir kismint kapsayan fizyolojik bir
olaydir. Menopozla ilgili yapilan ¢alismalarda, kadinlarin yasamlarinin her déneminde
saglikli yasayip yasam kalitesini arttirmak 6nem kazanmistir. Biittin bunlar gbézéniine
alindiginda, 6zellikle son yillarda olayin genetik yoniiyle ilgili calismalarin yogunlastigt

goriilmektedir.

Prematiir menopoz ise, 40 yasindan geng¢ kadinlarda ortaya ¢ikan bir durumdur
ve multifaktoriyel bir olaydir. Bu durumu etkileyen faktorlerin belirlenmesi, yasam
kalitesinin ylikseltilmesi agisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir. Yapilan bu ¢alismada,
prematlir menopozu etkilemesi muhtemel genetik faktorlerden biri olan, COMT gen

polimorfizmi ile iliskisi arastirilmustir.

Elde edilen sonuglara gbére bu gendeki polimorfizmin, prematiir menopoz ile
iliskili olmadigr saptanmistir. Prematiir menopoz multifaktoriyel bir olay oldugu igin bir
genin, tek basina bu olay1 etkilemesi beklenemez. Ayrica, 6rnek sayisinin arttirilmast,
daha anlamlt sonucglar elde edilmesine neden olabilecektir. Bunun yam sira COMT
genotipindeki  polimorfizmin  etnik  farkhiliklar — gdstermesinden  dolayi,  farkl

populasyonlarda ayni ¢alismanin tekrarlanmasi da bir¢ok ag¢idan yararli olacaktir.

Sonug olarak, prematiir menopozu etkileme olasiligi olan diger risk faktorleri ve
genlerle yapilacak olan kombine, genis kapsamli bir calisma, istatistiksel olarak anlamli
sonuglar verebilir. Boylelikle bayanlarin yasamlarinm ¢ok énemli bir kismini kapsayan

bu dénemini, her agidan en verimli sekilde gecirmeleri saglanabilir.
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