T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTiTUSU
TIBBI GENETIK ANABILIM DALI

PREMATUR OVER YETMEZLIGI OLGULARINDA GENOMIK
KOPYA SAYISI DEGISIKLIKLERININ ARRAY CGH
YONTEMI ILE DEGERLENDIRILMESI

DOKTORA TEZI

HALIME KUGUK

DANISMAN
PROF.DR. SEVILHAN ARTAN

2015



T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTiTUSU
TIBBI GENETIK ANABILIM DALI

PREMATUR OVER YETMEZLIGI OLGULARINDA GENOMIK
KOPYA SAYISI DEGISIKLIKLERININ ARRAY CGH
YONTEMI ILE DEGERLENDIRILMESI

DOKTORA TEZI

HALIME KUGUK

DANISMAN
PROF.DR. SEVILHAN ARTAN



KABUL VE ONAY SAYFASI

Halime KUCUK ’tin Doktora Tezi olarak hazirladigi “Prematiir Over Yetmezligi

Olgularnda Genomik Kopya Sayis Degisikliklerin Array CGH Yontemi fle
Deg_erlendirilmesi” baslikh bu galisma Eskigehir Osmangazi Universitesi Lisansiistii Egitim
ve Ogretim Y6netmeligi’nin ilgili maddesi uyarinca degerlendirerek “KABUL” edilmistir.

Uye :

Uye :

Uye :

Uye :

Uye :

Tarih 03.08.2015

Prof.Dr. Sevilhan ARTAN (Danisman)

Prof.Dr. Hikmet HASSA

Dog.Dr. Birsen KARAMAN %&O&’V\ﬁ

\V
Dog.Dr. Muhsin OZDEMIR w
Dog.Dr. Beyhan DURAK ARAS m

Eskisehir Osmangazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun

10,0%/9015 tarih ve ..405F./. LAy, sayli karar ile onaylanmustur.

s, 02

Prof Dr. Kazim OZDAMAR
Enstitii Midiiri



Ozet

Kliglik H. Prematlir Over Yetmezligi Olgularindaki Genomik
Degisikliklerin Array CGH Yoéntemi Ile Dederlendiriimesi. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti, Tibbi Genetik Anabilim
Dali Doktora Tezi, Eskisehir, 2015.

Prematlir over yetmezligi (POY), 40 yas alti kadinlarda FSH (Follicle
Stimulating Hormone) degerlerinin 40 IU/L ve daha (zerinde oldugu, en az
4 ay amenorenin gorialdigl, ovaryan foliklllerin erken azalmasi ile
karakterize, foliklil olusumunu kontrol eden birden fazla genin etkili
oldugu, kompleks heterojenik klinik bir hastaliktir. Kadinlarin %1'inde
gorulen POY tablosunun etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamis olsa da,
literatlir verileri glgli bir genetik bileseni oldugunu 6ngdérmektedir. POY
etiyolojisinin %?20'sini ailesel genetik nedenler, %10'unu X kromozom
anomalileri olusturmaktadir. Son yillarda gelisen teknolojik analiz metotlari
ile X kromozomunun yani sira AIRE, DAZL, FOXL2, FSHR, GALT ve TGF-I
gen ailesi Uyelerinden GDF9, INHJ gibi otozomal kromozomlarda lokalize
genlerdeki degisikliklerin de POY’da roli oldugu distnilmektedir.

Kromozom analizleri 5-6 Mb’dan daha buyuk yapisal kromozom
anomalilerini ortaya koyabilirken daha klglk kopya sayisi degisimlerini
tim genom genelinde belirlemeyi olanakh kilan mikroarray ydéntemi son
yillarda POY olgularinda genetik temelin ortaya konmasinda aktif olarak
kullanilmaktadir. Insan genomunun yiiksek c¢éziinirlikle taranmasi ve
kopya sayisi dedisikliklerinin (CNV) tanimlanmasi, klinik olarak anlamli
lokuslarin tespit edilmesine yol agmistir. Mikroarray yontemi ile spesifik
olarak dederlendirilebilecek anomalilerin saptanmasi, bu hasta grubuna
6zgl tani kitlerinin olusturulmasina veri saglayacaktir. Ayrica olgularin
ailelerine ve risk altindaki aile bireylerine genetik danisma verilerek
bilgilendirilebilmesi ve yonlendirilebilmesi mimkin olacaktir. Bu calisma,
POY etiyolojisinde rol oynayan ve daha o6nce literatirde tanimlanmis
genetik faktdrlerin durumunun ortaya konmasi acgisindan da bir veri
olusturacaktir. Bu hedefler dogrultusunda POY olgularinda ylksek
rezolisyonlu mikroarray analizi ile CNV acgisindan tim genom taranarak
aday genlerin belirlenmesi, genetik temelin ortaya konmasi ve takibinde
fonksiyonel galismalarin yapilmasi amacglanmistir.

Calismamiza klinik ve genetik dederlendirmeleri yapilan, vyas
ortalamasi 30,4+6,36 olan, sekonder amenoresi bulunan toplam 55 POY
olgusu dahil edilmistir. Klinik genetik dederlendirme sonrasi sendromik
olmayan ve normal kromozom kurulusuna sahip olan olgularda, Frajil X
premutasyon dederlendirmesi icin FMR1 geni fragman analizi
gerceklestirilmistir. Tum olgularda normal tekrar dizisi saptanmistir.
Calismamizin son asamasinda olgu dérneklerinde Agilent® 8x60K platformu
kullanilarak aCGH analizleri yapilmis, %40 olguda (22/55) 15 farkli CNV
tespit edilmistir. Saptanan CNV’lerin %60’Inin (9/15) delesyon, %27'sinin



(4/15) duplikasyon, %13’Unun (2/15) ise ayni bélgede hem delesyon hem
de duplikasyon oldugu go6zlenmistir. Saptanan anomalilerden kromozom
15g26.3 ve kromozom Xp22.33 boélgelerine ait degisiklikler FISH analizleri
ile dogrulanmistir. Calismamizda %12,73 oraninda degisikligi saptanan
ASMTL, P2RY8, SHOX genleri ile degisikligi %1,82 siklikla saptanan MSX1
genleri literatirde de aday genler olarak bildirilmistir. Ayrica calismamizda
oosit ve folikilogenez slirecinde fonksiyon gosterdigi bilinen,
degisikliklerinde oogenezin olumsuz etkilenmesi, germ hicrelerinin
deplesyonu, ovarian foliklillerin yapisal ve fonksiyonel olarak
dliizensizlikleri sonucu infertilitenin go6zlendigi bildirilen PCSK6, NR4A2,
NRG1, SPIRE2, PDPK1, KLHL4, SIRT1 genlerini iceren lokuslarda
degisiklikler gozlenmistir. Sonug olarak POY'un etyopatogenezinde rol
oynayabilecedi bildirilen aday genler calismamizda da ortaya konmus,
bunlarin yani sira ileri analizlerin yapilmasi gereken yeni genler de
literatlre kazandirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Prematlir Over Yetmezligi, Kopya Sayisi
Degisiklikleri, CNV, Mikrodelesyon ve Mikroduplikasyon, array CGH.



Summary

Kiglk H. Assessing copy number variations by Array CGH in cases
with premature ovarian failure. Eskisehir Osmangazi University Medical
Faculty, Department of Medical Genetics Eskisehir, 2015.

Premature Ovarian Failure (POF) is a complex heterogeneous clinical
disease that may be affected by the multiple genes that control follicle
formation and is characterized by an early loss of the ovarian
function. POF occurs in 1% of women and is defined as amenorrhoea for
at least 4 months before age 40, with an FSH serum level is than 40
mIU/ml or higher than.

Although the underlying etiology of POF has not been fully understood
yet, previous reports predicts that POF is a strong genetic component. In
the etiology of POF, the incidences of the involvement of familial genetic
causes and X chromosome abnormalities are about 20% and 10%,
respectively.

Recently, with developing technology analysis methods and X
chromosome along with, alterations of the genes such as AIRE, DAZL,
FOXL2, FSHR, GALT and the members of TGF-I gene family comprising
GDF9 and INHJ localized on autosomal chromosomes play important roles
in POF.

The resolution of conventional cytogenetic analysis is approximatelly
5-6 Mb and can only detect majoér chromosome abnormalities. Array
comparative genomic hybridization (a-CGH) analysis is able to detect
submicroscopic chromosomal rearrangements with a higher genomic
resolution. Recent studies have shown usefulness of a-CGH in the detection
of whole genome aberrations simultaneously. They have also suggested
associations between copy number variations (CNVs) and different common
disorders and rare diseases. Thus, exploring the role of CNVs in many traits
and diseases becomes essential. High definition scanning of the human
genom and the identification of CNVs has led to the identification of clinically
significant locus.

Therefore, in the current study, we aimed to reveal the presence and the
prevalence of CNVs, using a-CGH analysis on the entire genome, in a cohort
of 55 patients with POF.The ages of the patients varies in between 19 to 39
years (30,4%+6,36 SD). Following detailed clinical examinations, non-
syndromic POF cases with normal karyotypes were included to the study.
The DNAs from peripheral blood samples of the cases were extracted and
FMR1 gene premutation analysis was performed by using the Fragile X-
PCR technique. No expanded CGG repeats was revealed in the cases.
Then we performed a-CGH analysis by using high-resolution Agilent
oligonucleotide arrays in a total of 55 POF.
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Totally, 15 different CNVs were seen in 40% (22/55) of the cases. Of
these CNVs, 60% (9/15) were deletions whereas 27% (4/15) were
duplications and 13% were both deletions and duplications of the same
region. Most of the a-CGH detected alterations were confirmed by FISH
analysis.

The genes including ASMTL, P2RY8, SHOX on chromosome Xp and
MSX1 gene on chromosome 15 have already been reported as candidate
genes in the development of POF. The alteration frequencies of these
chromosomes in our study were 12% and 1.82%, respectively. Therefore
the results of our study are in agreement with the previously reported
data.

Moreover, it is known that the genes including PCSK6, NR4A2, NRG1,
SPIRE2, PDPK1, KLHL4, and SIRT1 have functions during oogenesis and
foliculogenesis processes. The alterations in these genes causes oogenesis
abnormalities, germ cell depletions and infertility because of structural
and functional disorders of ovarian follicules. In this study, CNVs in the
loci comprising these genes were detected in the samples of some cases.
Statistically significant differences were seen when CNVs identified in our
study were compared with CNVs reported in phenotypically normal
individuals from control populations from the web site Database of
Genomic Variants. Determined with microarray method and detection of
anomalies will provide data that can be evaluated as the creation of
specific diagnostic criteria to this patient group. Also given to the families
of patients can be informed and is directed genetic solidarity will be
possible in families at risk. This work involved in the etiology of POF and
will form a previously defined data in the literature to reveal the situation
in terms of genetic factors. Identification of high resolution genome wide
microarray analysis in terms CNV candidate genes were screaned in
accordance with objectives set out in the POF cases of the genetic bases
and be made functional in monitoring studies are targeted.

In conclusion, the alterations of the previously reported loci including
novel genes involved in etiopathogenesis of POF were also revealed in our
study. Besides, new candidate genes that need further analyses in larger
cohorts of POF women were detected.

Keywords: Premature Ovarian Failure, Copy Number Variation, CNV,
Microdeletion and Microduplication, Array CGH.
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1- GIRIS VE AMAC

Prematlr ovaryan yetmezlik (POY), 40 yas alti kadinlarda FSH
degerlerinin 40 IU/L ve daha (zerinde oldugu, en az 4 ay amenorenin
gorialdugli, ovaryan foliklllerin erken azalmasi ile karakterize, folikil
olusumunu kontrol eden birden fazla genin etkili oldugu distntlen
kompleks bir hastaliktir. POY'un bu degisken kliniginden dolayi, dogrudan
overden kaynaklanan fonksiyon bozuklugu anlaminda “Primary ovarian
insufficiency” terimi “prematlir over yetmezligi” ya da “prematlr
menopoz” terimlerine alternatif olarak sunulmustur (Welt, 2008).

POY ilk kez Coulam ve arkadaslari tarafindan 1930 yilinda, adet
gecikmesi ve Uriner gonadotropin seviyelerinde meydana gelen artis
olarak tanimlanmistir (Coulam, Adamson, & Annegers, 1986). Bu durum
ovaryumda primordiyal folikil yoklugu ve kalici infertilite olarak
tanimlanmaktaydi (Goldenberg, Grodin, Rodbard, & Ross, 1973). Ancak
daha sonraki yillarda yapilan calismalarda POY tanisi konulan olgularin
ortalama %?50’sinde over fonksiyonu devam etmekle birlikte tani aldiktan
sonra, %>5-10 olguda gebelik tanimlanmistir (Rebar & Connolly, 1990).
GUnumuzde adet dlzensizligi belirtileri ile baslayan POY vakalarin
tanimlanmasinda estradiol (E2), FSH, Anti-Mullerian hormon (AMH) veya
inhibin B biyokimyasal markerlar kullaniimaktadir. POY'un klinik tanisi 40
yasindan kuguk bayanlarda, 4 aydan uzun sliren amenore ve en az bir ay
ara ile iki sefer 40mIU/ml’'den fazla saptanan serum FSH seviyesi ile
konulmaktadir (Santoro, 2003; Vegetti vd., 2000).

Insidansi yasla birlikte artmaktadir; 20, 30 ve 40 yas icin insidansi
sirastyla %.0,01, %0,1 ve %1'dir (Kodaman, 2010). PQOY, hi¢c adet
gormeme seklinde (primer amenore) ya da ergenlik sonrasi adet
gordikten sonra da ortaya cikabilmektedir (sekonder amenore). Primer
amenoresi olan kadinlarda POY prevelansi %10-28, sekonder amenoresi
olanlarda ise %4-18 arasindadir (O'Herlihy, Pepperell, & Evans, 1980).
Ancak POY’lu kadinlarin %90’Inda sekonder amenore mevcut iken sadece
%10’'unda primer amenore gdzlenmektedir (Gunyeli, 2009). Folikuler
atrezi ile overlerde foliklil oraninin azalmasi sonucu kalan folikiller,
hipofizer FSH lzerine negatif feedback olusturmak icin gerekli inhibin ve
Ostrojen Uretememektedirler. Bu nedenle ilerleyen yasla beraber folikil
azalmasi, sekonder amenore olgularinda POY ve yas arasindaki iliskiyi
folikller atrezi olarak aciklamaktadir.

POY, geng¢ kadinlarda kabullenilmesi gl¢ olan bir durumdur. Fiziksel
ve ruhsal sadlik, cinsel hayat, Ureme kapasitesi ve sosyal yasam
etkilenmektedir. Kardiyovaskuler hastalik, felg, osteoporoz igin bu kadinlar
kendi yas grubundaki kontrollere gére daha fazla risk tasimaktadirlar.
Menopoz etkilerinin erken ortaya cikmasi ve beklenen yasam siresinin
uzamasl ile bu dénemde gecirilen yasam siresinin dodal menopoz
suresine gore daha uzun olmasina neden olmaktadir. Erken donemde tani



konulmasi, tedavi surecinin planlamasina, erken dénemde cocuk sahibi
olma ve diger Greme ile ilgili seceneklere olanak saglayacaktir. POY hasta
grubuna 6zgu tani kitlerinin olusturulmasi hem olgularin hem de ailelerinin
genetik ydénden bilgilendirilmesi ve yénlendirilmesi acisindan énemlidir.

POY etiyolojisinde %20 ailesel genetik nedenler, %10 X kromozomu
anomalileri oldugu bildirilmistir (Bennett, Conway, Macpherson, Jacobs, &
Murray, 2010). Kromozom X Uzerindeki Xq13.3-gq21.1 (POF2) ve Xq21.3-
g27 (POF1) bolgelerinin overin islevi acisindan énemli oldugu bildirilmistir.
(Dudding vd., 2010; Simpson, 2008). Ancak POY etiyolojisinde rol
oynayan genetik ve/veya epigenetik etkenler henlz ortaya
konulamamistir. Teknolojik ilerlemelere badli olarak sik go6zlenen
hastaliklarin genetik temelinin ortaya konma calismalari igerisinde POY
genetigine iliskin galismalar da yogunlasmistir.

Bugln, Frajil X premutasyon tasiyicilari ile POY gelisimi arasinda
baglanti oldugu bilinmektedir. X kromozomu q27.3 bdlgesinde yer alan
FMR1 genindeki CGG (gll tekrar dizilerinin sayisi 55-200 arasinda oldugu
zaman Frajil X premutasyonu ortaya c¢ikmaktadir. Genel toplumda
premutasyon orani erkekte %0,125, kadinda %0,4 (Wilkins-Haug, 2014)
iken POY olgularinda sikhik yaklasik on kat artmaktadir. Premutasyon
tasiyicisi olan kadinlarin genel olarak %20 kadarinda POY gelismektedir.
Normal poptllasyonda 29-30 civarinda olan CGG tekrar sayisi 45’lere
ulastiginda over yetmezlIigi baslamaktadir. Genel idiyopatik POY tanisi alan
vakalarin %?3’4 premutasyon tasirken, bu oran ailesel vakalarda %12
dolaylarina ulasmaktadir (Marozzi vd., 2000; Shelling, 2000). Bir
calismada Tirk popllasyonuna ait olarak Frajil-X premutasyon tasiyicihgi
orani %6,6 olarak bildirilmistir (Tural vd., 2014).

Kromozom analizleri rezolusyonu 5-6 Mb’dan daha blylk olan yapisal
kromozom anomalilerini ortaya koyabilirken mikroarray yéntemi daha
klglk kopya sayisi dedisimlerini tim genom genelinde belirlemeyi olanakl
kilmaktadir. Insan genomunun yiiksek ¢oziinirliikle taranmasi ve kopya
sayisi degisikliklerinin (CNV) tanimlanmasi, klinik olarak anlamli lokuslarin
tespit edilmesine yol acmistir (Can, Fang, Xin, Yi-min, & Dong-zhi, 2011;
Gleicher, Weghofer, Oktay, & Barad, 2009). Ozellikle gectigimiz bes yillik
sureg icerisinde mikroarray yaklasimi POY olgularinda genetik temelin
ortaya konmasi calismalarinda sik kullaniimaktadir.

Bu calismada, sendromik olmayan POY olgularinda yuksek
rezolusyonlu a-CGH teknigi araciigiyla tim genom CNV'lerin belirlenerek
CNV bdlgelerinde lokalize POY etyopatogenezinde rol oynayabilecek aday
genlerin belirlenmesi, takip edecek fonksiyonel calismalara bir temel
olusturulmasi amaglanmistir.



2- GENEL BILGILER
2.1 -Genel Bakis

POY (OMIM 311360) birden fazla genin etkili oldugu disintlen
kompleks, heterojenik, klinik bir hastaliktir. Menopozdan farkli olarak 40
yasin altindaki %1-3 dreme c¢adindaki kadinlarda gorilen yumurtalik
fonksiyon bozuklugudur. Olgularin %80-90'inda neden bilinmemektedir ve
idiyopatik POY olarak adlandirilir. Hayvan calismalarinda tanimlanan oosit
spesifik genlerdeki defektlerin oosit gelisiminde ve ovaryan fonksiyonlarda
bozulmalara neden oldugu go6zlenmistir. POY etiyolojisinin yaklasik
%?20'sinden ailesel genetik nedenler, %10'undan X kromozom anomalileri
sorumludur. Fragile X mental retardation (FMR1) premutasyonu POY
olgularinda %6-13 sikliginda gézlenmektedir (Marozzi vd., 2000; Shelling,
2000)

2.1.1 Folikiilogenez

Folikul, overlerin ana fonksiyonel Unitesidir ve en édnemli gbrevi oositi
tasimasidir. Morfolojik olarak primordiyal folikllin primer, preantral ve
antral faz asamalarindan gecerek graaf ya da preovulatuar folikll fazina
ulasmasi slreci foliklilogenezis olarak adlandirilir (Sekil 2.1). Yani
olgunlasmamis oosit iceren somatik hicrelerin yodun bir sekilde
paketlenmesi ve menstrual siklusa girecek olan primordiyal germ
hicresinin ovulasyon o&ncesi folikile olgunlasmasi surecidir (MANDL &
Zuckerman, 1951; Zuckerman & Baker, 1977).

primer ovum primer folikill ———- gelisen folikiller

G
kan (
damarlar
primordiyal o

sekonder X

olgun(Graaf)
folikulu

catlamig
folikal

albikans

\

serbest kalan

erken ovum

anmespe korpus luteum
© 2013 Encyclopaedia Britannica, Inc.

Sekil 2.1: Farkh gelisim evrelerindeki foliklllerin kesit gértinttst (Britannica, 2013)



Overler, oositin Uretimi ile endokrin; 6strojen ve progesteronun
Uretimi ile de ekzokrin fonksiyon gdsteren organlardir.

Erkek ve disi gametlerin gelistigi hiicre dizisine “germ line” adi verilir.
Bu hucreler ilk olarak gelisimin 4. haftasinda ayirt edilebilir ki bu hlcrelere
primordial germ hducreleri (PGH) adi verilir. Olgunlasmamis oositleri
icererek olusan bu foliklller oositi atreziden korurlar. Primordial germ
hiicreleri (PGC), ektodermal kdkenli kemik morfogenetik proteinler (BMP4,
BMP8b) ve endodermal kékenli BMP2 sinyali ile olusurlar. Oosit genomu
aktive olur ve gen transkripsiyonu baslar. Transmembran proteini
Fragilis’in germ hicresi lzerinde eksprese olmasi ile germ hicre olusumu
baslar. Fragilis, sadece germ hiicrelerinde bulunan DPPA3 (Developmental
Pluripotency-Associated Protein 3) geninin ekspresyonunu uyarir ve
pluripotent yapinin devamini saglar. PGC overe ulasinca ovogona adini alir
ve ovogonalar sinsiysem olusturarak mayoza baslama sinyalini diger
ovogonalar ulastirirlar. Sekizinci haftadan itibaren, hayvan calismalarinda
DNA reorganizasyonundan, mayoz bdélinmede kromozomlarin kisalip
kalinlasmasindan, sinaps, kohezin ve rekombinasyondan sorumlu oldugu
disinulen STRAS8 (Stimulated By Retinoic Acid 8) geninin etkisiyle Pre-
mayotik DNA sentezlenmesi ve primer oositler olusumu gercgeklestigi
bildirilmistir (Baltus vd., 2006).

Disilerde primordiyal germ hicreleri intrauterin folikilogenez
sirasinda bulyurler ve doguma kadar birinci mayozun profaz evresinin
diploten safhasinda kalirlar.

Oositler salgiladiklar sinyaller ile folikil olusumunu ve granuloza
hicre ¢ogalmasini, grantloza hicreleri de oosit bliyimesini ve mayozunu
duzenlerler. Over rezervinin belirteci olan primordial foliklller, overdeki
farkh bdélimlerden kaynaklanan (oosit, granuloza ve teka hicreleri,
stroma) sinyallerin otokrin-parakrin etkilesimleri ile primer folikllere
farklilasmaktadirlar (Oktay, Karlikaya, Akman, Ojakian, & Oktay, 2000).
Folikil olgunlasmasinda intra-ovaryan faktorlerin énemi tam olarak
aydinlatilamamis olsa da FSH ve LH hormonlarinin bu strecte énemli rol
oynadiklar bilinmektedir.

Olgunlasmamis oositleri iceren primordiyal foliklller oosit ile bazal
laminayi birbirinden ayiran yassi granul htcreleriyle gevrili bir tabakadan
olusur. Bu hicrelerin kiibik yapiya degisimi primer foliklil olusumunun bir
gostergesidir. Primordiyal foliktil 290 giin sonra ya da dizenli devam eden
10 siklus sonra sekonder folikile doénlsur. Bu asamada mitotik aktivitesi
yuksek olan folikalin etrafinda ikinci bir tabaka olusumunun hemen
ardindan ¢ok tabakali granul hucreleri olusur. Sireg strekli devam eder,
yani yumurtallk herhangi bir zamanda gelisimin tim evrelerine ait
folikUlleri icerir ve olgun bir oosit, ovulasyon 6ncesi foliklilden ayrildiginda
sona erer. Oositin yaninda sivi dolu bir girinti seklindeki antrumun ortaya
citkmasinin ardindan graaf (antral) folikil olarak da adlandirilan tersiyer
folikil olusur. Dominant folikal olan folikil 20 mm g¢apina ulasarak
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preovulator foliklll olusturur. On Gglncld menstrual siklus folikller fazinin
ardindan, kumulus hcrelerin tim igeriginin oositle birlikte bosaltilmasi ile
ovulasyon gerceklesir ve fallop tlpleriyle uterusa tasinir. QOosit
fertilizasyona gidebilecek &zelliktedir. Fertilazyon gerceklesmez ise oosit
menstrual siklusa katilir ve parcalanmis folikil, korpus luteum seklinde
degisime ugrar ve foliklilogenez sireci tamamlanir.

Ovulatuar sikluslarin dizenin saglanmasi, hipotalamus, hipofiz ve
overden gelen uyarici ve inhibe edici sinyallerin dengesi ile gerceklestirilir.
Bu dengenin saglanmasi icin hipotalamo-hipofiz-ovaryen aksin es zamanl
calismasi gereklidir. Gonadotropin-releasing hormon (GnRH) medial bazal
hipotalamus bdlgesinden pulsatile salinarak hipofiz portal sisteme
gobnderilir. Bdylece GnRH 6n hipofiz bezinden FSH ve LH (luteinizing
hormone) hormonlarinin sistemik dolasima salinmasini saglar. LH'nin
keskin bir sekilde artisi ile oositler birinci mayoz bdlinmelerini tamamlarlar
ve metafaz II'de kalirlar. LH'In bu ani ylkselmesiyle ovulasyonla oosit atilir
ve folikil gelisimi tamamlanir (Piette, De Mouzon, Bachelot, & Spira,
1990).

Germ hicrelerinin sayisi baslangicta vylzlerle, mid-gestasyonda
milyonlarla ifade edilirken menopozda atrezi sonucu rezerv tlkenir.
Milyonlarca Uretilen bu hlcrelerden 300-400 tanesi ovulasyon asamasina
kadar gelebilmektedir. Fetal yasamda, germ hiicreleri gebeligin dérdinci
ayinda mitoz ile codgalarak yaklasik 6-7 milyon oogoniaya ulasir. Bu
noktadan itibaren primordial folikil havuzunda apoptoz, gen regulasyonu
ile atrezi baslar. Ortalama olarak bu germ hicrelerinin sayisi dogumda 1-2
milyon, puberte baslangicinda ise 300-400 bine kadar dismektedir. Ureme
hayati boyunca, atrezi ve ovulasyon kombinasyonu yoluyla, yaklasik
olarak her ayda 1000 folikil tdikenmektedir (Persani, Rossetti, &
Cacciatore, 2010). Yaklasik 38 yasinda bu azalma aniden hizlanmaktadir,
menopozda ise foliklil kalmamaktadir (S. M. Nelson, Messow, Wallace,
Fleming, & McConnachie, 2011). (Sekil 2.2)

A Folikal dinamiklerinin fizyolojisi
Toplam folikual sayisi

Yasam evreleri primer Atrezi

Gestasyon(20. hafta) 7 x 106
Dogum 1 % 106 l Ovulasyon

Puberte 300000
Menopoz Oncesi <1000
Menopoz (¢] 400 — 500

B8 Folikulogenezin Asamalan
Gonadotropin bagimsiz

Primordial Primer Pre-antral Antral

B -
N ¥
{E'V}Atr‘eg

POY'un olasi mekanizmalan

->» Ovulasyon

¥ Primordial folikdl sayisi 1 Atrezi  Folikul olgunlagsmasinda dedgisiklikler
Sekil 2.2:Folikll dinamiklerinin fizyolojisi (Persani vd., 2010).
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2.1.2 POY Klinigi ve Tanisi

Normal yasinda ve puberte deneyimi olup, dizenli adet kanamalari
olan pek cok kadin POY durumu ile karsilasabilmektedir. Tanimlanan
olgularin %10-28‘inde primer amenore 6ykuslu bulunurken POY prevelansi
sekonder amenoresi olanlarda %4-18 arasinda bulunmaktadir. Kadinlarda
POY’a dogru gidise isaret eden erken ve 6zgul uyarici belirtiler bugline
kadar tanimlanmamistir. Ancak olgularin %25’inde gebelik ve dogumla ya
da oral kontraseptif haplarin birakilmasi ile akut ortaya c¢ikan amenore
olusurken; 9%H50'sinde ise, oligopamenore ya da disfonksiyonel uterin
kanama seklinde adet dizensizliklerinin gorildigi “prodromal POY” olarak
da adlandirilan bir dénem vardir. Yaygin olmamakla beraber gece
terlemesi ve ates basmasi semptomlari bazi olgularda gdérilebilmektedir
(Anasti, Kimzey, Defensor, White, & Nelson, 1994).

POY tanisinin konulmasi igin, 40 yasin altinda, en az 4 ay adet
dlzensizligi (oligomenore, amenore, polimenore, menoraji) olan
kadinlarda ve yine en az bir ay ara ile 6lgilen iki FSH dederinin menopozal
dizeyde (FSH > 40 mIU/L) olmasi gerekmektedir.

Over fonksiyonlari, olgularin %50'sinde aralikli olarak devam
ettiginden bazi kaynaklar tani igin, 4 ay amenoreik dénem gerekli gorse
de, pratikte bu slreyi beklemek yerine, olgularda son 4 aydir adet
diizensizligi olmasi yeterli goérilmektedir. Menopoz 6ncesi, inhibin ve
Ostrojenin negatif geribildirimi ile FSH duzeyleri ovulasyondan sonra
diser. Ancak menopoza ulasildiginda bu negatif geribildirim olmadigi igin
FSH slrekli serbest birakilir. 40 IU/L den fazla FSH duzeyleri genellikle
post menopozal araliginda kabul edilir. POY tanisi icin kullanilan diger
belirtecler; yuksek LH, distk Inhibin B, AMH, testosteron diizeyleri ve
degisken oOstradiol seviyeleridir. Serum LH dizeyi distk, Uriner E dizeyi
yuksek olan olgularda spontan ovulasyon orani artmistir (Fritz & Speroff,
2011).

Son yillarda serum AMH duzeyi, ovaryan yaslanma ve ovaryan folikdl
varliginin gostergesi olarak duyarlihdr ylksek bir marker olarak
gosterilmektedir. AMH, dogumla birlikte serumda gosterilebilen, puberteye
kadar artis gosterip, ovaryan yaslanmayla birlikte progresif olarak azalan
bir belirtectir. AMH, yasla negatif korelasyon gésterirken, antral folikdl
sayimi (AFC) ile pozitif korelasyon gosterir. FSH dederi ylksek gencg
hastalarda, folikiil havuzundaki bosalmayi Inhibin B ve antral folikdl
sayisina oranla ¢ok daha duyarh yansitmaktadir (Gleicher, Weghofer, &
Barad, 2011).

Lawrence M.Nelson ve arkadaslari tarafindan POY kliniginin
siniflandirilmasi asagidaki gibi glincellenmistir:



- Gizli (okilt) primer over yetersizligi: Normal sinirlarda bazal serum
FSH dlzeyi ve infertilitenin eslik ettigi over yetersizligidir.

- Biyokimyasal primer over yetersizligi: ylksek sinirlarda bazal serum
FSH dizeyi ve infertilitenin eslik ettigi over yetersizligidir.

- Asikar primer over yetersizligi: Yiksek sinirlarda bazal serum FSH
dlzeyleri ile oligomenore, polimenore veya adet siklus dlzensizliklerinin
eslik ettigi over yetersizligidir.

Prematlire over yetmezligi: Primordial folikll tikenmesi olarak ifade
edilen infertilite ve menopozal gonadotropin seviyeleri ile karakterize over
yetersizligidir (Tablo 2.1) (ME & Dernegi, 2014).

Tablo 2.1: POY kliniginin siniflandiriimasi (L. M. Nelson, 2009)

Ovaryan Klinik Durum Menstruasyon | Gonadotropin Fertilite
Okult yetersizlik Normal Normal Azalmis
Biyokimyasal yetersizlik Anormal Artmis Azalmis
Asikar yetersizlik Anormal Artmig Azalmis
Prematlr ovaryan yetmezlik Yok Artmis Yok

POY’'da zamanla azalan over rezervinin arastirnimasinda kullanilan
belirtecler:

- FSH, AMH, inhibin A-B dlzeyleri

- Dinamik testler: Dis uyaran yanitinin dederlendiriimesine 0zgi
klomifen sitrat testi, ekzojen FSH over rezerv testi, GhRH agonist
ve HMG uyari testleri.

- Biyofiziksel belirtecler: Over volimi ve over folikll yogunlugunun
arastiriimasi, antral folikil sayimi, USG esliginde over stromal kan
akiminin degerlendirilmesi yontemleri kullanilmaktadir.

2.1.3 POY Sonuclari

POY ile iligkili ana sonug infertilitedir ve kabullenilmesi oldukca zor bir
durumdur. Tani alan kadinlarda yardimci lGreme teknikleri ve dondr
yumurta, evlat edinme gibi aile planlamasi secenekleri arasindadir. Ancak
taniyr takiben 9%5-10 olguda gebelik tanimlanmistir. Bu durum POY’da
over rezervinin azaldigini ancak tamamen bitmedigini gdstermektedir.
Olgularin ortalama %50’sinde over fonksiyonu devam etmektedir.

POY tanisi olan kadinlarda kalp hastaligi, osteoporoz, hipotiroidi ve
adrenal yetmezlik gibi otoimmin hastaliklarin gelisme riski artmistir. POY
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olgularinda bu hastaliklarla ilgili mortalite orani, dogal menopoz yasayan
kadinlara gbre %50 daha yuksek bulunmustur (Jacobsen, Knutsen, &
Fraser, 1999).

POY’da overlerdeki inaktivasyon kaynakli hormon Uretiminin yetersiz
olmasi nedeniyle uzun sureli 6strojen eksikligi ostoporoz ile beraberinde
menopoz etkilerinin erken ortaya cikmasina neden olmaktadir.

Ostrojen, kemik olusumu ve saghginin devami icin énemlidir. Kemik
yogunlugunun POY’da kontrollere gore daha disik oldugu gosterilmistir
(Maclaran, Horner, & Panay, 2010).

Disuk 6strojen dlzeyleri, trigliserid duzeylerindeki artis, HDL (High-
density lipoprotein) ve insllin duyarlihiginda azalma ile birlikte
kardiyovaskiler hastaliklar igin risk faktorleri ile iligkili bulunmustur.
Iskemik kalp hastali§i sebepli mortalite orani 40 yasindan énce POY tanisi
alan kadinlarda, normal menopoz yasayan kadinlara gbére %80 fazla
bulunmustur (De Vos, Devroey, & Fauser, 2010).

POY olgularinda utangaclik, benlik saygisi ve sosyal anksiyete gibi
psikolojik sorunlar ile bilissel islev ve bellek sorunlarinin goridlme riski
artmaktadir (Schmidt vd., 2006).

POY olan kadinlarin en az %?20’si, hipotiroidizm, seker hastaliklari,
sistemik lupus eritematozus, romatoid artrit, Addison hastaligi ile sinirh
olmamakla beraber otoimmin hastaliklara sahiptir. Adrenal otoimmiun
sorunlardan dolayi, adrenal yetmezlik ve Addison hastaligi gelisme riski
%50 olup, tanida gec¢ kalindigi takdirde olimcll olabilmektedir (L. M.
Nelson, 2009).

2.2-POY Nedenleri

Over rezervindeki erken ddénemde bozulmalara neden olan
mekanizmalar U¢ baslik altinda incelenebilir.

1-) Dogum o6ncesi mayoz ve oogonialarin codalmasini, germ hicre
goclini dlzenleyen mekanizmalardaki degdisiklikler nedeni ile primordial
foliklllerin azalmasi;

a.Germ hicrelerinde, genetik olarak aktif iki adet X kromozomunun
olmamasi, genetik olarak aktif Y kromozomunun olmasi,

b.PGC'nin Urogenital migrasyonunun yoklugu,
c.PGC’nintirogenital migrasyonunun normalden daha az olmasi,

d.PGC’nin mitoz bdlinme kusurlari



e.Germ hicrenin uterus iginde hasar gérmesi
f.Granulasa hicre tabakasinin gelisiimesindeki kusurlar

g.Mayoz bélinmenin profaz evresinde durmasi asamasindan sonra
oogonyum fazindan primer folikil basamagina gecememe

h.Primer folikillerde fetal FSH'a yanit.

2-) Folikdler atrezi hizini dizenleyen faktérlerdeki bozukluklar sonucu
atrezinin hizlanmasi (6rnedin, gonadotropinler, Ostrojenler, androjenler,
biuyime faktdrleri, sitokinler, aktin hicre iskeletinin yeniden
dizenlenmesi, nitrik oksit, TNF-a (tumoér nekroz faktéri-a), Fas ligandi ve
periferal aktive T hucreleri);

3-) Foliklllerin iglevi veya olgunlagsmasindaki bozukluklar

Folikil islevi ve olgunlagsmasinin  aktivasyonunda rol alan
mekanizmalar oldukca heterojendir. POY olgularinin yaklagik %?25’i
iatrojeniktir. PQY, cerrahi sonrasi ve kanser tedavileri (radyoterapi ve
kemoterapi) ile iliskili olabilmektedir. Sigara icme, agir metaller, gozicller,
boécek ilaglari, plastik, endulstriyel kimyasallar gibi cevresel faktérlerle
indlklenebilecegdi 6ne slrtlmustir. Ayrica, POY enfeksiyonlara (kabakulak,
zona, sitomegalovirlis), otoimmun hastaliklara (yani, sistemik lupus
eritematozus, Hashimoto tiroiditi, Addison hastaligi, romatoid artrit,
otoimmun poli endokrinopati-kandidiyaz-ektodermal distrofi) ve metabolik
hastaliklara (galaktozemi) sekonder olarak gelisebilmektedir.

Turner Sendromu, karbonhidrattan yoksun glikoprotein sendromu,
psddohipoparatiroidizm tip 1a, Progresif eksternal oftalmopleji, otoimmin
poliglandular sendrom tip 1 ve ovaryan I6kodistrofi gibi bazi sendromlarda
POY tablosu goérilmektedir (Persani vd., 2010). POY etiyolojisinin %50’den
fazlasi iatrojenik veya muhtemelen genetiktir. POY'a neden olan genetik
mekanizmalar farkli olabilir. Buglne kadar, olgularin %10’dan fazlasi
herhangi bir gen mutasyonu ile iliskilendirilememis ve az sayida gende
mutasyonlar tanimlanmistir. Bu nedenle, POY genetik ybénlyle,
muhtemelen pek ok farkl lokuslari iceren karmasik bir multi faktoriyel bir
hastalik olarak tanimlanmistir (Kokcu, 2010). POY’un nedenleri ve taniya
yonelik yaklasimlar genel olarak tablo 2.2’de siniflandiriimistir.



Tablo2.2: Primer Over Yetmezliginin siniflandiriimasi (Jin, Yu, & Huang, 2012)

POY'un nedenlerine gore siniflandirilmasi

Bilinen risk faktorleri

Tani amacgh yéntemler

Etyoloji
Kromozomal anomaliler
(Monozomi X, Trizomi X,
X kromozom mosaisizm, FISH veya klasik karyotipleme
delesyonlar ve dengeli X/otozomal
translokasyonlar)
Genetik o - - :
X kromozomu Uzerindeki POY ile | FMR1, BMP15 genetik
iliskili genlerde mutasyon gorintilenmesi
Otozomal kromozomlar lGzerindeki | GDF-9, FOXL2, FSHR, LHR, FSH-,
POY ile iliskili genlerde mutasyon |LH-B, INHA, GALT, AIRE genlerinin
klasik galaktozemi genetik gérintilenmesi
Aile 6ykUsU, belirtiler, enzim
. . duzeyleri igin kan, idrar,
Klasik galaktozemi amniyosentez testleri, GALT geninin
Metabolik mutasyon analizi
Belirtiler, serum gonodal ve adrenal
17-OH eksikligi cinsiyet hormon dtizeyleri, 17-OH-
hidroxilaz'in genetik gérintilenmesi,
Serum ovaryan antibadiler ve adrenal
kortex antikorlar 3p-hydroxysteroid
APS egliginde kuru g6z sendromu, | dehydrogenase (3B-HSD) antikorlar
Otoimmin myastenia gravis, romatoid artrit, | FSH ve LH reseptdrleri, anti-tiroid
SLE antibadiler, anti-paratiroid
antibadiler, AIRE geninin genetik
goérintilenmesi
Yuksek risk: alkilleyici ajanlar
Dislk risk: vinca alkoloidleri,
Kemoterapi anthracyclic antibiyotikler ve
o antimetabolitler
Iatrojenik (yas ve doza bagiml)
Radyoterapi Yas ve doza bagimli
Cerrahi girisimler Pelvik cerrahi
Virtsler Kabakulak, HIV enfeksiyonlari Enfeksiyon ile ilgili belirtiler,

antikorlar

GCevresel/yasam tarzi

Sigara igme, toksinler, yasam boyu
dizensiz adet periyotlari, nulliparity

Mevcut somatik
hastaliklar

Epilepsi vb.

FISH, fluorescence in situ hybridization; APS, autoimmun polyglandular syndrome; SLE, systemic
lupus erythematosus; VCD, 4-vinylcyclohexene diepoxide.
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2.2.1 Genetik olmayan nedenler
2.2.1.1 Metabolik (hemokromatosiz ve galaktozemi)

Metabolik nedenlere bagh olarak olusan PQY, genellikle primer
hastaligin gonadlara direkt etkilerinden dolayr ortaya c¢ikmaktadir.
Talasemi majorde kan transflizyonlari nedeniyle demir birikimi veya
hemokromatosiz olusur. Demir birikiminin hipofizer yetersizlige neden
olmasi ile gonadotropin dlzeylerini etkilemesi sonucu POY bulgular
gerceklesir. Hipergonadotropik  hipogonadizm, anormal galaktoz
metabolizmasi ile de birlikte bildirilmistir. Galaktozemi, otozomal resesif
gecisli bir metabolik hastaliktir ve genetik nedenler arasinda aciklanmistir.

2.2.1.2 Otoimmdin

Otoimmun etiyoloji hastalarin %20’sinde mevcuttur ve 3 sekilde
incelenmektedir (Oldenburg vd., 2008) :

1.Lenfositik ooforit: Histolojik ooforit insidansi %11 olarak
bildirilmistir (Kasippillai vd., 2013). Ooforit primer olarak makrofajlarin,
naturel killer hicrelerinin, T lenfositlerinin, plazma htcrelerinin ve birkag B
lenfositlerinin hlcresel infiltrasyonu olarak tanimlanmistir.  Granulloza
hlicreleri Uzerindeki klas 2 MHC molekdillerinin uyariimasi ile lenfositlerin
akiminin gercgeklestigi distnilmektedir (Caburet vd., 2014).

2.0ver antijenlerine karsi olusan otoantikorlar: PQOY olgularinda
antiovaryan antikor insidansi blyik degisiklikler gostermektedir (%0-67).
Mevcut ELISA testlerinin dedisken olmasi nedeniyle rollerini ve klinik
Oonemlerini yorumlamak zordur. Antiovaryan antikorlar gecici olarak
gorulebilir ve antikor dederleri ile hastaligin ciddiyeti arasinda zayif bir
iliski mevcuttur. IgG tipindeki steroid hlcre antikorlari, overin hilar,
graniloza ve teka hicrelerine bagh olarak bulunmustur. Ancak, bu
antikorlar Addison hastalarinda izole POY’dan daha cok bulunmaktadir.
Addison hastalarinin steroid hicre antikoru tasiyanlarinin %42,8’inde 10-
15 yil iginde PQY gelistigi bildirilmistir (Oldenburg vd., 2008).

3.0toimmun hastaliklarla birliktelik: Birgok otoimmun hastalik POY ile
birliktelik gbstermektedir; hipotiroidizmde %27, diabetes mellitusta %?2,5
ve Addison hastaliginda %?2,5 insidans bildirilmistir. Addison hastalarinin
yaklasik %10’'unda POY goériulmektedir. POY hastalarinin %10’'unda da
adrenal bezlere karsi otoimmunite gosterilmistir. POY hastalarinin yaklasik
%3’Unde otoimmun poliglandiler sendrom tip I veya II goérilmektedir
(Oldenburg vd., 2008). Bir calismada, APS (Auto-polyglandliler -Sendrom)
tip 1 ’li hastalarin %58‘inde POY gelistigi gorilirken; APS tip 2'li
hastalarda POY prevelansi %5-10 olarak bildirilmistir (Yang vd., 2012).
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2.2.1.3 Iatrojenik

Sitotoksik ve radyoterapi tedavilerinde goérilen yan etkilerin siddeti
doz, kullanilan ajan, tedavi suresi ve hasta yasina goére farkhliklar
gbsterebilir.  Gonadotoksik  etkisi en yuksek olarak Dbildirilen
kemoterapotikler alkilleyici ajanlardir. Kadinlarda metotreksat, fluorourasil
ve siklofosfamid kombine tedavi sonrasi, 40 yasin lGzerinde %76, 40 yasin
altinda %40 amenore bildirilmistir.

2.2.1.4 Virlsler

Kadinlarda farkh virdslerin ooforit ve yumurtalik yetmezligine sebep
olabilecegi bildiriimektedir. Kabakulak geciren kadinlarin %?2-8’inde,
hastalik sonrasi kabakulak ooforiti gelisebilir, iyilesmenin ardindan over
fonksiyonlari normale déner. Karin agrisinin eslik ettigi kabakulak sikayeti
olan hastalarda viral nedenlerden suphelenilmelidir. CMV
(Sitomegaloviris), shigella, varisella ve sitma enfeksiyonlarindan sonra
POY gozlendigi 6ne slrilse de, net bir iliski ortaya konmamistir. Son
zamanlarda HIV (Human Immunodeficiency Virus) virlGstnin (ya da
antiviral terapi) POY’a yol acabilecedi belirtilmektedir. 2010'daki bir
calismada 78 HIV virtsli kadin degerlendirilmis ve bu kadinlarda, normal
populasyona oranla anormal derecede ylksek antral folikll sayisi (%63),
FSH (%?36), inhibin B (%57) ve AMH dlzeyleri g6zlenmistir (Ohl vd.,
2010).

2.2.1.5 Diger nedenler

Demografik 6zellikler: POY insidansi etnik kdkene goére de farkhlik
goOsterirken egditim, medeni hal, yerlesim bdlgesi ile ilgili net sonug yoktur.
Insidansi Beyaz Asya ve Japon irkinda %1, Afrika, Amerika ve Hispanic
%1.4 ve Cin'de %0.5'dir.

Reproduktif dzellikler: Menars yasi, menstrual siklus uzunlugu, parite
ve oral kontraseptif kullanimi ovulatuar sikluslarin ana belirleyicileri
arasindadirlar. Erken menarsin erken menopoz ile baglantisi ile ilgili
bilgiler net degildir. Kisa siklus uzunluklarinin, dogal menopoz yasini 1-2
sene hizlandirmaktadir. Nulliparlarin erken dogal menopoz yasi riskine
sahip olduklarini é6ne slren calismalar mevcuttur.

Depresyon: Depresyon ve antidepresan tedavinin erken menopozla
iliskilendirilmekle birlikte depresyon over fonksiyonlarinin erken kaybinin
bir markeri olarak da kabul edilmektedir.

Antropometri: Obez kadinlarda endojen estrojen vylksek, seks
hormon badglayici globilin (SHBG) dederleri dustktir. Boylece folikller
blyume surekli olarak uyarilip, daha hizli bir folikll tiketimine yol acabilir.
Artan vicut kitle endeksi ve dogal menopoz yas! arasindaki iliski ile ilgili
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epidemiyolojik calismalara ait net sonuclar bildirilmemistir (Alici-Davutoglu
vd., 2013).

Sigara kullanimi: Genel olarak sigara icen kadinlar dogal menopoza
icmeyenlere gbére 1-1.5 yil daha erken girerler. Sigara dumaninda ovaryan
germ hucrelerine toksik olabilecek polisiklik hidrokarbonlar bulunmaktadir.
Sigara dumani bilesenleri olan nikotin ve anabasin gibi maddeler,
granltlosa hicre aromatazi ve 0&strojen sentezindeki diger enzimlerin
yapisini degistirerek inhibe olmasina neden olmaktadir. Sigaranin kullanim
yogunlugu ve siresi ile ilgili net baglanti ortaya konamamistir.

Vitamin D: D vitamini, cinko ve bakir oranlarinin tanimlanmasi igin
yapilan galismada 35 POY ve 28 kontrol grubu kullaniimistir. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda POY grubunda, serum bakir dizeyleri 6nemli oranda
yuksek gb6zlenirken, serum vit D ve ginko oranlarinin 6nemli dlgide dusuk
oldugu gozlenmistir. FSH ve vit D oranlan ters iliskili bulunmustur.
Ostrojen D vitamininin aktif formunu artinr. POY’da gozlenen &strojen
saliniminin azalmasi nedeni ile D vitamini aktivasyonu azalmis olabilir
(Kebapcilar vd., 2013).

2.2.2 Genetik nedenler

POY’un genetik nedenleri hem X kromozomu hem de otozomal
kromozom kaynakli sayisal veya yapisal yeniden dizenlenmeler olabilecedi
gibi tim genom kaynakli gen mutasyonlari da olabilir. Son yillarda yapilan
Genom iliskilendirme galismalari (GWAS) ve CNV calismalari ile sendromik
ve sendromik olmayan POY ile idiyopatik POY olan aile gruplarinda aday
gen belirleme calismalari devam etmektedir.

Kromozom anomalileri POY’da ortak neden olarak tanimlanmistir ve
reprodiktif yonetimde kromozom analizinin dnemi dogrulanmistir. Sayisal
ve vyapisal kromozom anomalileri, 6zellikle X kromozomunun yapisal
anomalileri (translokasyonlar, delesyonlar, izokromozomlar), X-otozomal
kromozom translokasyonlari ve iligkili X kromozomu anéploidileri
literatiirde en ¢ok tanimlanan kromozom anomalileridir. POY olgularinda
kromozom anomalisi orani bir calismada ortalama %10-25.3 arasinda
(Ayed vd., 2014) saptanirken bir diger calismada bu oran %8.8-%32
arasinda (Ceylaner, Altinkaya, Mollamahmutoglu, & Ceylaner, 2010)
bildirilmistir. Bu deder Ulkemiz igin %22.7 (Ceylaner vd., 2010) %25
(Geckinli vd., 2014) arasinda bildirilmistir. Bu kromozom anomalilerinin
%50-80 kadar X kromozom anéploidileri ve yeniden dizenlenmeleridir.

Tablo 2.3’de POY hastalarinda gorilen kromozom anomalileri ve siklik
oranlari verilmistir.
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Tablo 2.3:POY hastalarinda kromozomal anomalilerin goérilme sikhdi

Anomali POY’'da sikligi
45,X %1.3-%11.7
47 , XXX %0.3-%2.7

Mos X (sayisal) %0.18-%"5.3
46,XY %0.37-%6.8
X kromozomu yapisal dlzensizlikler %3.3-%10.6
X-otozomal kromozom translokasyonlari | %0.4-%1.7

Otozomal anomaliler %0.18- %1.6

2.2.2.1 Otozomal kromozom yeniden dizenlenmeleri

POY olgularindaki otozomal kromozomlar arasi yeniden
duzenlenmelere ait bugltne kadar 46,XX,t(2;15)(q32.3,q13.3) iki olgu ve
45,XX,t(13;14) bir olgu olmak Uzere toplam U¢ olgu bildirilmistir (Hens
vd., 1989). Vichinsartvichai ve arkadaslarinin yaptigi calismada 23 olgu
incelenmis ve t(1;4)(p34.1;934) resiprokal translokasyon saptanmistir.
Kromozom 4’de kirik bdlgesine lokalize caspase-3 geninde meydana gelen
degisikliklerin PQOY ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (Vichinsartvichai,
Manolertthewan, & Promrungrueng, 2014).

2.2.2.2 Cinsiyet kromozom anomalileri

Gonad gelisim bozukluklarinin digerleri ise Swyer Sendromu (46,XY)
ve 46,XX pure gonadal disgenezisdir. Etkilenen bireyler fonksiyonel
olmayan over ile dogduklari icin (bilateral streak gonads) bu bireylerde
primer amenore bulunmaktadir. Bu hastalarda ovaryan kanserleri 6nlemek
icin ovarektomi uygulanabilir.

Gonodal disgenezis sendromlarinda ana aday gen, Y kromozomu kisa
kolunda lokalize (Ypl1l1.3) SRY (Sex-Determining Region Y) erkek
cinsiyetinin olusumundan sorumludur.

Y kromozomuna iliskin Cheng DH ve arkadaslar tarafindan sunulan
bir calismada 33 yasinda POY olan bir olguda Y kromozom heterokromatin
bolgesi ve X kromozomu inaktivasyon bdlgesi arasinda gergeklesen
translokasyon sonucu olusan derivatif X kromozomunda inaktivasyon
rapor edilmistir. Kadinlarda gortlen Y kromozomu varhidinin, gogunlukla da
mozaik  karyotiplerin  gonadoblastom olusumuna neden oldugu
bilinmektedir (Cheng, Tan, Di, Li, & Lu, 2009).
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2.2.2.3 X kromozomu yeniden dlzenlenmeleri

POY olgularinda X kromozom anomalileri, otozomal kromozom
anomalilerine gbre daha sik gdzlenmektedir. Ayni sekilde X kromozomu
uzun (q) koluna iliskin anomaliler de, kisa (p) kol anomalilerine gére daha
yuksek sikliktadir. X kromozomunda ovaryan gelisme ve fonksiyonunda rol
oynadigi bilinen Xq13.3-q21.1 (POF2) ve Xq21.3-q27 (POF1) bolgeleri
POY icin kritik genlerin yodgun olarak bulundugu boélgeler olarak
bildirilmektedir. X kromozomunun kisa kolunda meydana gelen
delesyonlar, primer amenore ile sonuclanirken; wuzun kolundaki
delesyonlar ise primer veya sekonder ovaryan yetmezlik olarak karsimiza
ctkmaktadir. Sekonder ovaryan yetmezlik, puberteden sonra ortaya cikan,
folikll fonksiyonunda bozukluk veya erken folikil yikimi sonucunda gelisen
bir tablodur.

46,Xdel(X)(p11) saptanan bireylerin %40’ iInda spontan menstruasyon
baslarken, X(q21.3-27) delesyonu olan vakalarin %?75’'inde POY
gorulmektedir (Krauss vd., 1987).

POY’a neden olan mekanizmalardan biri X kromozomu parsiyel
delesyonlarinda “gen dozaj etkisi”; yani X inaktivasyonundan kacan
genlerin anlatiminin yapilamamasidir. Diger mekanizma ise; normalde X
inaktivasyonundan kagcamayan genlerin X kromozomu Uzerinde kirilma
noktasinda yer almalari ve bu genlerin hasara udramasidir. Bununla
birlikte, her iki tip Xq dlzenlenmesinde de (delesyon / translokasyon),
genlerin haploid diizeydeki yetmezligi (haploinsufficiency) s6z konusudur
(Alici-Davutoglu vd., 2013).

Veriler POY ile iligkili genlerin X kromozomunun uzun kolunda POF1
(Xg26.2-g28) ve POF2 (Xq13.3-g22) lokuslarinda kimelenmis oldugunu
gostermektedir. Non sendromik POY olgularinda tespit edilen yeniden
diizenlenmelerin oldugu X kromozomunun uzun kolundaki bdlgelerin gen
icerikleri CHM (Choroideremia (Rab Escort Protein 1)), DIAPHZ2
(Diaphanous- Related Formin 2), DACH2 (Dachshung homolog 2
(Drosophila)), POF1B (Prematire Ovarian Failure, 1B) ve XPNPEP2 (X-
Prolyl Aminopeptidase (Aminopeptidase P) 2, Membrane- Bound) olarak
belirlenmistir. Ancak bu genlerin over fonksiyonlarindaki rolleri hala
belirsizdir (Persani vd., 2010). POF1 lokusunda FMR1, HS6STZ2, TFDP3,
GPC3 ile POF2 lokusunda DIAPH2, DACHZ2, POF1B genleri POY icin aday
genler olarak éne sudrdlmustar.

Ayrica X kromozomu kisa kolu Xp11.1 ve Xp21 bdlgesindeki yeniden
dizenlenmelerde bu hastalik  grubu igin onemlidir. Cunkl
46,X,del(X)(p11), Xp21.1 ve Xp22.1 delesyonu olgularin cogunda primer
amenore, gonodal disgenezis ve POY tanimlanmistir. Xpl1.4'de lokalize
USPOX, Xp21.2'de lokalize NROB1 gen delesyonu olan olgularda POY
fenotipi go6zlenmistir. Son vyillarda yapilan calismalarda Xp’‘de lokalize
SHOX gen delesyonlarinin Turner Sendromu, Leri-Weill Sendromu ve
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idiyopatik boy kisaliklarinda duplikasyonlarinin ise POY sendromu ile iligkili
oldugunu gosteren veriler bulunmaktadir (Tachdjian vd., 2008).
Idiyopatik 42 POY hastasinda yapilan X kromozomu array calismasi
sonucu 22 CNV bdlgesi belirlenmis; bunlarin 3’0 kazang, 4'G kayip olmak
Uzere toplam 7 tanesi kromozom Xp' de, buna karsihk 5°i artis, 10°u
azalma olmak Uzere toplam 15 tanesi de Xq da bildirilmistir. Ayni
calismada Xp'de lokalize ZFX (Xp22.1 -21.3) ve BMP15 (Xpl1l.2)
genlerinin dahil oldugu bolgeler POF3 grubu olarak tanimlanmistir (Quilter
vd., 2010) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: X kromozomu Uzerinde PQOY ile iligkili CNV’ler

Sekonder amanoresi ve boy kisaligi olan 24 yasindaki bir PQOY
olgusunda yapilan molekiler sitogenetik analizde, Xp11.2-p22.1 bdlgesi
icin intersitisyel delesyon saptanmistir. Temel molekller g¢alismalar;
delesyon noktalarinin distalde DXS1058 ve DXS6810; proksimalde de
DXS1302 ve ZXDB oldugunu ve bu aralidin Turner Sendromu igin kritik
bélge ile ortlstigund bildirmistir. Delesyona ugrayan SW239 bdlgesinin
aktivasyondan kagis icin bircok gen igerdigi Dbilinmektedir. SW239
bolgesinin kisa boyla iliskisi tam aydinlatilamamig, ancak POY igin
literatlrde yer alan USP9X ve BMP15 aday genlerini icerdigi bilinmektedir.
Bu nedenle DXS1058, DXS6810, DXS1302 ve ZXDB spesifik markerlarinin
FISH ydntemi ile analizinin bu hasta grubunda literatiire katki saglayacagdi
One surdlmustdr (Zinn & Ross, 2001).

X kromozomu ve Otozomal kromozom yeniden duzenlenmeleri:
Yukarida belirtilen verilerin yani sira POY olgularinda, X kromozomu ve
otozomal kromozomlar arasinda meydana gelen translokasyonlar da
incelenmistir. Bu calismalarda X kromozomu genlerinin oldudu kadar
otozomal genlerin katilminin da POY gelismesine etkisi arastiriimistir. Bu
tanimlanan translokasyonlara 6érnek olarak;

46,X,der(X)t(X;19)(p21;913), kromozom 19q13 bdélgesinde MATER,
46,X,t(X;2)(g21q14), kromozom 2g21 bélgesinde HS6ST1,
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46,X,der(X)t(X;Y)(q25-26;q11.22),
HS6ST2,

46,X,t(X;13)(gq13.3;931), POF2 kritik bélgesi,

46,X,t(X;4)(q21.2;p16.3) kromozom Xq21 bdlgesinde CHM

kromozom Xg26 Dbodlgesinde

genlerinin POY ile iliskili olabilecedi bildirilmistir (Baronchelli vd., 2012).
Bu durumda hastalik olusmasi icin olasi mekanizma, bir otozom-X
kromozomu translokasyonunun konumsal etkisi olarak aciklanabilir. X
kromozomunun ylksek derecede heterokromatin bdlgesine bu genlerin
transferi sonucunda, olusan bu yeniden dlzenlenmeler ile X
kromozomunun kromatin yapisinin degismesi ve/veya kirik bélgelerindeki
muhtemel kriptik delesyonlar olarak aciklanabilir (Rizzolio vd., 2009).
Tablo 2.4'de Genecard’a uygun olarak X kromozomu Uzerindeki gen
bdlgeleri ve iliskili hastaliklar bildirilmistir.

Tablo2.4: X kromozomu Uzerindeki gen bdélgeleri ve iliskili hastaliklar
(Fortufio & Labarta, 2014)

Gen Kromozomal bdlge | Diger iliskili hastaliklar
CHM Xg21.1-g21.3 Koroideremi
DIAPHZ2 Xg21.33 -
DACH?2 Xq21.3 Allan-Herndon-Dudley sendromu
POF1B Xg21.2 -
XPNPEP2 Xqg25 Anjio6dem
NXF5 Xq22.1 Pelizaeus Merzbache hastaligi, entelektiel
bozukluk
FMR1 Xqg27.3 Fragil X sendromu
FMR2 Xq28 XE XE Fragil sendromu, zihinsel engelli
XIST Xql13.2 X X inaktivasyonu, ailesel skewed, testis kanseri
CENP1 Xg22.1 Skleroderma, karaciger hastaligi
PGRMC1 Xq22-q24 Plasenta koryokarsinomasi, sfenoid sinlzit
AR Xql2 Androgen duyarllik sendromu
FOXO4 Xq13.1 Malign me_:lanom igsi hicreli, X'e bagh distoni-
parkinsonizm
AGTR2 Xq22-23 Serebrovaskiler hastalik, Conn sendromu
BHLHBY Xg22.1 Kolon kanseri, Alzheimer hastalig
BMP15 Xpl11.2 Turner sendromu
ZFX Xp22.1-21.3 Retinoskizis, Turner sendromu
SHOX Xp22.33 Leri Weill Diskondrosteozu, Turner sendromu
Trizomi X Sendromu: Endokrin bozuklugu olan hipergonadotropik

hipogonadizm hastalarda tanimlanan X kromozomu andploidisi dolayisiyla,
inaktivasyondan kacan genlerin asiri ekspresyonunun over
fonksiyonlarinda bozukluga neden olabilecegi disinitlmektedir. Trizomi
X’deki durum ve bununla beraber Turner Sendromu’ndaki X kromozomu
yoklugunun reprodiktif sistem bozukluguna yol acmasi normal ovaryan
fonksiyonlarin gercgeklesebilmesi, foliklil apoptozisinin ve atrezisinin
onlenebilmesi igin iki intak X kromozomunun da bulunmasi gerekliliginin
onemini gdstermektedir. Mozaik olan Turner Sendromu olgularindaki
foliklil sayisinin mozaik olmayan olgulara gére daha ylksek olmasi bu
hipotezi desteklemektedir.
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Trizomi X'in insidansi 1/1000 canl dogum olarak bildirilmistir. 47,XXX
olgularinda go6zlenebilen endokrin gonadotropin hormon vylksekligi POY
etiyolojisinde etkili olsa da bu hastalarda POY g6zlenme sikhdr %3; POY
olgularinda trizomi X sendromu insidasi ise %0.3-%?2.7'dir. Bu hastalarin
cogunda ovaryan fonksiyonlar normaldir ancak bazi olgularda, ovaryan
disfonksiyon, erken menopoz ve oligoamenore bildirilmistir. Mozaik
karyotip, olgularin  %10’unda bildirilmistir. Post-zigotik kromozom
ayrilamamasi veya post-zigotik trizomiden kacis, mozaisizm igin olasi
mekanizmalar olarak bilinmektedir (Cordts, Christofolini, dos Santos,
Bianco, & Barbosa, 2011).

Turner Sendromu: 45,X karyotipine sahip bireylerde ovaryan folikuller
dogumla birlikte dejenere olurlar. Turner Sendromu, sayisal kromozom
anomalileri icinde yasamla baddasan, en sik rastlanan kromozomal
anomalidir. POY’'un en sik nedenlerinden biridir ve 2500 canl kiz
dogumda bir goérilir. Gebeliklerin %1,5’'inde ve ilk trimester spontan
distklerin %10’'unda rastlanir. Gonadlar atretik folikdl (gizgi gonad)
olusumundadir. Primer amenore, kisa boy, yele boyun, morfolojik
bozukluklar, kare seklinde gogils, farklh derecelerde over disfonksiyonu
gbzlenmekle beraber pubertal gelisim yoktur. Intrauterin hayatta over
gelisimi normal olup dojumdan sonra, hizlanmis bir folikller atrezi
gorulur. Turner Sendromu’nda, en sik 45,X (%53) karyotip gb6zlenmekle
birlikte, mozaisizm; 45,X/46,XX; 46XX/47XXX; 48,XXXX/49,XXXXX gibi
dedisken karyotipler bildirilmistir. Simona B. ve arkadaslari tarafindan 269
POY olgusunda yapilan sitogenetik analizde 45,X ve 47,XXX orani kontrol
gurubunda sirasiyla %?2,7 ve %0,6 olarak bildirilirken POY olgularinda bu
oran sirasiyla %7.5 ve %3,3 olarak, mozaisizm orani 45,X/46,XX;
46XX/47XXX icin ayri ayri %1,1 olarak bildirilmistir (Baronchelli vd.,
2011).

Frajil X Premutasyonu: FMR1 geni (Frajil X Mental Retardasyon 1),
kromozom Xq27.3'de lokalize, 38 kb uzunlugunda 17 ekzondan olusan,
4.4 kb'lik transkripti kodlayan ve 70 kDa'luk bir protein sentezleyen bir
gendir. Gen, 5' ucunda CpG metilasyon bdlgesi ve birinci ekzon'un
translate olmayan kisminda CGG (sitozin, guanin, guanin) trinukleotit
tekrarlar igerir. CGG trintkleotid dizisinin tekrarlari ile olusan dinamik
mutasyonu nedenli expansiyon ve anormal metillenme sonucu genin
fonksiyonu bozulur ve Frajil X Sendromu (FXS)(OMIM 300624) meydana
gelir (Loutradis vd., 2006). FXS'nun %98-99'u FMR1 genindeki dinamik
mutasyon ve anormal metillenme nedeni ile olusurken; %1-2'si ise bu
gendeki delesyonlar ve nokta mutasyonlari sonucu olusmaktadir. FXS
Down sendromundan sonra mental retardasyonun eslik ettigi hastaliklar
grubunda ikinci sirada, ailesel mental retardasyonlar grubunda ise ilk
sirada yer almaktadir. Toplumda erkeklerde ~1/4000, kadinlarda ~1/8000
oraninda gdézlenmektedir. FMR1 geni Uzerindeki CGG trintkleotid dizisi
normal bireylerde genellikle 5-44 arasinda tekrara sahipken, 45-54
arasindaki tekrarlar “gri bélge”, 55-200 arasindaki tekrarlar Frajil X
premutasyon allelleri olarak tanimlanir. Tam etkilenmis bireylerde CGG

18



trintkleotid dizisi >200 tekrar (tam mutasyon) sayisi bulunur. Klinik
bulgular otizm, dikkat eksikligi sendromu (ADD /ADHD), hiperaktivite ve
bag doku bozukluklari ve konvilziyonlar olarak tanimlanabilir. Mozaisizm
durumunda da benzer degisiklikler gorilir ancak bulgular daha hafiftir
(Sherman, 2000).

CGG tekrar sayisi 55-200 arasinda olan premutasyon tasiyicilar,
tekrar sayisinin artisiyla tam mutasyona dénlusme riski tasir. Premutasyon
tastyicisi kadinlarda mayoz bélinme sirasinda trindkleotit tekrarlarinin
artarak bir sonraki jenerasyona gecmesi antisipasyon olarak adlandirilir.
Bu nedenle kalitimi X'e bagh kaltilan hastaliklardan farklidir. Premutasyon
POY hastalarinda yapilan calismalarda %3-15 arasinda POY nedeni olarak
sunulmustur. Bir nesilde tam mutasyona dontstigu bilinen en kiglik CGG
tekrar sayisi 59 olarak bildirilmistir. Genel popllasyonun ~%1‘inde POY
gozlenirken, premutasyon tasiyicisi kadinlarin ~%?20’sinde POY goézlendigi,
POY olan kadinlarda premutasyon tasiyiciigi oraninin ~%6 oldugu
bildirilmektedir (Bennett vd., 2010; Welt, 2008). Bir calimada Turk
poplilasyonuna ait POY olgularinin %6,6’sinda premutasyon tasiyiciligi
bildirilmistir (Tural vd., 2014). Frajil X premutasyonu, sporadik olarak da
ortaya cikabilir (Bussani vd., 2004).

Premutasyon tasiyicilan frajil X tremor ataksi sendromu (FXTAS) ve
frajil X primer over yetmezligi (FXPOI) hastaliklari igin riskli guruptadir.
Premutasyon oldugu distnllen olgularda bir sonraki nesilde tam
mutasyon (FXS) icin artmis risk mevcuttur. Oysa FXTAS ve FXPOI
premutasyon durumu ile iligkilidir. Premutasyon tasiyicisi bireylerde
depresyon, anksiyete, dikkat zorluklari, hipertansiyon, tiroid hastalig,
fibromiyalji, migren gibi duygusal ve bilissel sorunlar genel popullasyona
oranla daha yuksek frekansta gézlenmektedir (Wheeler vd., 2014).

Altta yatan molekiler mekanizma FXTAS igin mRNA fonksiyon kazanci
mutasyonu sonucu FMR1 protein Grinl ve intranukleer inkllizyon fazlalig
olarak dusunilse de FXPOI igin benzer bir mekanizma s6z konusu olmakla
beraber kesin degildir. Frajil X Sendromunda tam mutasyon aralidinda
(>200 CGG tekrar), FMR1 genindeki hipermetilasyon nedeniyle protein
dizeyinde azalma olmaktadir. Premutasyon araliginda ise ilging olarak
FMRP dilizeyinin azalmasina ragmen, FMR1 gen transkripsiyonu azalmaz
hatta premutasyon araliinda mRNA dizeylerinde artis gozlenir (Sekil 2.4)
(Hagerman & Hagerman, 2002). Artan mRNA dlzeyine karsin FMRP’nin
azalmasi, translasyon etkinligindeki azalmanin &ncelikle protein
dizeyindeki azalmadan sorumlu oldugunu, bu durumun artan mRNA
dizeyinin transkripsiyonda dengeleyici uyaran rol oynadigini
gbstermektedir. CGG tekrarlarinin artmasi ile olusan kararli yapinin
translasyonun baslamasini bloke edebilecedi dlstnidlmektedir. DNA
oligomerlerinde tetrahelikal CGG tekrarlari gézlenmesine ragmen (Tassone
vd., 2000; Weisman-Shomer, Cohen, & Fry, 2000), In vivo 5 UTR
bbélgelerinde benzer yapilarin olustuguna ve artan CGG tekrarlarinin
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ribozomal birimlerin hareketini engelledigine yo6nelik direkt kanit
gb6zlenmemistir (Wheeler vd., 2014).

Normal Premutasyon Tam mutasyon
(CGGh <53 (CGG)es > <200 (c6

CGGha > 200

Genotip =

Transkripsiyon
(gen aktivitesi

FMR1 mRNA —_— _—— =

Translasyon
(protein sentezi
FMRP (1) &
e®s c?
’: ' Frajil X sendromu

Klinik fenotip
-Duygusal problemler

-Prematir ovaryum yetmezligi
-Tremor/ataksi sendromu

Normal

Sekil 2.4: Normal, premutasyonlu ve tam mutasyonlu bireylerde FMR1 gen anlatim
modelleri (Hagerman & Hagerman, 2002).

Premutasyon tanimlanan olgularda tekrar sayisi ve POY’un
gbzlenmesi arasinda daha 6nce bazi tahmini zamanlamalar iliskilendirilmis
olsa da son galismalarda bunun belirsiz oldugu bildirilmistir (Voorhuis vd.,
2013; Welt, 2008)

Frajil X premutasyonu tasiyan POY olgularinin yardimc Udreme
tedavilerine verdikleri yanit iyi dedildir. Bu olgular tam mutasyonlu
cocuklara sahip olma riski tasidiklari igin, preimplantasyon genetik tani
(PGD) tekniginin kullanilmasi konusu tartisiimaktadir. Fragile X icin PGD
diger genetik hastaliklardan daha zordur ve dlsik over rezervi olmasi
olasihginin ytksek olmasindan dolayi koéti cevap alinabilecegi konusunda
ciftlerin bilgilendirilmesi gerekliligi bildirilmistir (Bambang, Metcalfe,
Newman, & McFarlane, 2011; Platteau vd., 2002). Ancak 31 yasinda
premutasyon tasiyicisi bir kadinda in vitro oosit maturasyonu (IVM)
protokoli. uygulanmis ve basarnili  olunmustur. Bu olgu FMRI1
premutasyonu, dusik over rezervi olup tedavi ile basarili bir hamilelik ve
canli dogum gergeklesen ilk olgudur (Nayot vd., 2013). Frajil X tam
mutasyonu olan kadinlarda POY sik olmamakla birlikte, erken menopoza
girme egilimi s6z konusudur (Fast ve Abrams, 2006).

2.2.2.4 X kromozomuna lokalize POY ile iliskili genler

FMR1 geni yakinlarindaki FRAXE lokusunda FMR2 geni bulunmaktadir.
Bu genin delesyon tipi mutasyonlari mental retardasyona neden olurken
POY olgularinin %1.5 kadarinda da mikrodelesyonlar bildirilmistir (Murray,
Webb, Dennis, Conway, & Morton, 1999).

XIST (X-Inactive Specific Transcript) geni X kromozomu inaktivasyon
kritik bolgesinde (Xq13,2-g27) lokalizedir. Bu gendeki anomaliler POY’a
neden olabilmektedir. XIST geni anomalileri sonucu inaktivasyon problemi
olusursa over fonksiyonlarini etkileyebilmektedir (Simpson, 2008).
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CENPI (Centromere Protein I) geni FSHPRH1 (FSH Primary Response
Protein 1) olarak da adlandirilir ve kromozom Xg22.1 bdlgesine lokalizedir.
FSH gelisimine gonadal cevabin verilmesinde rol alir, mutasyonlarinda
gametegonezis ve over gelismesi etkilendigi icin POY olgularinda aday gen
olarak bildirilmektedir (Goswami & Conway, 2005).

PGRMC1 (Progesterone Receptor Membrane Component 1) geni
progesterone baglanma proteinin kodlayan bir gendir. Folikliler gelismede
dizenleyici rol oynadigi icin ekspresyon degisikliklerinde kadinlarda farkh
formlarda infertilite bildirilmistir. Cin‘de 196 POY, 200 kontrolde yapilan
calismada sadece POY olgularinda C.556C>T mutasyonu saptanmistir (J.-
L. Wang, Li, Qin, & Chen, 2014).

AR (Antrene Reseptdr) geni POY olgularinda kontrol populasyona gore
CAG tekrarlari daha uzun oldudu icin aday gen olarak kabul edilmistir
(Chatterjee vd., 2009).

The FOX0O4 (Forkhead box 04) geni insilin sinyal yolaginin
dizenlenmesinde rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin kodlanmasindan
sorumludur. Aday gen olarak bildirilmesine karsin Tunus’ta 116 POY, 143
kontrol kullanilarak yapilan populasyon calismasinda her iki grupta da
IVS2 + 41T > G sekans varyanti tanimlanmis ve bu genin mutasyonlarinin
POY ile iligkisinin toplumlara gore degisiklik gosterebilecedi bildirilmistir
(Fonseca, Garzén, vd., 2012).

AGTRZ2 (Angiotensin II Receptor, Type 2) geni fetus ve granuloza
hicrelerinde yuksek oranda eksprese edilen membrane protein kodlar ve
POY ile iliskilidir.

BHLHBY (Basic Helix-Loop-Helix Domain Containing, Class B, 9) geni
hicresel yaslanma ve sag kalimda rol oynamaktadir (De Vos vd., 2010).
Ayrica Beke, A. ve arkadaslarinin 27 yasindaki bir POY olgusunda mikro
dizin analizinde ChrX g21.31-g28 bdlgesinde, POF1B, BHLHBY9, DACHZ2;
DIAPH2, FMR1,; FMR2; XPNPEP2; PGRMC1, CENP1, BCORL1 genlerinin
delesyonu g6zlenmistir (Beke vd., 2013).

Xp'de lokalize diger aday genler BMP15, ZFX ve SHOX genleridir.
BMP15 geni iki ekzondan olusur ve Xp11.2 lokalizedir, degisiklikleri ile
olusan fenotip OMIM’de POF4 olarak tanimlanmakta olup, Gdf9b olarak da
bilinir. Over folikllinin erken gelisim asamasi ile antral folikllin
morfojenik gelisim asamasinda oositten kaynakl parakrin faktérlerin roll
blyuktidr. Sinyal peptidinin ayrilmasindan sonra, proprotein bir furin-
benzeri proteazi ile bélinerek olgun proteinlerin olusturulur. Transforming
growth factor-B (TGF-B) sUper ailesine, genis bir protein grubuna ait olup
ovaryan fonksiyonlarin dizenlenmesinde énemli rolt vardir. BMP15 primer
folikllldeki oositten eksprese olur. Granuloza hlcrelerinin proliferasyonunu
stimlle ederek foliklil baylimesini prime evreden FSH bagimli asamaya
ilerlemesini indikler ve FSH tarafindan indiklenen progesteron uretimini
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baskilar. BMP15 geninin fonksiyonu sadece disi esey hucresiyle sinirli
olmayip, iliskili gonad dokularda da anlatimi yapilmaktadir.

BMP15'in protein Grint GDF9 ile %52 homoloji goésterir. GDF9
5g31.1 lokalizedir. Bmpl5 ve GDF9 proteinleri over fonksiyonlarinda
sinerjik etki gostermektedirler. Popilasyona baglh calismalarinda primer,
sekonder amenore ile iligkili POY olgularinin %1.5-12'sinde (Persani vd.,
2010). 46,XX idiyopatik POY olgularinin %4,2'sinde BMP15 geninin farkli
mutasyonlari tespit edilmistir (Di Pasquale vd., 2006).

Hayvan calismalarinda BMP15’den yoksun disi farelerde ovulatuvar
defektlere bagl olarak fetus gelisim gerilikleri, ovulasyon ve foliklilogezisin
gec ddnemlerinde defektler sonucu fertilite problemleri gdézlenmistir.
Ozellikle koyunlarda GDF9 ve BMP15 defektlerinin ovulatuar fonksiyon
kaybi, molekidl immunizasyon yoluyla ya da genetik eksiklik yoluyla over
yetmezligine yol actigi gbézlenmistir. BMP15’de dozaj etkisi mevcuttur,
heterozigot bireylerde ovulasyon oraninda artisa bagh olarak g¢ogul
gebelikler gelisirken homozigot mutantlarda foliklil gelisimi primer
asamada durdurulmaktadir. Sican grandl hicrelerinde FSH reseptor
ekspresyonunu baskilayarak FSH etkisini degistirdigi bildirilmistir (Yan
vd., 2001).

Hipoplastik gonad ve primer amenoreye sahip iki kiz kardeste yapilan
calismada BMP15 geninde bir heterozigot varyant c.704A > G (p.
Tyr235Cys) tek aminoasit dedisikligi saptanmis ve babanin mutasyon
acisindan hemizigot oldugu goézlenmistir (Di Pasquale, Beck-Peccoz, &
Persani, 2004). 538G > A, 308A > G, 788insTCT, 852C > T literatlrde
tanimlanan mutasyonlardan bazilaridir.

ZFX (Zinc Finger X) geni ZFY ile homologdur. Transkripsiyon
aktivatori olarak rol oynar. Hayvan calismalarinda ZFX cikariimis farelerde
germ hicre sayisinin distigu rapor edilmistir (Simpson, 2008).

SHOX gen delesyonlarinin  Turner Sendromunda kisa boy,
duplikasyonlarinin ise POY sendromu ile iliskili oldugu c¢alismalar
bulunmaktadir (Tachdjian vd., 2008).

X kromozomunda lokalize NROB1 (Nuclear Receptor Subfamily O,
Group B, Member 1) geni embriyo gelisimi etkileyebilecedi dlsinllen bir
gendir, DHH (Desert Hedgehog) geni ise kromozom 12'de lokalize testis
gelisimini etkileyen genler olarak tanimlanmisglardir (Fortuho & Labarta,
2014). Sonug olarak X kromozomu Uuzerinde tanimlanan genler Sekil
2.5'de 6zetlenmigtir.

X-otozom translokasyon t(X;15)(Xg22;p11) tasiyicisi olan 19 yasinda
primer amenoresi olan bir bayanda X kromozomu 22 bdlgesinde bulunan
NXF5 (Nuclear RNA Export Factor 5) geni FMR1 geni ile fonksiyonel
homoloji gosterir ve mRNA'nin nikleer tasinmasindan sorumlu oldudu igin
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POY olgularinda aday gen olarak literatlrde belirtilmistir (Bertini, Ghirri,
Bicocchi, Simi, & Valetto, 2010).
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Sekil 2.5:X kromozomu Uzerindeki POY ile iligkili genler

2.2.2.5 POY ile iliskili otozomal genler

a-) Sendromik POY ile iliskili genler: FSHR, GNAS, FOXL2, GALT,
AIRE, STAR, CYP17A1, CYP19A1, elIF2B, NOG, ATM, POLG, PMM1,
BMPR1B, ADAMTS19 ve GJA4 genleri sendromik POY ile iligkilendirilmistir.

FSHR (Folikal Uyaricic Hormon Reseptér), 2p21-pl6 bdélgesinde
bulunur ve FSH reseptérinid kodlar. 10 ekzondan olusur ve genomik
DNA'da 54 kb boyutundadir. FSHR proteininin 7 adet trans-membran
segmenti icerdigi disinllmektedir. Ayrica disi ve erkek (ireme siklusunun
kontrolinde en ©6nemli hormonlardan biri olan FSH’a baglanir. FSHR
genindeki mutasyonlar, prematir ovaryum yetmezligini de iceren fizyolojik
fonksiyonunda cesitli degisikliklere yol acar. FSHR bozuklugunun
derecesine bagl olarak mutasyonlar primer ya da sekonder amenore (adet
kesilmesi) ile sonuclanabilir ve sekonder cinsiyet karakterlerinin
gelisiminde degisikliklere yol agabilir (Fortufio & Labarta, 2014).

Bu gendeki antisens mutasyon icin homozigot olan kadinlarda kalan
foliklil rezervi islevsel dedildir ve gonadotropin direngli over sendromu
tanisi alirlar. Dogru kopyasini sentezleyen adenovirlstn kullanilarak gen
terapisi farelerde dogurganlik yoninden basarili olmustur (Ghadami vd.,
2010).

Yunan poptulasyonunda, 33 PQOY, ovulasyon indlUksiyonuna zayif yanit
veren 8 kadin ve 20 kontrol ile yapilan galismada hastalarin ve kontrollerin
hic birinde C566T (Alal89Val) inaktive edici mutasyon acisindan
homozigot veya heterozigot mutasyon saptanmamistir (Loutradis vd.,
2006).
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Cin'de 40 POY ve 60 PKOS olgusu ve 92 sadlikh bireyin katildigi
calismada kontrol calismada kontrol grubu ve hastalar arasinda FSHR
mutasyon varyantlari agisindan anlamli bir fark bulunmamistir (Du vd.,
2010).

Turk kadin popullasyonuna yoénelik 50 primer infertile ve 50 kontrol
grubunda yapilan calismada -29G/A, Ala307Thr, Ser680Asn
polimorfizmleri, Alal89Val ve C566T mutasyonlari taranmis, FSH
seviyeleri ve infertilite ile arasinda bir iliski saptanmamistir (Etem,
Kuyucu, Ardicoglu, & Yice, 2006).

FSH ve LH B alt birimini kodlayan genlerdeki mutasyonlar, sirasiyla
normal ve dusiuk FSH dlzeyleri, primer ve sekonder amenore durumlarda
ile ilgilidir.

GNAS (Guanine Nucleotide Binding Protein (G Protein) Alpha
Stimulating  Activity Polypeptide 1) adenilat siklazin  hormonal
dizenlenmesinde rol oynayan bir G proteini kodlar. Mutasyonunda
“pseudohypoparathyroidism typela” olarak adlandirilan hormon direng
durumu olusur (Persani vd., 2010).

FOXL2 (Forkhead Box L2) 3qg22.3'de lokalizedir ve OMIM’'de POF3
fenotip ile iligkilendirilmigtir. “Forkhead” proteinleri, omurga ve
embriyonik doku gelisiminde 6nemli rol oynar. Bu genin mutasyonlari
Blepharophimosis-ptosis-epicanthus inversus syndrome (BPES) ile
iliskilidir. Goz kapagi malformasyonlarinin dominant gegisi ile karakterize
genetik bir hastalik olan BPES’in blefarofimozis, pitozis, epicanthus
inversus ve telekantlis olmak lzere dort ana okiler karakteristigi vardir.
Bu sendromun iki tipi vardir. Birinci tipi POY ile iligkilidir, ikinci tipinde
fertililite etkilenmez. Bu gendeki mutasyonlar goézkapaginda hicbir mal
formasyona neden olmadan da POY’a neden olabilir. Bu nedenle
sendromik olmayan POQY icin bir baska aday gen olarak gdsterilmektedir
(Harris vd., 2002). Son zamanlarda, BPES tip 1 POY’dan etkilenmis 30
yasindaki bir kadina gonadotropinlerle over stimtlasyonu uygulanmasi ile
ikiz gebelik ve canli dogum bildirilmistir (Roth & Alvero, 2014).

GALT (Galactose-1-Phosphate Transferaseuridylyl) geninin
mutasyonlari sonucu glukozun galaktoza metabolize olmasindaki
yetersizlik ile karaktarize nadir genetik metabolik bir hastalik olan
“galactosemia” olusur. Galaktosemili hastalarin neredeyse tamaminda POY
gelisir clinkld overlerde biyokimyasal hasar olusur ve fertilite sorunlari
vardir. 2008’de 50 Galaktosemi olan kadinda spontan gebelik olustugu
rapor edilmistir (Gubbels, Land, & Rubio-Gozalbo, 2008).

AIRE (Autoimmune Regulator) gen timik medullada eksprese edilen
bir otoimmuin regulatér proteini kodlar. Bu genin mutasyonlari
Autoimmune Syndrome type 1 veya Autoimmune Polyendocrinopathy-
Candidiasis-Ectodermal Dystrophy (APECED) adi verilen hastalia neden
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olur. Bu hastaligin bilesenleri: Addison hastaligi, hipoparatiroidizm ve
mukokutan6z kandidiyazistir. Tim etkilenen bireylerin neredeyse
yarisindan fazlasinda stroid over hilcreleri ve steroidogenik enzimlere
otoimmun cevaptan dolayir POY gelisir. Tip 2 de POY ile iliskilidir, ancak
genetik nedeni bilinmemektedir. Folikdl varliginin oldugu durumlarda bu
sendrom tedavi edilebilir ve yardimci Ureme teknikleri uygulanmaksizin
gebelik olusabilir. Immiinoterapi tedavisi kortikosteroidlerle yapilir
(Fierabracci vd., 2012).

STAR (Steroidogenic Acute Regulatory) geninin kodladigi protein
pregnenolon icinde kolesterollin korunmasini artirarak steroid hormonlarin
sentezinin dldzenlenmesinde rol oynar. Bu slre¢ teka hlcrelerinde
gerceklesir. Bu genin mutasyonlar lipoid konjenital adrenal hiperplaziye
yol acar. Kolesterol birikimi ve ovaryan hasar sonucu POY olusur
(Bhangoo, Buyuk, Oktay, & Ten, 2007).

CYP17A1 (Cytochrome P450, family 17, subfamily A, Polypeptide 1)
geni dehydroepiandrosteron ve androstenedionu progesterone ve
prognelonaya doénustliren cytochrome P450 slper ailesinin bir enzimini
kodlar. Eksikliginde 17-alpha hydroxylase eksikliginden dolay! konjenital
adrenal hyperplasia olusur, foliklller yeterince blylyemedigi igin primer
amenore ortaya cikar. Yardimci Ureme teknikleri (IVF ve in vitro
steroidogenesis) ile oosit maturasyonu ve fertilizasyon mumkuindur
(Pellicer, Miro, Sampaio, Gomez, & Bonilla-Musoles, 1991).

CYP19A1 (Cytochrome P450, family 19, subfamily A, Polypeptide 1)
geni enzyme aromatase enzimini kodlar. Bu enzim &strojenin androjene
donlsimU icin gereklidir. Bu genin mutasyonlarinda aromataz eksikligi
sendromu olusur. Foliktlin olgunlasma probleminden dolayi virilizasyon ve
primer amenore ile karakterizedir. Ayrica polimorfizmlerinde dolagimdaki
Ostrojen duzeylerin etkileyen CYP19Alve ESR1 genleri arasinda epistazis
tespit edilmistir. Koreli POY olgularinda Bu etkilesim ve FSHR ve CYP19A1
arasindaki epistazis Ostrojen uUretiminin duzenlenmesinde etkilidir (Kim,
Pyun, Cha, Ko, & Kwack, 2011).

elF2B (Eukaryoticinitation factors 2B) geninin mutasyonlarinda,
Ozelikle EIF2B2, EIF2B4 ve EIF2B5, GTP igin elF2'ye bagh GDP'nin
degisimini  katalizler, ovariolékodistrofi (beyinde beyaz cevherin
dejenerasyonu ve PQY), fakat yalnizca POY olgularinda bu mutasyon
gbzlenmemistir (Fogli vd., 2004).

NOG geni (Noggin) overde ekspre olur ve Urdnl noggin proteinidir.
BMP proteinlerine antogeonist etkilidir ve over fonksiyonu igin gereklidir.
Mutasyonlari Proksimal falanks eklemlerinin ankilozu (symphalangism) ile
iliskilendirilmistir. Bu genin haploinsufficiency olmasi nedeni ile yakin
falankslar arasinda bulunan eklemlerin flizyonu ile karakterizedir. Bu
genin mutasyonlarinda BMP’lerin bozulmus fonksiyonundan dolayi POY’a
genetik yatkinligin arttigi ileri strdlmustir (Kosaki vd., 2004).
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ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) geni hlcre metabolizmasi ve
siklunun kontrol edilmesinde ve DNA hasarinin algilanmasinda rol oynayan
protein kinaz (yesini kodlar. Mutasyonlarinda ataxia telangiectasia
hastaligi ortaya cikar. Beyin kontrol noktalarinin dejenerasyonu ile ortaya
cilkan resesif bir hastaliktir. Konusma bozukluklar ve infertilite ortak
bulgulardir. Bazi hastalarda higbir olgunlasmamis olgun oositi olamayan
ovaryan hipoplazi gézlenmistir. Ayrica knockout farelerde yapilan
calismalarda folikil gézlenmemistir (Persani vd., 2010)

POLG (Polymerase (DNA Directed) Gamma) geni mitokondriyal DNA
replikasyonundan sorumlu mitokondriyal DNA vy polimeraz kodlar.
Mutasyonlarinda ptosis goz hareketlerinin kisitlihgi ile karakterize ilerleyici
dis ophthalmoplegia (goéz felci) goérulir. Mitokondriyal disfonksiyon nedeni
ile POY gelisir (Luoma vd., 2004).

PMM1 (Phosphomannomutase 1) geni karbonhidrat yetersizligi olarak
adlandirilan metabolik anomali ile iligkilidir. mannose-6-phospate birimi
sonucu POY olusumu gerceklesir (Cox & Liu, 2014).

BMPR1B (Bone Morphogenetic Protein Receptor 1B) geninin
homozigot mutasyonlarinda, akromezomelikkondrodisplazi tanimlanmistir.
Bu kaltsal hastallk GDF5 (Growth Differentiation Factor 5)
mutasyonlarindan kaynaklanan iskelet anomalileri ile karakterizedir.
Ayrica genital anomaliler ve amenore (Demirhan syndrome) de
tanimlanmis ancak bu anomaliler sadece GDF5 mutasyonlarinda
gbzlenmemistir. GDF5 proteini BMPR1B reseptdrine yuksek afinite ile
baglanmaktadir, bu sekilde hastaligin gelisimine katkida bulunduguna
inanilmaktadir (Demirhan vd., 2005).

Ovulasyonla iligkili bir hormone olan Aktivin A, germ hucrelerinin
cogalmasi ve canliligini siirdirmesinde rol alir. Aktivin hormonun reseptori
olan ACVRZ2 ile geni arasinda epistatik iliski tespit edilmistir. ADAMTS
genleri, fertilizasyondan doguma kadar tim gelisim basamaklarinda rol
alan, kadin Ureme sistemi hastaliklarinin patofizyolojisinde énemi giderek
artan bir gen ailesidir (Pyun, Kim, & Kwack, 2015).

Tiroid disfonksiyonlarinda menstrual bozukluklarinda goérilen
infertiliteler ile ilgili yapilan calismada POY gelismesinin tiroid stimile edici
hormon (TSHB) ile ADAMTS16 geni arasindaki epistatik iliski sonucunda
olustugu bildirilmistir (Pyun, Kim, Cha, & Kwack, 2013).

Perrault Sendromu 46,XX gonodal disgenezi ve konjenital isitme
kaybiyla karakterize bir hastaliktir ve genetik nedeni bilinmemektedir.
Connexin gen ailesi isitme kaybi ile iligkilendirilmistir. GJA4 (connexin 4)
geni knockout farelerde antral asamaya ulasmis foliklllerin blylumesi
durdudu icin bu gen POY icin bir baska aday gendir (Simon, Goodenough,
Li, & Paul, 1997).
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Bazi calismalarda POY Bloom syndrome, Werner syndrome,
Rothmund-Thomson syndrome, Fanconi anemia, Nijmegen syndrome,
Martsolf syndrome ve Cockayne syndrome ile de iliskilendirilmistir
(Simpson, 2008).

b-) Sendromik olmayan POY ile iliskili genler: Izole POY ile
iliskilendirilmis pek cok aday gen bulunmaktadir. Bunlardan bazilari: INHA,
GDF9, TGFBR3, NOBOX, NANOS3, FIGLa, FOX0O1, FOX0O3, ESR1, WT1,
PTEN, CDKN1B, CITED2, SF1, WNT4, DMC1,HFM ve MSH5 genleridir.

INHA (Inhibin, alpha) geni inhibin a subunitini kodlar.
Gonadotropinlerin salgilanmasinda down-regile edicidir ve TGF-B super
ailesine aittir. POY olgularinda yapilan calismalarda New Zelenda’'da 38
hastanin %7’sinde, 133 Hintli hastanin %10.5'inde, 157 Italyan hastanin
%4.5’'inde mutasyon saptanmis ve gugli bir aday gen olarak kabul
edilmistir (Chand, Harrison, & Shelling, 2010).

GDF9 (Growth Differentiation Factor 9) geni TGF-B slper ailesinin bir
Uyesi olan protein kodlar ve BMP15 ile heterodimer yapisiyla hareket
edebilir. Oositlerden eksprese olur. Hindistan, Cin ve beyaz irk POY
olgularinda mutasyonlari tespit edildigi icin gigli bir aday gendir.
Hindistan’da 127 POY olgusunun 5’inde missense mutasyon (A199C ve
G646A) , Cin‘de 100 POY olgusunda pro-domain mutasyon (Thr238Ala)
bulunmus, 96 kontrol grubunda rastlanmamistir (Simpson, 2008).

TGFBR3 (Transforming Growth Factor, Beta Receptor III) geni
transforming growth factor betatype III or B-glucan receptori kodlar ve
TGF betaya baglanarak sinyal reseptériine sunulmasinda gorev alir.

Germline mutasyonlarinda inhibin aracili FSH'nin dlizenlenmesinin
kaybina neden olur. Hindistan’da 196 POY olgusu olan kadinda yapilan
calismada bu genin 46 ekzonik, 16 intronik varyant mutasyon saptanmis
ve 200 kontrol olgusundaki oranlara gére anlamli bulunmustur (Dixit vd.,
2006).

NOBOX ( newborn ovary homeobox protein) geni oosite 6zel genleri
dizenleyen ve metafaz II asamasina kadar ifade edilen bir transkripsiyon
faktoérind kodlar. Knockout farelerde oogenez gergeklesmemistir.
Yaptiklari galismada 96 POY olgusunda kontrol grubunda olmayan R355H
mutasyonu tespit etmislerdir. Bu calisma ile 7q35 bdlgesinde bulunan
NOBOX geni ile iligkili fenotip OMIM’de POF5 olarak tanimlanmaktadir (Qin
vd., 2007). Fransa’da 178 POY olgusunun %6,2'sinde mutasyon tespit
edilirken Cin, Japon ve beyaz irkta g6zlenmemistir (Bouilly, Bachelot,
Broutin, Touraine, & Binart, 2011) .

NANOS3 (Nanos homolog 3 (Drosophila)) geni RNA-binding protein
kodlar. Knockout farelerde germ hicre eksikligi gozlenmistir. 80 Cinli 88
beyaz irk POY olgusunda mutasyonlari tanimlanmistir (Simpson, 2008).
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FIGLa (Factor In the Germline alpha) geni oogenez igin dnemlidir.
Oosit spesifik transcription factor kodlar. Bu transkripsiyon faktori
folikilogenez ve zona pellusida olusumu icin gerekli genlerin
dizenlenmesinde goérevlidir. Knockout farelerde primordial folikil formlari
gézlenmemistir. Cin‘de 100 olguda mutasyon tanimlanirken 340 kontrolde
tanimlanmamistir. Bu calisma ile 2p13.3 bdlgesinde bulunan FIGLa geni ile
iliskili fenotip OMIM’de POF6 olarak tanimlanmaktadir (H. Zhao vd.,
2008). Hindistan’da 219 POY olgusu ve 230 kontrol grubunda yapilan
mutasyon calismasinda sadece POY olgularinda anlamh oranda
tanimlanirken kontrol grubunda saptanmayan c.252C->T ve c. ¢.427->C
varyantlar bildirilmistir (Tosh, Rani, Murty, Deenadayal, & Grover, 2015).

FOX0O1 (Forkhead box O1) ve FOXO3 (Forkhead box O3) genleri
forkhead gen ailesine aittir. Knockout farelerde folikll olgunlagsmasi erken
aktive olur ve infertiliteye neden olur. 90 POY olgusunun birinde FOXO1 ve
ikisinde FOX0O3 mutasyonu tanimlanmistir. Ancak calismalar vyeterli
degildir (Watkins vd., 2006).

ESR1 (Estrogen Receptor 1) geni, HK3 (Hexokinase 3) ve BRSK1 (BR
Serine/ threonine Kinase 1) genleri ile birlikte, POY ve dogal menopoz ile
iliskilendirilmistir.  Cin, Kore, Alman populasyonlarinda variant
mutasyonlart tanimlanmistir (Qin vd., 2014). Cin‘de ESR1 gen
polimorfizminin POY icin risk faktdorl olarak degerlendirilebilecedi 6ne
surdlmustar (Liu, Tan, Cui, Liu, & Wu, 2013).

WT1 (Wilms tumor 1) geni granuloza hicrelerinde ekspre edilen
transkripsiyon faktdérli kodlar. Knockout farelerde POY tanimlanmis ve
mutasyonlarinin FSHR, aromatase ve the 3B-HSD (3B- hydroxysteroid
dehydrogenase) ekspresyonunu inhibe ederek granldloza hicre
polaritesinde hatalara ve sonucta POY’a neden oldugu goézlenmistir (Gao
vd., 2013).

PTEN (Phosphatase And Tensin Homolog) geni timoér suppressor
protein kodlar. Exon 7'de 20 olguda tek nuleotid polimorfizmi bildirilmistir
(Shimizu vd., 2009).

CDKN1B (Cyclin-Dependent Kinase inhibitor 1B (P27, Kipl)) geninin
farelerde yapilan calismalarda ovaryan gelismede oOnemli rol oynadigi
bildirilmistir. Bu calismadan yola gikarak yapilan Tunus’ta bir calismada bu
genin sekans analizinde 76 POY olgusunun %87,4'inde, 111 kontrol
grubun %81’inde tek nlkleotid polimorfizmi dederlendiriimistir (Ojeda
vd., 2011).

CITED2 (Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich
carboxy- terminal domain, 2) geni knockout farelerde gonodal gelisim
anomalileri; Tunus ve Avustralya’da yapilan calismalarda POY olgularinda
ise mutasyonlari saptanmistir (Fonseca, Ojeda, vd., 2012).
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SF1 (Splicing Factor 1) geni 6stradiol dlzeylerinin dlizenlenmesinde
rol oynadigi belirtilmistir (Chen vd., 2011).

WNT4 (Wingless-type MMTV Integration Site Family, Member 4) geni
kadin cinsiyetinin belirlenmesi, ovaryan farklilasma, bakim ve sag
kaliminda énemli rol oynar (Chen vd., 2011).

Afrika’da POY olgularinda yapilan bir calismada DMC1 (DNA Meiotic
Recombinase 1) geni, Caucasian PQOY olgularinda yapilan bir calismada
MSH5 (MutS Homolog 5) geni mutasyonlar saptanmistir (Mandon-Pépin
vd., 2008).

POY olan Cinli iki kiz kardeste HFM1 (Hemifacial Microsomia) mayoz
ile iliskili gende kompaund heterozigotluk saptanmistir. Kiz kardeslerin
etkilenmemis ebeveynlerinde vyapilan taramada her bir mutasyonu
tasidiklari gézlenmistir. Bunun UGzerine 69 POY olgusunun taranmasinda
ayni mutasyon goézlenmis ve 1p22.2 bdlgesinde bulunan bu HFM1 geni ile
iliskili fenotip OMIM’‘de POF 9 olarak tanimlanmistir (J.-L. Wang vd.,
2014).

POY olgularinda diger aday gen kromozom 9’da lokalize NR5A1
(Nuclear receptor Subfamily 5, Group A, Member 1) dir. NR5A cinsiyet
gelisimi ve Ureme ile ilgili birgok genin transkripsiyonun dizenlenmesinde
nlkleer reseptdr roll oynamaktadir.

2.3 —-Genomik Calismalar ve POY

Mikroskobik ve bilinen mutasyon analizleri ile etiyolojinin
tanimlanamadigi, 6zellikle idiyopatik ailesel POY olgularinda genom
capinda calismalar, aday kromozomal |Ilokus ve aday gen
belirlenebilmesine olanak saglamaktadir. POY’un genetik temelli olmasi
genomik calismalarin gerceklesmesinde etkilidir. Aday genlerin
belirlenmesi icin, GWAS (Genom Wide Association Studies) ve baglanti
analizleri olmak Uzere iki strateji vardir.

2.3.1 Genom capinda iliskilendirme calismalari (GWAS) ve baglanti
analizleri

GWAS analizlerinde, etkilenen bireylerdeki polimorfizmlerin (SNP veya
CNVs) kontrol grubu ile karsilastirilarak ve farkli calismalarda elde edilen
sonuglar ile degerlendirilerek aday genler cikartiimaktadir.

Baglanti analizleri ise ilgili bolgede genetik bir belirtecin (SNPs veya
mikrosatellitler) kalitimsal takibine dayali metotlardir. Bu metodun
uygulanmasi hasta sayisinin yetersizligi sebebi ile zordur.
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POY ile ilgili ilk GWAS, 2008 yilinda Kang ve arkadaslari tarafindan
Koreli POY olgularinda yapilmistir. Bu galismada kromozom 7p14 bdlgesine
lokalize parathyroid hormone responsive-Bl1 (PTHB1) geninde POY’a
yatkinhktan sorumlu olabilecek 'GAAAG' hablotip polimorfizm tespit
etmislerdir. Hayvan model temelli genom calismalarinda BDNF, CXCL12,
LHR, USP9X ve TAF4B genlerinde PQOY’dan sorumlu olabilecek SNP’ler
gbézlemlenmistir (Stigliani, Anserini, Nicoletti, Di Luca, & Sozzi, 2013).

Ilk baglanti analizi ise yine 2008 yilinda yedi etkilenen kadinin oldugu
Hollandah bir ailede yapilmistir. 50K SNP array kullanilarak yapilan
calismada kromozom 5q14.1-q15 bodlgesinde POY icin aday genler
olabilecegi bildirilmistir (Oldenburg vd., 2008). Exom sekansi kullanilarak
yapilan calismada etkilenen dokuz kadinda eIF4ENIF1 mutasyonu
bulunmus, 38 kontrol grubunda bulunmamistir (Kasippillai vd., 2013).

POY olan bir aile galismasinda tam exome dizi analizi ydntemi
kullanilarak, 7g22.1 kromozomal bdélgesi Uzerinde STAG3’de bir gerceve
kaymasi mutasyonunu indikleyen homozigot 1bp delesyonu tespit
edilmistir. Bu galisma ile 7g22.1 bdlgesinde bulunan STAG3 geni ile iliskili
fenotip OMIM’'de POF8 olarak tanimlanmaktadir. STAG3 kohezinin
halkasinin bir mayoz-spesifik alt birimini kodlar. STAG3 yoksun disi fareler
infertildir ve oositleri fetal profazi’‘de arreste ugrar, yasamlarinin ilk birinci
haftasinda oosit deplesyonuna yol acar (Caburet vd., 2014).

POY’dan etkilenen Orta Dogu ailesinde, kromozom 7 lizerinde p21.1-
15.3 ve q21.3-22.2°de olmak Uzere iki bodlge belirlenmistir. Kromozom
7921.3-22.3 Uzerindeki bdélim, steroid ile alakasi olan DLX5 ve DLX6
genleri icerir ve hayvan modellerinde oogenezisin ve disi dogurganlik igin
gerekli oldugu bildirilmistir (Caburet vd., 2012).

Ayrica, son calismalar oosit olgunlagsmasi ve foliklilogenez icin mikro
RNA’larin (miRNA'larin) dizenleyici fonksiyonu oldugunu ve fertilitede ve
POY olgularinda farkli miRNA ekspresyon profilleri gozlendigi bildirilmistir
(Yang vd., 2012). Koreli POY olgularinda yapilan yeni bir galisma XPO5
rs2257082 T varyant aleli kontrollerde daha az bildirilmis ve POY ile iliskili
olabilecegi 6ne slrilmuistir (Rah vd., 2013)

Ozellikle Turner Sendromu ve FMR1 premutasyon tasiyicilarinin orani
%3-15 arasindadir. Olgulardaki FMR2 mutasyonlarinin orani %1.5,
PGRMC1 ve BMP15 mutasyonlarinin orani %1.5-12, NR5A1, FOXL2, INHA
mutasyonlarinin orani %4.5-10.5 (Yeni Zelenda Hindistan, Italya), GDF9,
NOBOX mutasyonlarinin orani %5,2 (Fransiz) bildirilmistir.

2.3.2 Kopya sayisi degisimleri

Insan genomunda yer alan ve referans genom ile karsilastirildi§inda,
1000 baz ciftinden (1kb) daha blyilk yapisal degisiklikler “kopya sayisi
farklihklarn” (CNVs) olarak adlandiriir. Bireyler arasindaki farkliliklarin
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genomik temellerinin anlasilmasinda, gelisen teknoloji ile beraber insan
genom projesi ve sonrasinda gerceklestiriien genom arastirmalarinin
blyuk katkisi olmustur. Bu degisimlerin tek bazlik varyasyonlari mutasyon
(%1'den az) veya “tek nlkleotid polimorfizmleri” (SNPs) olarak
adlandirilir. Kopya sayisi degisikliklerinin bulundugu veri tabani olan
Database of Genomic Variations (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home)’a
gbre son yillarda tanimlanan CNV’lerin sayisi artmis (Sekil 2.6) ve 1
kb’dan daha klglk 50bp uzunlugunda CNV’ler de tanimlanmistir (Sekil
2.7). Duchenne kas distrofisi, fenilketondri, kistik fibrozis, talasemi, orak
hicreli anemi, hemofili, Huntington gibi hastaliklar tek gene bagh Mendel
tipi hastaliklardir. Kardiyovaskuler hastaliklar, diyabet, kanser, obezite,
astim, noérolojik ve mental bozukluklar vb. gibi toplumun daha buyutk bir
kismini etkileyen hastaliklar ise kompleks kalitim gésteren hastaliklardir.
Kompleks yapidaki hastaliklarda tek bir genin saf katkisi yerine, birgok
genin farkll oranlarda katkisi, cevre ve vyas faktérleri vardir ve
mutasyonlardan daha c¢ok penetranslarn disik olan polimorfik farkhliklar
géralar.

Giriler

201 2013 2014 Yillar

Sekil 2.6: CNV varyasyonlarindaki artis ("Database of Genomic Variants," 2014b)
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Sayisi

00,000
50-100bp  100-500bp 0.1 110K 10-50kt 50-100kb  100-200kk

)0-1Mt 1mb  Boyut
Araliklari

Sekil 2.7: CNV'lerin boyut dagilimlar ("Database of Genomic Variants," 2014b)

Kompleks hastaliklarin mendel kalitim goésteren ailevi tirl nispeten
erken baslangiglh tirtdur ve kompleks hastaliklarin %5-10"unu olusturur.
Alzheimer, Parkinson, ALS ve meme kanseri gibi kompleks hastaliklarda
tanimlanan genler genetiginin tanimlanmasina dnemli katkilar saglamistir.
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Kompleks ya da poligenik hastaliklarda genetik yapisinin belirlenmesi,
hastaligin fenotipinin agiklanmasina katkisinin yani sira hastaliklara
yatkinhdin, hastalik sirecinin ve tedaviye yanitin belirlenmesine de katki
saglar.

Bireyler arasindaki genom cgesitliligini Tek Nukleotid Polimorfizmleri
(Single Nucleotide Polymorphisms: SNP) ve Kopya Sayisi Farkliliklar
(Copy Number Variations: CNV) ile aciklanabilir. CNV’ler SNP’lerden daha
fazla nikleotidi kapsarlar ve boyutlari ile farklik gdsterirler.

CNV mutasyonlari, Mendel tipi ve kompleks hastaliklarin her ikisinde
de gozlenmektedir. Bircok gen ve gen anlatimini dizenleyen bdélgelerin bu
CNV’lerden etkilenmesi ile gen dozajini ve anlatiminin olumsuz etkilenmesi
s6z konusu olabilmekle beraber, genomun bazi bdlgelerindeki CNV'ler
belirgin fenotipe yol acmayabilir. Dolayisiyla hastalik olusmasina etkileri
tek baslarina olabildigi gibi cevresel ya da diger genetik faktorlerin etkisi
ile olmaktadir. Bir CNV’'nin patojenik ydnde dederlendirilebilmesi igin
etkilenmis ebeveynde ayni CNV’'nin bulunmasi, degisim de novo ise klinik
bulgularin varhdi ve mevcut CNV'nin hastanin klinigi ile iliskili olma
potansiyeli, polimorfik varyant ile uyumlu olmamasi, degisimin blylk
olmasi, icerdigi genlerin sayisinin goklugu, literatlirde klinik bir fenotip ile
iliskilendirilmis olmasi, duplikasyondan ziyade delesyon olmasi faktorleri
g6z 6nltnde bulundurulmalidir.

Bireyler arasinda farklilik gdsterebilen CNV'ler etkilerini dogrudan gen
dozajl veya daha genis capta pozisyon etkisi ile gen ifadesinin kontrollinu
degistirerek gostermektedirler. CNV’ler bir genin tamamini, gen
parcalarini, cok sayida geni, regllatér elementleri igerebilir veya gen disi
bélgelerde bulunabilir.

2.3.2.1 Kopya sayisi varyantlarinin olus mekanizmalari

Ilgili gen bélgesinin yakinindaki genomik dizi CNV'nin nasil olustuguna
dair ipucglan vermektedir. Siklikla bir CNV segmental duplikasyon, disuk
kopyali tekrarlar, Alu veya LINE gibi hemen hemen ayni dizi bloklariyla
cevrilidir. Rekombinasyon sirasinda ayni genom dizileri DNA iplikgilerinin
hatali dizilimine neden olur (Lee & Scherer, 2010).

NAHR (Nonallelic Homolog Recombination): Cesitliligin saglanmasi
amaciyla homolog kromozomlarin kardes olmayan kromatitleri arasinda
genetik materyal degisimi olmaktadir ve rekombinasyona bagl bir
mekanizmadir. Allelik olmayan kromozom bdélgelerinin degisimi yapisal
yeniden duzenlenmelere neden olur. Genomun bazi bélgeleri tekrarlayan
DNA dizisi varhdi nedeniyle cift zincir kiriklari icin daha hassastir. 50-100
kb buyukliglinde distk kopya tekrarlarinin (LCRs) araciligi ile allelik
olmayan homolog bdlgeler arasinda gerceklesen rekombinasyona
sekonder olarak delesyon, duplikasyon, inversiyon, translokasyon,
izokromozom, marker kromozom, yapisal polimorfizm gibi yeniden

32



diizenlenmeler gerceklesir (Sekil 2.8). Ilk olarak Charcot-Marie-Tooth
Hastaligi Tip 1A'ya (CMT1A) neden olan duplikasyonlar ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Lee & Scherer, 2010).

Non-allelik homolog rekombinasyon (NAHR)
P M Yapisal varyant tipi
[ — ——— —
1 Rekombinasyon
. -Delesyon
-Duplikasyon
-Translokasyon
1 Delesyon -Inversiyon

[ —

Sekil 2.8:Non-allelik homolog rekombinasyon (Weischenfeldt, Symmons, Spitz, &
Korbel, 2013)

NHEJ (Nonhomolog End Joining Mechanism): DNA’daki cift iplik
kirllmalarini tamir eden ve kirilma uglarini homolog olmaksizin dogrudan
baglayan basit bagh bir mekanizmadir (Sekil 2.9). DNA’da bazi bélgeler
“hot spot”, kirilmalara daha yatkindirlar. Translokasyondaki kirik bdlgeleri
homoloji géstermemekte ve cift zincir kiriklarin olusumuna neden olan,
nlkleazlara duyarli, hatali sekonder yapinin olusumundan sorumlu, stabil
olmayan AT zengin palindromik diziler icermektedir.

NHE]
| I sam—| |

l DNA'da cift zincir kingi

| l ’ l -Delesyon

l Delesyon -Duplikasyon
-Translokasyon

Sekil 2.9:Homolog olmayan serbest uclarin baglanmasi (Weischenfeldt vd., 2013)

FoSTeS (Fork Stalling and Template Switching): Mitoz sirasinda
oldugu tahmin edilen DNA rekombinasyonuna bagimli bir mekanizmadir.
DNA replikasyonu sirasinda kesintili zincirin replikasyon catalindan
kesintisiz zincirin replikasyon catalina tasinmasi ile gelisir (Sekil 2.10).
Sirasiyla replikasyon durur, kesintili DNA zinciri ¢dzultirek kisa homolog
bolgelerin etkisiyle ayni veya baska kromozomun farkh bir yerine
baglanmasiyla replikasyon yeniden baslar. Bunun sonucunda da karisik
yeniden dizenlemeler olusabilir. 1Ilk olarak Pelizaesus—Merzbacher
hastaliginda PLP1 geninin, Potocki-Lupski'de 17p11.2 bdlgesinin ve daha
cok erkeklerde gelisme geriligi ve mental retardasyonla iliskili MECP2
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(metil-CpG baglayan protein 2) genindeki  amplifikasyonlarla
iliskilendirilmistir (Lee & Scherer, 2010).

FoSTeS
Replikasyon catalinda duraklama
o
[ | — I |
O
0 I ]

lTempIate degistirme

[ ! T I -Delesyon
% -Duplikasyon
-Inversiyon

-Translokasyon
-Kompleks yeniden
[ T T ] dizenlemeler

1 Translokasyon

Sekil 2.10:FoSTeS (Weischenfeldt vd., 2013)

2.3.3 Array karsilastirmali genomik hibridizasyon (aCGH)

Konvansiyonel sitogenetik analiz genetik temeli oldudgu bilinen;
konjenital anomaliler, dismorfizm, gelisim geriligi, dislkler ve genetik
sendromlarin tanisinda rutin olarak uygulanmaktadir. Bu hastaliklarin
sebepleri arasinda kromozomal andploidiler, yapisal aberasyonlar
(delesyon, duplikasyon, inversiyon, translokasyon ve marker kromozom)
bulunmaktadir. Tani amach bu teknigin kullanimi ile dengeli ve dengesiz
yapisal ve sayisal kromozom anomalilerini tanimlamaktadir. Bununla
birlikte, rutin karyotip analizi kiguk (<5Mb) kromozom yeniden
diizenlenmelerini tespit etmede sinirli kalmaktadir. FISH (Floresan In Situ
Hibridizasyon) ydnteminin gelismesi tanisal ¢6zUnarligld artirmistir.
Konvansiyonel sitogenetik analizde saptanamayan <3Mb degisikliklerin
saptanmasinda rutin olarak uygulanmaktadir. FISH analizinde, floresan ile
isaretli DNA problan interfaz hlcrelerine veya metafaz kromozomlarina
hibridize olarak spesifik genomik segmentlerin varligini, konumunu ve
sayisini tespit etmektedir. Bununla birlikte FISH ydntemi bilinmeyen
genomik dengesizlikler icin tim genomda tarama yapamamaktadir.

aCGH teknigi genomik CNV’lerin ylksek co6zinurlikte tim genom
boyunca taranabilmesine olanak saglayan 50-70 kb blytkliglinde
oligontkleotid problarin kullanildigi molektller karyotipleme teknigidir
(Solinas-Toldo vd., 1997). Ilk olarak Solinas-Toldo ve arkadaslari 1996
yilinda hedef diziyi cam slayt Uzerine immobilize ederek bu teknigin
temelini atmislardir. aCGH iki farkh floresan boya ile etiketlenmis DNA'nin
cam bir slaytta hibridizasyonuna dayanir. Bu sayede c¢ok sayida farkl
genomik lokusun DNA kopya sayisi kazang ve kayiplarinin karsilastirmali
sorgulanmasi mimkun olmaktadir.

CGH ilk olarak timor sitogenetiginde molekiler arac olarak gelistirildi
(Kallioniemi vd., 1992). Bu teknik ile hastaya ve referansa DNA ornekleri
farkh floresan boyalarla etiketlenir ve cam lamlara yayillmis metafaz
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Uzerinde hibridize edilir. Sinyallerin birbirine orani floresan mikroskopta
incelenerek, farkh hibridizasyon sinyalleri ile 3-10 Mb ¢dzlinurlikte tespit
edilebilmekte ve dengesiz kromozom yeniden dlzenlenmeleri
saptanabilmektedir (Kirchhoff vd., 1999). Metafaz kromozomu Uzerinde
her iki floresan rengin olusturdugu dengenin bozulmasi ile
delesyon/duplikasyon tanisi konulabilmektedir. Metafaz CGH kullanish bir
tani araci olmasina ragmen o6nceden tani almamis gelisim geriligi ve
konjenital anomalileri olan vakalarin yaklasik %10'una bir aciklama
getirebilmektedir. Metafaz ~ kromozomlarinin  dldsik  ¢ozUndarluga,
perisentromerik ve telomere bdlgelerindeki hassasiyetin yetersiz olmasi,
analiz ve uygulamadaki zorluklar ile teknik guclikler bu uygulamanin
yaygin kullanimina engel olmaktadir (Kirchhoff, Rose, & Lundsteen, 2001).
Metafaz kromozomlarinin ayrik metal uglar veya cam kapilerler kullanarak
robot yardimi ile hareket etmeyecek sekilde cam lam Uzerine yerlestirilmis
hedef DNA'lar ile degistirilmesi, ¢ozinlrliglu 6nemli derecede artirmis ve
analiz surecini kolaylastirmistir.

aCGH metodu genom boyunca serbest bir sekilde konumlandiriimis
oligonikleotidler ile cam bir slaytta referans bir kontrol ile karsilastiriimasi
temeline dayanir. aCGH metodunda, esit miktarda etiketli genomik DNA
ve referans oOrnegi DNA hedeflerini iceren array Uzerine bir araya
getirilerek hibridize edilir. Hastalara ve kontrole ait genomik DNA'lar
Cyanine 3 (Cy3) ve Cyanine 5 (Cy5) ile farkh farkh etiketlenmektedir.
Tekrarlayan dizilerin hibridizasyonu cot-1 DNA eklenerek engellenebilir.
Lamlar mikroarray tarayicisi kullanilarak imaj dosyalarina cevrilir. Spot
yogunluklarn odlctlir ve imaj dosyalari o6zellik c¢ikartma vyazilimlari
kullanilarak logaritmik oranlari metin dosyalar (.txt) seklinde elde edilir ve
kopya sayisi analizi igin yazilimin icine aktarihr (Lu vd., 2007). (Sekil
2.11)

(a) (b) Lazer Tarayici (d) Array Profili

Hasta Kontrol

v_ v

Wy g™

Karmsim

T

Hibridizasyon l

Lazer Tarayici

Duplikasyon Delesyon

Sekil 2.11: aCGH islemlerinin genel 6zeti - Shinawi ve Cheung'tan (Shinawi &
Cheung, 2008) alinmistir.
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Farkli aCGH platformlarinin genomik ¢6zundrligid DNA problarinin
yerlesimi ve uzunlugu ile belirlenmektedir. aCGH platformlarinin gogu
anoploidileri, iyi tanimlanmis mikrodelesyon veya mikroduplikasyon
sendromlarini ve subtelomerik veya diger dengesiz kromozomal yeniden
dizenlenmeleri tespit edebilecek sekilde tasarlanmigtir.

Hedef problarin megabaz basina yaklasik bir klon biylkliginden 100
kb basina bir klon blyutkligline olan, esit araliklarla yerlestirilen tim
genom aCGH platformlan da vardir (Veltman & de Vries, 2006). Ticari
olarak mevcut olan tim genom oligonlkleotid array kapasitesi 6 kb basina
bir probdan 70 kb basina bir proba kadar degismektedir (Shaikh, 2007).
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3- GEREC VE YONTEMLER
3.1 -Hasta Grubu

Calismamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Anadilim Dahl Poliklinigi'ne Agustos 2013-Aralik
2014 tarihleri arasinda basvuran, klinik ve laboratuvar verileri ile POY
tanisi alan olgularda genomik kopya degisimlerini arastirmak amaciyla a-
CGH analizleri gerceklestirilmistir.

Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dahl Poliklinigi'nde PQOY tanisi
alan olgular, Tibbi Genetik Anabilim Dali Poliklinigi'nde sendromik / non-
sendromik degerlendirmeden gegcirilmislerdir. Klinik degerlendirme sonrasi
olgulardan alinan heparinize periferik kanda konvansiyonel sitogenetik
analizler Tibbi Genetik Anabilim Dal Sitogenetik seksiyonunda
gergeklestirilmistir.

Calismaya non-sendromik POY tanisi olan ve normal kromozom
kurulusuna sahip olan toplam 55 olgu dahil edilmistir. Olgularin yas araligi
19-39 arasindadir.

Frajil X premutasyon ve a-CGH analizleri igin olgulardan alinan EDTA'li
periferik kan o6rnekleri kullanilarak genomik DNA ekstrasyonlari
gergeklestirilmistir.

Calismamiz icin Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakdltesi Etik
Kurulu'ndan 21.08.2013 tarih ve 2013/16 sayili onay alinmistir.
Arastirmaya dahil edilme kriterlerine uyan olgulara calisma amacg ve
asamalari anlatilmis ve her olgudan onam formu alinmistir.

3.2 - Geregler
3.2.1 Kullanilan aletler

e Insan CGH Mikroarray Kiti 8x60K (Agilent G4450A SurePrint G3)
e Mikroarray Tarayicisi (Agilent p/n G2565CA)

Hibridizasyon Haznesi (leke tutmayan 6zellikte, Agilent p/n G2534A)
Hibridizasyon Haznesi Contali Lami (Agilent p/n G2534-60014)
Hibridizasyon Firini (Agilent p/n G2545A)

Hybridization Firini Rotatoru (Agilent p/n G2530-60029)

Ozon bariyer lam kapadi (Agilent p/n G2505-60550)

Manyetik Karistirict Cubuk (Corning p/n 401435)

Isitma Ozellikli Manyetik Karistirici Plaka (Corning p/n 6795-410)
Otomatik kapiller elektroforez cihazi (ABI 3130)

Cam Tabak (1.5 L) (Borcam)

Lam Yikama Plakalari (250 ml) (Wheaton p/n 900200)

Lam Tutucusu (Agilent G2505-60525)
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Pipet Takimi (Gilson)

Jel Gérluntileme ve doklimantasyon sistemi (Gene Genius)
Mikrosantriftij (Albrecht vd., 2004)

Isi dénguleyicisi (PE GenAmp PCR System 9700)
Ceker Ocak (LaminAir)

Su Banyosu (Nlve)

Vorteks (Heidolph)

Beher (500'lUk)

Derin dondurucu (Arcelik)

Mikrodalga Firin (Argelik)

Buzdolabi (Argelik)

1.5 ml'lik mikrof(j tlpleri (Ambion p/n AM1240)
PCR tupleri (strip) (Perkin Elmer)

Toplama tupd (Qiagen)

Spin kolonu (Qiagen)

Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

Amicon Ultra-0.5,

Ultracel-30 Membran,

30 kDa Filtresi (Milipore p/n UFC503096)

3.2.2 Kullanilan kimyasal maddeler

DNA Ekstraksiyon Kiti (Qiagen p/n 69504)

RNase A (100 mg/mL) (Qiagen p/n 19101)

Proteinaz K sollsyonu (>600 mAU/mL) (Qiagen p/n 19131)
Insan gDNA'sI [Promega p/n G1521 (disi) ve p/n G1471 (erkek)]
Alul (10 U/uL) (Promega p/n R6281)

Rsa I (10 U/pL) (Promega p/n R6371)

Agaroz (Scjarlou)

Borik Asit (Albrecht vd., 2004)

Etidyum Bromid (Albrecht vd., 2004)

Molekiler Agirlik Belirteci (Fermantas)

6X Jel yukleme tamponu (Albrecht vd., 2004)

Genomik DNA Enzimatik Etiketleme Kiti (Agilent p/n 5190-0449)
Nikleazdan arindirilmis su,

Exo (-) Klenow,

5X Reaksiyon tamponu,

Cyanine 5-dUTP,

Cyanine 3-dUTP,

10X dNTP,

Rasgele Primer

1 x TE (Tris Edta) (pH 8.0) (Promega p/n V6231)

Asetonitril (%100, 1L) (Sigma p/n 271004)

Oligo aCGH Yikama Tamponu 1 ve 2 (Agilent p/n 5188-5226)
Oligo aCGH Hibridizasyon Kiti (Agilent p/n 5188-5220)
Human Cot-1 DNA (Agilent p/n 5190-3393)

PBS (Fosfat Tampon Solisyonu)

Distile Su
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Etanol (%95-100) (Tekel)
Fragile X Primers (Abbott)
Gender Primers (Abbott)

High GC PCR Buffer (Abbott)
ROX 1000 Size Standart (Abbott)
CleanUp Enzim Mix (Abbott)

TR PCR Enzim Mix (Abbott)

3.3 - YOontemler

3.3.1 Qiagen® ekstraksiyon kiti ile periferik kan érneklerinden
DNA elde edilmesi

Periferik kan o©rneklerinden DNA elde edilmesinde Qiagen®
Ekstraksiyon Kiti kullanilmistir. DNA izolasyonu igin Uretici firmanin
onerdigi protokol aynen uygulanmistir:

- Su banyosunun sicakligi 56 °C'ye getirilmistir.

- Kan drnekleri ve diger malzemeler oda sicakhdina getirilmistir.

-1,5 ml ependorf tup strafora konulup Uzerine protokol numarasi
yazilmistir.

- 20 pl proteinaz K ependorf tipunin dibine konmustur.

- 100 ul hasta kan 6rnegi ependorf tliptine eklenmistir.

- PBS tamponu calkalanip karistirildiktan sonra ependorf tlptne 120 pl
eklenmistir.

- Bu karisim 15 sn. vortekslenmistir.

- 56 °C'de 10 dk. inkUbe edilmistir.

- Cok kisa sureli santriflij edilmistir.

- 200 ul %96-100'lik etanol 6rnege eklenip 15 sn. vortekslenmistir.

- Filtreli tipin kapadina protokol numarasi yazilmistir.

- Ependorf tipundeki karisim dikkatlice filtreli tipe aktarilmistir.

- 8000 devir/dk’da 1 dk. santrifijlenmistir.

- Filtreli tip yeni toplama tuplne konulup, filtrath tip atilmistir (Filtreli tlp
tamamen bosalamadigi zaman tam devirde tekrar santriftijlenmistir) .

- 500 pl Buffer AW1 dikkatlice filtreli tipe konulmustur. 8000 devir/dk’da
1 dk. slireyle santrifijlenmistir.

- Filtreli tip ikinci yeni toplama tiputne konulup filtreli tip atilmistir.

- Filtreli tipe 500 pl Buffer AW2 konulmustur.

- 14.000 devir/dk’da 3 dk. santrifij edilip filtrath tip atilmistir.

-Filtreli tap vyeni Ependorf tdplerine aktarilip tam devirde 1 dk.
santrifijlenmis, ependorf tipd atilmistir.

- Filtreli tip yeni ependorf tliplne aktarilip Gzerine 200 pl Buffer A
eklenmistir.

- Oda sicakliginda 5 dk. bekletilip 8000 devir/dk'da 1 dk.
santrifljlenmistir.

- Filtreli tip atihp gDNA igeren ependorf tlipl -20 °C'ye kaldirilmistir.
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3.3.2 Genomik DNA'nin niceliksel ve niteliksel analizi

Oligo aCGH analizlerinin basarisi icin gDNA'nin (genomik DNA)
niceliksel ve niteliksel degerlendirmesinin dogru bicimde yapilmasi son
derece 6nemlidir. Yuksek kalitede gDNA; karbonhidratlar, proteinler ve
organik ¢oézuculer gibi atiklardan arinmis olmali ve minimal degredasyona
ugramis olmahdir.

gDNA konsantrasyonunun ve safliginin dederlendirilmesi igin
NanoDrop ND-1000 UV-VIS Spektrofotometresi kullaniimistir:

-NanoDrop Program menisiinden Niikleik Asit Olcimi secildikten sonra
ornek tipi DNA-50 olarak ayarlanmistir.

-Cihazin 6lcim ayarini sifirlamak icin elisyon tamponundan 1.5 pL
kullaniimistir.

- Her gDNA orneginden 1.5 pL kullanilarak DNA konsantrasyonu
Olgllmistlr. Urin miktarlar asagidaki formal kullanilarak hesaplanmistir:

DNA konsantrasyonu (ng/uL) x Omek Hacmi (uL)
1000 ng/ ug

Uriin (ug) =

-YUksek kalitedeki gDNA'nin A260/A280 orani 1.8-2.0 arasinda olmasi
kontamine proteinlerin yokluguna isaret etmektedir. Bu nedenle her
ornekte A260/280 oranlari kaydedilmistir.

3.3.3 Genomik DNA enzimatik etiketleme kiti ile restriksiyon
kesimi

a-CGH analizlerinde gDNA uzunluklarinin homojen olmasi dnemlidir.
Bu nedenle, tim gDNA o0&rneklerinde enzimatik kesim islemleri
gergeklestirilmistir.

-Kit igerisinde bulunan C tamponu ve Asetillenmis BSA (bovin serum
albumin) (10 mg/pL)[Rsa I(10 U/ L) enzimi ile birlikte -20 °C'de
bulunmaktadir], karistiricida kisa stre karistirilmig, ¢dktirme islemi igin
mikro santrifijde hizli déndirme gergeklestirilmistir.

-IsI hassasiyeti nedeniyle tim asamalar buz Gzerinde gerceklestirilmis
ve islemler kisa strede tamamlanarak tupler -20 °C'ye kaldirilmiglardir.

Enzimatik kesim ve a-CGH analizleri icin gerekli gDNA hacimleri Tablo

3.1'de gosterilmistir. Her reaksiyon igin PCR tliplne uygun miktarda gDNA
eklenerek distile su ile tabloda belirtilen toplam hacme ulasiimistir.
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Tablo 3.1: Mikroarray basina gerekli baslangic gDNA miktari

Mikroarray Formati

Baslangic gDNA miktari (ug)

Restriksiyon Kesimli
gDNA Hacmi (uL)

8x mikroarray

0.2 - 0.5

10.1

- Ana Kesim Karisimi (Dam vd., 2007) buzun Uzerinde, Tablo 3.2'de

belirtilen sira ve miktarlarda hazirlanmistir.

Tablo 3.2: Ana Kesim Karisiminin (Dam vd., 2007) Hazirlanisi

Bilesen Reaksiyon basina(uL) |16 reaksiyonluk
(fazlasi dahil) (uL)

Distile Su 1 18

10X Buffer C 1.3 23.4

Asetillenmis BSA(10 mg/pL) 0.1 1.8

Alu I (10 U/uL) 0.25 4.5

Rsa I (10 U/pL) 0.25 4.5

Son Hacim 2.9 52.2

Calismada kullanilan mikroarray formati 8 érneklik oldugu igin, 8 olgu
gDNA'si ve 8 referans gDNA’sinin kesim islemleri ayri ayr tuplerde
gerceklestirilmistir.

-Her bir PCR tUplUne (toplamda 16 PCR tlpu) 2.9 pL AKK eklenmistir.
10.1 pL hacme tamamlanan PCR tuplerine, 2.9 pL AKK eklenmesi ile
toplam hacmi 13 pl'ye ulasan karisima pipetaj yapilmistir.

-Taplere Tablo 3.3'de Dbelirtilen 1s1 dobnglleyicisi programi
uygulanmistir.
Tablo 3.3: IsI Dénglleyicisi Programi
Basamak Sicakhk Zaman
37 °C 2 saat
2 65 °C 20 dakika
3 4 °C 00

- Isi déngdlleyicisi programi sonrasinda her bir kesilmis gDNA'dan 2 L
alinarak marker ile birlikte %1°lik agaroz jelde yuratalmustar.

-Etidyum Bromid ile boyanan jel, jel goérintileme ve dékimantasyon
sisteminde kesimin etkinligi acisindan degderlendirilmistir.

-TUum 6rneklerde kesilen Urinlerin uzunluklarinin 200-500 bg¢ arasinda
oldudu jel analizi ile gézlenmistir (Sekil 3.1).
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marker drnekl Grnek?

Sekil 3.1: Enzimatik Kesim Isleminin D(_a_éerlendirilmesi (Marker: MolekuUler Belirteg,
ornekl ve 2: Ornek protokolleri)

3.3.4 Genomik DNA'nin floresan isaretlemesi

a-CGH bir karsilastirmali genomik hibridizasyon yéntemi oldugu igin
olgu ve referans (normal) DNA o6rneklerinin  hibridizasyonuna
dayanmaktadir. Bu nedenle her iki DNA 6rneginin farkh flor kromlarla
isaretlenmesi gerekmektedir.

-Isaretleme dncesi, kesim islemi tamamlanmis drneklerin her birinden
2 Mg gDNA 1.5ml'lik ependorf tipidne aktarildi. Olgu ve referans gDNA
miktarlarinin esit olmasina dikkat edilmistir.

-Tupler, 1dk. slreyle 6.000g de dondurilerek tip ceperleri ve
kapaklarindaki karisim ¢oktaralmuastar.

-Toplam hacmi (gDNA dahil) 13 pL olan her bir PCR tlpine (toplam
16 adet) 2.5 uL rasgele primer (random primer) eklenerek toplam hacim
15.5 pl'ye ulagsmistir.

-Pipetaj yapilip ve tupler 95 °C de 3 dakika bekletilerek DNA
denaturasyonu gergeklestirilmistir.

-Silre sonunda tlpler buz icerisinde bekletilmistir (Tablo 3.4).

Olgu gDNA'lari Cyanine 5 (Cy5) ve referans DNA'lari da Cyanine 3
(Cy3) flor kromlarla isaretlenmistir. Bu asamada ayrn ayri Cy3 ve Cy5
etiketleme ana karisimlar (EAK) Tablo 3.5'deki sira ile ve buzun lzerinde
hazirlanmistir.

Tablo 3.4: DNA denatlirasyonu ve fragmentasyonu igin 1si déngduleyicisi programi

Basamak Sicaklik Zaman
1 95 °C 3 dk.
2 4 °C (o'e)
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Tablo 3.5: Etiketleme Ana Karisimi Hazirlanisi

Bilesen Reaksiyon basina (ML) |8 reaksiyonluk
(fazlasi dahil) (pL)

5X Reaksiyon 5.0 42.5

Tamponu

10X dNTP 2.5 21.25

Cyanine 3-dUTP veya 1.5 12.75

Cyanine 5-dUTP

Exo (-) Klenow 0.5 4.25

Son Hacim 9.5 80.75

-Referans gDNA'larinin bulundugu PCR tiplerinin her birine 9.5 pyL Cy
3-dUTP, olgu gDNA’lari igeren tlplere ise ayni miktarda Cy5-dUTP (boya)
ana karisimlarindan eklenerek, toplam hacimleri 25 pL olan PCR tuplerine
pipetaj yapiimistir.

-DNA etiketlenmesi reaksiyonlari Tablo 3,6’da belirtilen 1s1 donguleyici
programi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tablo 3.6: DNA Etiketlemesi icin 1s1 dénguleyicisi programi

Basamak Sicaklik Zaman

1 37 °C 2 saat

2 65 °C 10 dakika
3 4 °C co

3.3.5 Etiketlenmis gDNA'nin temizlenmesi

Etiketlenmis gDNA'larin temizlenmesinde Amicon Ultra-0.5, 30 kDa
filtre kullanilarak asagidaki basamaklar takip edilmistir:

- Her bir reaksiyon tlptne 430 pL 1xTE (pH 8.0) eklenmistir.

- 1.5 pl'lik mikrofaj tuplerinin igine Amicon Ultra-0.5, Ultracel-30
Membran, 30 kDa Filtreler yerlestiriimis ve etiketlenmis olan her bir gDNA
(6rnek ve referanslar dahil toplam 16 adet) bu filtrelere ylklenmistir.
Icerisinde filtre bulunan tiipler oda sicakliinda 10 dk. boyunca 14,000 x g
'de santriflj edilmistir. Altta kalan kisim atilmistir.

- Her bir reaksiyon tlptne 480 pL 1xTE (pH 8.0) eklenerek oda

sicakhdinda 10 dk. boyunca 14,000 x g'de santrifij edilmistir. Altta kalan
kisim atilmistir.
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- Filtreler yeni 1.5 pL’lik mikroftj tdplerinin igine ters c¢evrilerek
yerlestirildi. Oda sicakliginda 1 dk. boyunca 1,000 x g 'de santriftij edilerek
temizlenmis 6rnek elde edilmistir. Temizleme islemi sonunda her bir tlpte
yaklasik olarak 20-32 pL hacim kalmistir.

3.3.6 Uriin miktari ve spesifik aktivite hesaplanmasi

Uriin miktar ve spesifik aktivite hesaplanmasi icin NanoDrop ND-
1000 UV- VIS Spektrofotometresi kullaniimistir:

- NanoDrop Program menusiinden MikroArray Olcimi secildikten sonra
ornek tipi DNA-50 olarak ayarlanmistir.

- Cihazin 6lcim ayarini sifirlamak igin TE tamponundan 1.5 pL

kullaniimistir.

- Temizlenmis etiketli her gDNA 6rneginden 1.5 pL kullanilarak her érnegin
A260nm (DNA), A550nm (cyanine 3), A650nm (cyanine 5) absorbansi,
gDNA konsantrasyonu ve hacmi olctlmustdr.

- Spesifik Aktivite asagidaki formiile gére hesaplanmistir:

uL bova basma pmol
uL gDNA basma pg

Spesifik Aktivite _
(ng gDNA basma pmol bova)

-Uriin miktari asagidaki formile gére hesaplanmistir:

DNA konsantrasyonu (ng/uL) x Omek Hacmi (uL)
1000 ng/ug

Uriin miktar: (uL) =

- Spesifik aktivite ve Grlin miktar ile ilgili beklenen degerler Tablo 3.7'de
verilmistir.

Tablo 3.7: Beklenen spesifik aktivite ve triin miktar degerleri

Giris gDNA (Hg)

Uriin Miktar (ug)

Cyanine-3 isaretli
Referanslarin
spesifik aktivitesi
(pmol/ug)

Cyanine-5 isaretli
Orneklerin spesifik
aktivitesi (pmol/png)

0.2-0.5

2.5-3

15-25

15-20
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- Etiketleme sonrasi Cy3 ve Cy5 drin miktarlan birbirinin ayni olmasi
gerekmektedir. Etiketlenmis olgu gDNA'si ile referans gDNA’lar bu
asamada esit miktarlarda birlestirilerek iki renkli prob haline getirilmistir.

- Cy3 ile etiketlenmis referans gDNA iceren karisim (8 adet) ile Cy5 ile
etiketlenmis olgu gDNA'sI iceren karisim (8 adet) tek bir PCR tUplnde bu
prensip dogrultusunda birlestirilmistir.

3.3.7 Etiketlenmis gDNA'nin hibridizasyona hazirlanmasi

- Oligo aCGH Hibridizasyon Kiti igerisinde liyofilize halde olan 10X
bloke edici ajan 1.350 pL distile su eklenerek dilie edilmistir.

-Oda sicakhginda 60 dk. bekletilmistir ve vorteks karistiricida
déndurildikten sonra hibridizasyon ana karisiminda kullaniimak tGzere -20
°C'de saklanmistir.

Hibridizasyon ana karisimi, buzun Uzerinde Tablo 3.8’deki sira ve
miktarlarda hazirlanmistir.

Tablo 3.8: Hibridizasyon Ana Karisimi Hazirlanmasi

Hibridizasyon 8 reaksiyonluk
Bilesen basina

hacim (L) (fazlasi dahil) (uL)
Cot-1 DNA (1.0 mg/mL) 2 20
10X aCGH Bloke Edici Ajan 4.5 45
2X HI-RPM Hibridizasyon

22.5 225

Tamponu
Son Hacim 29 290

- Her olgu igin isaretli gDNA ve referans DNA iceren karisimdan 16 pL
alinarak ve Uzerine hibridizasyon ana karisimindan da 29 pL eklenerek
toplam hacmi 45 pL olan yeni 8 tlipe Tablo 3.9'da yer alan 1s1 dénguleyicisi
programi uygulanmistir.

Tablo 3.9: Isi ddnglleyicisi programi

Basamak Sicaklik Zaman
1 95 °C 3 dakika
2 37 °C 30 dakika

3.3.8 Mikroarray hibridizasyonu

-8x60K mikrodizini, cam lam Uzerine basiimis olarak kit igerisinde
ulastinimaktadir.
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- Hibridizasyon haznesine temiz contali lam, acikliklar Uste bakacak
sekilde haznenin tabanina tam olarak oturdugundan emin olunarak
yerlestirilmistir.

-Conta ile cevrelenen bdlgede bulunan sekiz adet 6rnek koyma
kismina hibridizasyon 6rnek karisimindan 40 uL "slrikle ve dagit" usulline
uygun olarak eklenmistir.

-Problar, cam lamin "Agilent" etiketli ylGzine basiimistir. Bu ylz
aktif kisim; numerik barkodun oldugu kisim ise "inaktif kisim" olarak
adlandirilmaktadir.

- Aktif kismi contali lamin Ust ylzeyine; numerik barkod kismi yukari,
Agilent etiketli barkod kismi asagi bakacak sekilde yerlestirilmistir.

-Cam lamlar mikroarraye zarar vermemek icin kenarlarindan
dikkatlice tutuldu ve lamlarin yldzeyine hig bir suretle dokunulmamistir.

- Hibridizasyon haznesi kapagi kapatildi, mandal kaydirilmis ve
dondurulerek sikilmistir.

-Hazne dik olarak dondiridlerek lamlar tamamen karisim ile temas
ettirilmis ve baloncuklar kontrol edilmistir.

- Kapatiimis lam haznesi 65 °C'ye ayarlanmis hibridizasyon firinindaki
rotator yuvaya yerlestirilmistir.

-Denge icin yuvanin simetrigine ayri bos bir hibridizasyon haznesi
yerlestirilmistir.

- Rotator hizi 20 devir/dk’ya ayarlanmistir.
- Mikrodizin lamlari, 65 °C'de 16-24 saat hibridizasyona birakilmistir.
3.3.9 Hibridizasyon sonrasi yikama

Hibridizasyon sonrasi ylkama islemlerinin  gergeklestirilecegi
malzemeler, 0&nceki deneylerden kalan stabilizasyon vb. solusyon
bulasiklarini temizlemek igin asetonitril sollisyonu ile yikanmiglardir. Bu
dogrultuda;

- Yikama tamponu 1'i iceren iki adet cam tabak, yikama tamponu 2'yi
iceren bir adet cam tabak, lam yikama plakalari ve manyetik karistirici
cubuk kullanilmadan dénce %100 asetonitril ile oda sicakliginda, geker ocak
icerisinde, manyetik karistirici yardimi ile 5 dk. boyunca vyikanarak
kurutulmustur.

- Asetonitril ile yikanmis olan malzemeler, en az bes defa distile
sudan gegcirilerek malzemelerden asetonitril uzaklastirilmistir.
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- 16-24 saatlik hibridizasyon suresinin  bitimi  sonrasinda,
hibridizasyon haznesi yikama tamponu 1'in bulundugu cam tabak iginde
birbirlerinden ayrilmis ve mikrodizin lamlarnn yikama tamponu 1'in
bulundugu cam tabaktaki lam yikama plagina yerlestirilerek 5 dk. boyunca
bekletilmistir

-Takip eden asamada, lam yikama plagi, 37 °C'ye ayarli manyetik
karistirici Uzerinde bulunan cam tabakta bulunan yikama tamponu 2
icerisinde 1 dk. bekletildikten sonra emdirme kagidinin tGzerine alinmistir.
Optimum performans icin bir gece boyunca 37 ©°C'ye ayarlanmis su
banyosuna beher icinde birakilan yikama tamponu 2, yikama isleminin
hemen 0©ncesinde 37 ©°C'ye ayarh manyetik karistirici plakaya
yerlestirilmistir.

- Mikroarray lami, lam tutucusuna "Agilent" etiketi dis ve Ust tarafa
bakacak sekilde vyerlestirildi, ozon bariyer lam kapagl da Sekil 3.2'de
gosterildigi gibi lamin (zerine yerlestirilerek lam tutucusunun tirnagdi
yardimi ile kapatilmistir.

Sekil 3.2: Mikroarray laminin lam tutucuya yerlestiriimesi ve ozon-bariyer lam kapaginin
kapatilmasi islemi

3.3.10 Mikroarray taratiimasi

Lam tutucu, taratici cihaz karoseline yuUklenmistir. Bilgisayardan
"Scan Control" programi acildi ve asadida belirtilen ayarlar yapilmistir.

- 8x60K mikroarrayi icin Profile AgilentG3_CGH segilmistir.

- Slide ID <Auto Detect> olarak secilmistir.

- Channels R+G olarak ayarlanmistir.

- Scan Region Agilent HD (61x21.6 mm) olarak ayarlanmistir.
- Resolution 3 pm'ye ayarlanmistir.

- Tiff 16 bit'e ayarlanmistir.

- R PMT ve G PMT %100'e ayarlanmistir.
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- XDR ayarni <No XDR>'ye ayarlanmistir.
- Imaj dosyasinin cikartilacagi klasor dizini segilmistir.

- Tarayici durum menutsiunden "tarayici hazir" ifadesi gorildikten sonra
mikroarrayin karuselde yerlestirildigi yuva "Slot m-n" (m ilk yuva n son
yuva) olarak belirtilip tarama baslatiimistir.

3.3.11 Imaj dosyalarinin analizi

Tarama islemi bittikten sonra aberasyonlari analiz etmek icin imaj
dosyasindan (.tiff) veri cikartma ve log oranlarina dénlstirme islemini
yapmak amaciyla Feature Extraction 10.5.1.1 ve Agilent CytoGenomics
2.7.11.0 yazihmlari kullanilmistir. Feature Extraction yaziliminin ayarlari
Sekil 3.3'de gosterildigi gibi yapilmistir.

@8 Project Properties | €0
a
Oper stor Unknown
a
Number of Extraction Sets Inchuded 0
a
B Outputs
B MAGE Nore
»EG Nore

B et Local fle ordy
Compact
Vesusl Rests Local file ordy
Grd Nore
QC Report Local POF file only
FTP Serd T#f Fle Faise

£ Local Fle Folder
Same As kmage True

] FTP Setting

a
Highest Priocky Default Protocol
Project Defaukt Protocol

a
Use Grid file ¥ avalable False
External Dyeform List File
Oververte Previous Results False

Grid Template Defauk

Sekil 3.3: Feature Extraction 10.5.1.1 Yaziliminin Standart Ayarlari

Feature Extraction 10.5.1.1 yazihmi deneyin kalitesi ile ilgili Sekil
3.4'de ornek verildigi Uzere kalite kontrol raporu vermektedir. Ayrica
enzimatik etiketleme igin kalite kontrol metrik esik dederleri Tablo 3.10'da
verilmistir.

Tablo 3.10: Enzimatik etiketleme igin kalite kontrol metrik esik dederleri

Metrik Deger Miikemmel iyi Degerlendir
Arka Plan Gurtlttisi (BGNoise) <10 10-20 >20
Sinyal Yogunlugu (Signal intensity) >150 50-150 <50
Sinyal/Gurdltd (Signal to Noise) >100 30-100 <30
Tekrarlanabilirlik (Reproducibility) <0.05 0.05.-0.2 >0.2
DLRSpread <0.2 0.2-0.3 >0.3
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Sekil 3.4: Feature Extraction 10.5.1.1 yaziliminin verdigi CGH Kalite Kontrol Raporu
Ornegi

3.3.12 Istatiksel analiz

Calismamizda tanimlanan CNV'ler, DGV web  sitesindeki
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) fenotip olarak normal bireylerden
olusan kontrol popullasyonlarinda saptanan CNV'ler ile karsilastinimistir.
Bu veri tabanindaki kontrol populasyonlari genellikle CNV frekanslarinin
tanimlanmasinda referans olarak kullanilmaktadir. Bu populasyonlar farkh
etnik kokenleri olan (Caucasian, Asian, African) saglkh kadin ve
erkeklerden olusmaktadir. Analiz sonucu elde ettigimiz her bir
kromozomdaki CNV boélgelerinin kontrol populasyonuyla
karsilastinlmasinda Minitab® 17.1.0 yazilimi kullanilarak ikili oran testi
(two proportion test) yapilmistir. POY c¢alisma grubuna (n=55) ait
CNV’lerin kontrol populasyonlari ile istatistiksel olarak karsilastiriimasi
sonucunda P dederi %95 gliven aralidi ile p<0,05 olan bdlgeler istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir.
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4- BULGULAR

Calismamizda; Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali tarafindan degerlendirilerek Tibbi
Genetik Anabilim Dali'na ydnlendirilen ve klasik sitogenetik analizleri
normal olarak saptanan 55 POY olgusunun genomik kopya sayisi
dlzensizlikler acisindan dederlendiriimesi amaclanmistir. Bu hedef
dogrultusunda etiyolojide rol oynayan FMR1 genindeki CGG artisina
yonelik dinamik mutasyon (CGG tekrar sayilarinin) analizi FMR1 Sizing
PCR teknigi ile yapilmistir. Kromozom analizleri normal olan ve FMRI1
premutasyon saptanmayan olgularda, tim genoma yénelik genomik kopya
sayisi degisimleri, ¢6zinlrliglu daha ylksek olan mikrodizin analizi ile
degerlendirilmistir.

4.1 - Olgularin Klinik Ozellikleri

Calismamiza dahil edilen 55 POY olgusunun tamami sekonder
amenore olup, yas ortalamalan 30,4+6,36 idi. Kadin Hastaliklari ve
Dogum Anabilim Dali tarafindan olgularin hormon profili (FSH, LH, E2,
progesteron, prolaktin, TSH, serbest T3-T4, DHEASO4, testesteron,
SHBG), tam kan sayimi, Anti-tiroid peroksidaz ve Antitiroglobulin,
karaciger ve bobrek fonksiyon testleri, glikoz tetkikleri, kan lipidleri
tetkikleri yapilmistir. Anamnezlerde hormon replasman tedavisi (HRT),
metabolik ve endokrin hastalik 6ykisu sorgulanmistir (Tablo 4.1). POY
tanisi ile Tibbi Genetik Anabilim Dali’'na yo6nlendirilen olgular sendromik
hastaliklar, ailesinde aciklanamamis mental retardasyon, gelisim geriligi,
demans, tremor/ataksi sendromu agisindan sorgulanmis ve sendromik
olmayan PQOY tanisi alan tim olgularda karyotip analizi ve FMR1 geninin
fragman analizi gergeklestirilmistir.

Tablo 4.1: Calismamiza dahil olan olgularin klinik 6zeti

Olgularin Klinik Ozellikleri
Klinik veriler Sekonder amenore (SA)
Olgu yasi 30,4%£6,36
Tanli yasi (ortalama) 27,4£6
Menars yasl (ortalama) 13,4+1
Tani FSH dizeyleri (>40 IU/L) 63,5
Ailesel POY 6 olgunun anne menopoz yas! 38
Tanidan dnce spontan gebelik 5 olgu
HRT kullanimi 14 olgu
Fertilite 36 olguda infertilite, 5 olgu
fertil, 14 olgu bilinmiyor
Metabolik-endokrin hastalik Guatr (olgu no 45)

4.2 -Frajil X Analiz Verileri Tekrar Sayisi Araliklari

Olgularda FMR1 geni CGG tekrar sayisi araliklarini belirlemek igin
Frajil X Sizing PCR kiti (Abbott) protokoll uygulanmistir.
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Calismaya dahil edilen 55 olgunun DNA izolasyonu sonrasi, DNA
miktari ve kalitesi Nanodrop spektrofotometre ile 6lcllerek érnekler 10-
25ng/um’ye ayarlanmistir. ABI 3130 kapiller jel elektroforez cihazina
yuklenen d&rneklerin analizi “Genemapper Generic” programinda
“microsatellite default metod” kullanilarak sirasiyla kisa ve uzun size
standart okumasi uygulanarak gerceklestirilmistir. Istenilen kalitede pik
elde edilemedigi durumlarda calisma tekrarlanmistir.

Olgulara ait fragman analizi sonuclari degerlendirildiginde en dusik
CGG tekrar sayisi 22,3, en yuksek tekrar sayisi da 39 olmak uzere
ortalama 29 CGG tekrar dizisi olarak tespit edilmistir. Genel toplumda CGG
tekrar dizileri 55-200 arasinda oldugu zaman premutasyon olarak
degerlendirilmektedir. Bu oran 45-200 arasinda oldugu zaman prematlr
over yetmezligi icin risk olusturmaktadir. Bizim analiz sonuglarimiza gére
premutasyon tastyicihdl gozlenmemistir. Sekil 4.1 ve 4.2'de iki farkli
olguya ait homozigot ve heterozigot fragman analizi géridntileri
verilmistir.

Tekrar piki

x piki

Sekil 4.1: FMR1 geninde tekrar sayisi 28 homozigot olan, 29 numarali olguya ait
fragman analizi goérintisa.

tekrar| | tekrar
piki piki

Sekil 4.2: FMR1 geninde tekrar sayisi 28 ve 29 heterozigot olan, 31 numarali olguya ait
fragman analizi gérintisa.
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4.3- Olgularda Saptanan Kopya Sayisi Degisiklikleri
(CNV'ler)

Tam genomdaki kopya sayisi degisikliklerinin degerlendirildigi a-CGH
analizlerinde dogru ve glvenilir analiz icin, genel olarak deneyin kalitesi ve
enzimatik etiketlemenin kalitesinin degerlendirildigi Feature Extraction
10.5.1.1 yazilimi tarafindan verilen kalite kontrol raporuna gdére, metrik
esik dedgerleri “mikemmel, iyi ve degerlendirilebilir * olan 0Orneklerde
analiz yapilmasi gerekmektedir. Deneylerimizde tim d&rnekler belirtilen
kriterlere uygun oldugu icin degerlendirmeler 55 o6rnek U(zerinde
gerceklestirilmistir.

Kopya sayisi degisiklikleri toplam 55 olgunun 22'sinde (~%40)
saptanmistir. Tablo 4.2’de de gorildigi lGzere 22 6rnekte toplam 15 farkh
bélgede CNV tespit edilmistir.

Cytogenomics 2.7.11.0 analiz programindaki aberasyon gértntilerine
ait ornekler Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6'da verilmistir.

Saptanan anomali tipleri dederlendirildiginde;
%60’Inin (9/15) delesyon,
%?27'sinin (4/15) duplikasyon,

%13’Gndn (2/15) ise ayni bdélgede hem delesyon hem de
duplikasyon oldugu gbézlenmistir.
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Tablo 4.2: aCGH Analiz Sonuglari

Baslangig Bitis Buyuklik Kayip/ Olgu | Tani s
Kromozom (bp) (bp) Kb Prob Kazang Gen No | yasi HRT | Infertilite
chri2p13.33 | 1.476.151 1.842.221 366.071 11 Amp | ADIPOR2 1 21 - +
chr3p13 70.921.422 71.113.993 192.572 5 Del FOXP1 2 15 + +
chrX@21.2 - | g6 144,038 | 88.305.581 |2.161.544 | 22 | Del |KLHL4,CPXCR1
g21.31 3 | 22| - +
chr3pi13 70.868.754 | 71.041.666 172.913 4 Del | FOXP1
chr2q21.2 27.230.992 27.656.313 425.322 27 Del MPV17,EIF2B4,UCN
4 17 + | bilinmiyor
chr16qg24.3 89.765.758 90.111.263 345.506 25 Del FANCA,SPIRE2
chr§g§31.3 " | 156.720.708 | 157.439.740 719.033 11 Del NR4A2 7 18 - bilinmiyor
chr8p12 31.110.570 | 31.497.313 386.744 4 Del | NRG1
8 23 + +
chri6p13.3 333.753 863.069 529.317 12 Del AXIN1
chr4p16.2 4.673.284 4.979.914 306.631 6 Amp MSX1
chr15g26.3 100.872.892 | 102.256.748 | 1.383.857 35 Del ADAMTS17,PCSK6 9 36 - bilinmiyor
chri6p13.3 2.565.008 2.963.720 398.713 15 Amp | PDPK1
chr3pi13 70.921.422 | 71.041.666 120.245 3 Del | FOXP1 11 | 33 - | bilinmiyor
chr2q24.1 | 156.522.754 | 157.511.681 | 988.928 13 Del | NR4A2
13 30 - bilinmiyor
chrXp22.33 169.064 2.362.192 2.193.129 | 79 Amp | ASMTL,P2RY8,SHOX
chrXp22.33 169.064 2.778.548 2.609.485 | 94 Amp | ASMTL,P2RY8,SHOX 14 22 - bilinmiyor
chr15g26.3 101.607.232 | 102.351.195 743.964 22 Del PCSK6
15 29 - +
chrxp22.33 169.064 2.778.548 | 2.609.485 | 94 Amp | ASMTL,P2RY8,SHOX
chrxp22.33 298.292 2.362.192 | 2.063.901 | 75 Amp | ASMTL,P2RY8,SHOX | 17 | 22 | + +
chrxp22.33 169.064 2.778.548 | 2.609.485 | 94 Amp | ASMTL,P2RY8,SHOX | 19 | 32 | + +
chr2p21 44.173.246 | 44.218.777 45,532 3 Del |LRPPRC 20 | 32 - +
chrXp22.33 298.292 2.778.548 2.480.257 | 90 Amp | ASMTL,P2RY8,SHOX | 21 26 _ +
chr10g21.3 | 69.583.117 | 69.748.511 165.395 6 Amp | SIRT1,HERC4 24 | 38 | + -
chr7p22.3 227.765 1.370.682 | 1.142.918 | 18 Del | SUN1
30 37 - +
chr15q26.3 | 101.421.655 | 102.369.897 | 948.243 27 Del | PCSK6
chr3q26.31 | 172.694.812 | 172.766.774 | 71.963 3 Amp | SPATA16 31 | 28 - | bilinmiyor
chr3pi3 71.573.829 | 71.733.309 159.481 5 Del | FOXP1
32 24 - bilinmiyor
chr15g26.3 101.421.655 | 102.383.473 961.819 28 Del PCSK6
chrXp22.33 209.659 2.709.086 2.499.428 | 91 Del ASMTL,P2RY8,SHOX | 33 28 - +
chr15g26.3 101.421.655 | 102.310.654 889.000 25 Del PCSK6 44 29 - +
chr3pi13 70.921.422 | 71.113.993 192.572 5 Del | FOXP1 53 | 29 - +
CNV Gozlenen Toplam Hasta Sayisi 22
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Gene View :chrX @ 334154,72-2339083,03 , 2.00 Mb
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Sekil 4.3: 17 nolu olguda Xp22.33 bdlgesi duplikasyonu (2,00 Mb) a-CGH gorintisu
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Sekil 4.4:Bes olguda gbézlenen (9,15,30,32,44) 15q26.3 bdlgesi delesyonu (1.38Mb)

a-CGH goruntisa
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Sekil 4.5:0Igu 13’e ait 2q24.1 bdlgesi delesyonu (0,98 Mb) a-CGH gorintisi

Sekil 4.6:0Igu 3’e ait Xq21.2-g21.31 bélgesi delesyonu (2,16 Mb) a-CGH gorintisu
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4.3.1 Saptanan Anomalilerin Kromozomlara gore Dagilimlari
Anomaliler kromozom tipleri acisindan dederlendirildiginde;

13 tanesi otozomal kromozomda iken 2 CNV X kromozomuna
lokalizedir.

Toplam 8 olguda gb6zlenen X kromozomu kopya sayisi
degisimlerinden 2 tanesi delesyon (Xp22.33 ve Xqg21.2-g21.31) ve 6
tanesi de ayni bdlgede (Xp22.33) kazanc olarak tespit edilmistir.

Otozomal kromozomlardaki anomalilere (13 anomali) bakildiginda 8
tanesinin delesyon, 4 tanesinin kazang ve 1 tanesinin de (16p13.3) hem
kaylp hem kazang tipinde oldugu go6zlenmistir. Kopya sayisi
dedisikliklerinin kromozomlara gore dadilimlari Tablo 4.3'de ve Sekil
4.7'de verilmistir.

Tablo 4.3: Kopya sayisi dedisikliklerinin kromozomlara gére dagilhmi

Kromozom Kromozom Bdlgesi E:;’;E/g Siklig Oﬁgjligsgl
g23.3 - g24.1 Del 3,64% 2
2 g21.2 Del 1,82% 1
p21 Del 1,82% 1
3 pl3 Del 9,09% 5
q26.31 Amp 1,82% 1
4 pl16.2 Amp 1,82% 1
p22.3 Del 1,82% 1
pl2 Del 1,82% 1
10 q21.3 Amp 1,82% 1
12 pl13.33 Amp 1,82% 1
15 q26.3 Del 9,09% 5
16 pl13.3 Amp/Del 3,64% 2
q24.3 Del 1,82% 1
« p22.33 Amp/Del 12,73% 7
q21.2 - q21.31 Del 1,82% 1
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Sekil 4.7: Kopya sayisi dedisikliklerinin kromozomlara gére dagihmi

Yukarida da ifade edildigi gibi kromozom Xp22.33 bdlgesi anomalileri
7 olguda (%12.73) gbzlenmistir. Bu bélgede POY ile iligkili ASMTL, P2RYS,
SHOX genleri lokalizedir.

Kromozom 3pl3 bdlgesinde FOXP1 genini iceren delesyon 5 olguda
(%9,09),

Kromozom 15g26.3 bdlgesinde PCSK6 genini iceren delesyon 5
olguda (%?9,09)

Kromozom 2g23.3-q24.1 bdlgesinde NR4A2 genini iceren delesyon iki
olguda (%3,64) gobzlenmistir. Tablo 4.3'de de goéraldigu gibi diger
anomaliler birer olguda saptanmistir. Kopya sayisi degisikliklerinin genlere
gore dagilimi Tablo 4.4'de g6zlenmektedir.

Tablo 4.4: Kopya sayisi dedisikliklerinin genlere gore dagilhmi

Genler Gozlenen Olgu | g1, Gézlenen Olgu Kayip/

Sayisi Kazang

ASMTL,P2RY8,SHOX 7 12,73% | 13,14,15,17,19,21,33 | Amp/Del
FOXP1 5 9,09% 2,3,11,32,53 Del
PCSK6 5 9,09% 9,15,30,32,44 Del
NR4A2 2 3,64% 7,13 Del
NRG1 1 1,82% 8 Del
SPATAL6 1 1,82% 31 Amp
AXIN1 1 1,82% 8 Del
ADIPORZ 1 1,82% 1 Amp
FANCA, SPIRE2 1 1,82% 4 Del
MSX1 1 1,82% 9 Amp
ADAMTS17 1 1,82% 9 Del
PDPK1 1 1,82% 9 Amp
KLHL4,CPXCR1 1 1,82% 3 Del
SIRT1,HERC4 1 1,82% 24 Amp
SUN1 1 1,82% 30 Del
MPV17,EIF2B4,UCN 1 1,82% 4 Del
LRPPRC 1 1,82% 20 Del
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Kromozom 15926.3 (PCSK6) boélgesinde delesyon saptanan
olgulardan 15 numaral olgu ile 15926.3 (PCSK6) ve 3p13 (FOXP1) bélgesi
delesyonu saptanan 32 numarali olguya ait anne-baba aCGH sonucuna
gore olgulara ait delesyonlarin de novo oldugu gozlenmistir.

Olgularda saptanan CNV'lerin konfirmasyon calismalari FISH analizleri
ile gerceklestirilmistir. Ancak tim anomali bdlgelerine spesifik FISH
problari temin edilemediginden, calismamizda en sik gbzlenen anomali
olan kromozom Xp22.33 boélgesi duplikasyonu ile 6 olgu, kromozom
15g26.3 bolgesi delesyonu ile 5 olgu toplam 11 olguya ait anomaliler FISH
analizleri (sirasiyla kromozom 15q telomer -Abbott ToTelVysion vial 10 ve
Microdeletion SHOX- Cytocell) ile degerlendirilmis ve konfirme edilmistir
(Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).

Sekil 4.8:Bes olguda gdzlenen (9,15,30,32,44) 15926.3 bélgesi delesyonunun 44
numarali olgudaki FISH gériintiisii. (a)interfaz hiicreleri, (b)Metafaz : Telomerik 10p ve
159 (Sp.Green), telomerik 15q ve 10q (Sp.Red),15.kromozomda LSI PML (Sp.aqua).
15q'ya ait tek sinyal oldugu igin delesyon goézlenmistir.

Sekil 4.9: Alti olguda gbzlenen (13,14,15,17,19,21) xp22.33 bdlgesi duplikasyonun 15
numaral olgudaki FISH gériintisi. (a)interfaz hiicrelesi, (b)Metafaz : Kromozom Xp
SHOX sinyali (Sp.red), kromozom X sentromer sinyali (Sp.aqua). (a)’da SHOX bdélgesinde
duplikasyon (kirmizi sinyal), iki adet X kromozom sentromer sinyali
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Calismamizda saptanan tim CNV'ler, polimorfizmler acisindan;

e DGV (Database of Genetic Variant)
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home), ("Database of Genomic
Variants," 2014a)

e PubMed kapsayan NCBI (National Center for Biotechnology
Information)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),

e UCSC (University of California, Santa Cruz)

(http:// genome.ucsc.edu/),

e GeneCards (http://www. genecards.org/),

e DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in
Humans Using Ensembl Resources ) (http://decipher.sanger.ac.uk/)

e OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) (http://omim.org/)

veri tabanlan kullanilarak analiz edilmistir. Yliksek frekansta saptanan
CNV’ler benign polimorfizmler olarak dedgerlendirilerek analize dahil
edilmemiglerdir.

Kontrol popllasyonlart ile c¢alismamizda saptanan CNV'lerin
istatistiksel olarak karsilastiriimasi sonucu anlaml farkhliklarin goézlendigi
CNV’ler Tablo 4.5'de, anlamlihk saptanmayan CNV'ler ise Tablo 4.6’da
verilmistir. Tablo 4.5’de de goérildigi gibi istatistiksel 6nemi olan 4 adet
kromozomal bdlgeye ait CNV bulunmaktadir. Bu bdlgelerin 3 tanesi kayip
(3p13, 15026.3 ve Xg21.2-21.31), 1 tanesi kazang (Xp22.33) olarak
gozlenmistir. Gozlenen degisiklikler FISH yéntemi ile dogrulanmistir.

Tablo 4.5: POY galisma grubuna (n =55) ait istatiksel 6nemi olan bdlgeler.

Kazang Kayip
Kromozomal Bélge P value P value Referans
Olgu Kontrol Olgu Kontrol
N=55 N=55
chrX:1821901- dgvID 2947981
2/270 |0,0160 0/270 | 0,3130
3194365 esv2758854
Xp22.33 6 1
dgvID 3290004
SHOX 0/96 |0,0090 3/96. 0,6050
esv2739508
dgvID 9425578
3p13 (FOXP1) - 0/95 - 5 1/95. 0,0450
nsv834727
dgvID 5957296
PCSK6 77771 | 90080 0/771 | 0,0190
p<0.01 esv34275
dgvID 8501521
15926.3 ALDH-LRRK1 - 0/265 - 5 3/265 | 0,0430
nsv469824
dgvID 9373534
ADAMTS17 1/112 |0,3150 0/112 | 0,0190
nsv817711
Xq21.2-g21.31 | CPXCR1 0/2356 1| 252/2366 | 0,000 |davID 8780129
aet-erast. ' P<0.001| psy515219
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Tablo 4.6: POY calisma grubuna (n =55) ait istatiksel Gnemi olmayan bdélgeler.

Kazang Kayip
Kromozomal Bélge P value P value Referans
Olgu Olgu
Kontrol Kontrol
N=55 N=55
dgviD 1220192
AXIN1 - 1/181 | 0,3160 1 0/181 |0,3130
esv2422427
16p13.3
dgviD 2949194
PDPK1 1 5/270 |0,9860 - 1/270 |0,3160
esv2760067
dgviD 3271504
24923.3 - q24.1 (NR4A2) - 0/96 - 2 1/96. |0,1500
esv2721008
dgviD 9422133
8pl12 (NRG1) - 1/95 10,3150 1 0/95 0,1500
nsv831282
dgviD9420646
3926.31 (SPATA16) 1 1/95 10,7130 - 0/95 -
nsv829795
) dgviD9423155
12p13.33 (ADIPOR2) 1 0/95 0,3130 - 11/95. -
nsv832304
dgviD
16g24.3 11591763
- 9/62. - 1 1/62. |0,9320
(FANCA,SPIRE2) nsv428331
dgvID 5938745
4pl16.2 (MSX1) 1 0/7 0,3130 - 0/7 -
esv34196
Xq21.2- dgviD 8420687
51 .'31 KLHL4 - 1/2026. | 0,3170 1 0/2026 | 0,3130
gzl esv526412
dgvID 9305824
10g21.3 (SIRT1,HERC4) 1 0/17421]0,3130 - 1/1742110,3170
nsv551433
dgviD 3284164
7p22.3 (SUN1) - 0/92 - 1 2/92. 10,8800
esv2733668
dgviD 8484221
2p21 (LRPPRC) - 1/1557.10,3170 1 0/1557 | 0,3130
nsv457174
2g21.2 dgviD 9424465
(MPV17,EIF2B4,UCN) - 1/95. |0,3150 1 0/95 0,1500 nsv833614
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5- TARTISMA

POY etiyolojisinin yaklasik %?20'sinden ailesel genetik nedenler,
%10’'undan X kromozom anomalileri sorumludur. Fragile X mental
retardation (FMR1) premutasyonu POY olgularinda %6-13 siklidinda
gbzlenmektedir (Marozzi vd., 2000; Shelling, 2000). Calismamizda ilk
olarak kromozom analizleri normal, sendromik olmayan 55 POY
olgusundaki CGG trinukleotit tekrarlari sonucu olusan premutasyon
tastyicihigini belirlemeye yonelik, FMR1 Sizing PCR teknigi ile dinamik
mutasyon fragman analizi yapiimistir. FMR1 premutasyon saptanmayan
olgularda, tim genoma vyodnelik genomik kopya sayisi degisimleri,
¢OzUnarliglu daha yiksek olan a-CGH analizi ile degerlendirilmistir.

POY tanisi alan 55 olgunun fragman analizi sonuglari en disuk tekrar
sayisi 22.3, en ylksek tekrar sayisi 39 olmak Ulzere ortalama 29 CGG
trintkleotit tekrar dizisi olarak tespit edilmistir. Normal popullasyonda 29-
30 civarinda olan CGG trinlikleotit tekrar sayisi 45’lere ulastiinda over
yetmezligi baslamaktadir. Genel toplumda ise bu oran 55-200 arasinda
oldugu zaman premutasyon olarak degerlendiriimektedir. Idiyopatik POY
tanisi alan olgularin %3’G premutasyon tasirken, aile hikayesi olanlara
ilave olarak, ailesinde agiklanamamis mental retardasyon, gelisim geriligi,
demans, tremor/ataksi sendromu hikayesi olan kadinlarda risk daha da
artmakta ve bu oran ailesel vakalarda %12 dolaylarina ulasmaktadir
(Marozzi vd., 2000; Shelling, 2000). Fragile-X cocuk sahibi ve POY olan 12
kadinda yapilan calismada premutasyon tasiyicihgr orani %6,6 olarak
bildirilmistir (Tural vd., 2014). Bizim olgularimizda Frajil X cocuk sahibi
olma veya ailesel mental retardasyon 6ykusid yoktu ve Fragman analizi
sonuglari en yuksek tekrar sayisi 39 olmak Uzere, ortalama 29CGG
trinUkleotit tekrar dizisi olarak tespit edilmistir. Bu oranlar Frajil X
premutasyon taslyicihdi icin risk oranlari disinda, normal popilasyonda
gbzlenen sinirlarda kalmaktadir. Bizim analiz sonuglarimiza goére
premutasyon tasiyiciigi gézlenmemistir.

Kompleks ya da multigenik olarak adlandirilan multi faktoériyel
hastaliklarin nedenlerinin arastinlmasi calismalart SNP’lerden sonra
CNV'lerin  tanimlanmasini  da saglamistir. Referans genom ile
karsilastirildiginda, 50bp-1 kb’dan daha bilyilk yapisal degisiklikler “kopya
sayisi farklihklari” (CNVs) olarak adlandirilmaktadirlar.

POY etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamis olsa da kromozom
anomalileri, monogenik dlzensizlikler ile poligenik-multifaktériyel etkileri
iceren genetik faktorlerin 6nemli oldugu ifade edilmektedir (Shelling &
Ferguson, 2007). POY etiyolojisinin %?20'sini ailesel genetik nedenler
olustururken Triple X sendromu, mozaik Turner sendromu, X kromozomu
delesyonlar ile X-otozom translokasyonlari gibi kromozom dtzensizlikleri
POY olgularinin %10’'unda rapor edilmektedir (Bennett vd., 2010).
Mikroarray teknolojilerinin gelismesi ile beraber diger multigenik
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hastaliklar ile birlikte POY'un etiyolojisinin belirlenmesine yodnelik
calismalar da hiz kazanmistir.

Ilk calisma Aboura ve arkadaslari tarafindan 2009 yilinda
gerceklestirilmigtir. POY tanisi almis 99 kadinda geleneksel karyotip analizi
ve 4500 BAC mikroarray uygulanmistir. 3’0 X kromozomu, 28’i otozomal
kromozomlar Gzerinde olmak lzere toplam 31 CNV belirlenmistir. Veriler,
“Database of Genomic Variants” veri tabaninda kontrol popullasyonlarla
karsilastirildiginda 8 farkli kromozomal bélgede (1p21.1, 5p14.3, 5q13.2,
6p25.3, 149q32.33, 16pll.2, 17912 ve Xq28) istatistiksel dneme sahip
CNV saptanmistir. Beyaz irk POY hastalar arasinda yapilan bu calisma,
genis toplulukta CNV analizine ydénelik rapor edilen ilk calismadir. 7’'si
otozomal, 1'i X kromozomunda bulunan CNV icinde dremede rol alan 5
POY aday geni (DNAH5, NAIP, DUSP22, NUPR1,AKT1) bulunmustur
(Aboura vd., 2009). Bizim cgalismamizda otozomal kromozomlar igin
bildirilen CNV’ler ile ortak CNV'ye rastlanmamistir. X kromozomunda
saptanan CNV’'ler ise farkh boélgelerde lokalizedirler.

Quilter ve arkadaslan tarafindan 2010 yilinda yayinlanan diger bir
calismada kromozom X’deki CNV’lere odaklaniimistir. 42 idiyopatik POY
olgusunda vyapilan calismada X/Y tiling path BAC array kullaniimistir.
Arastiricilar  otozomal kromozomlara iliskin  herhangi bir CNV
bildirmemislerdir. Ilgili caismada, array dizayninda otozomal kromozom
bolgeleri icin daha dluslk ¢ozlnurlikte (1 Mb) dizi kullaniimasi nedeniyle
otozomal kromozomlarda CNV saptanmamasi beklenen bir bulgudur.
Kromozom Xp ve Xq uzerinde POF1B gibi daha dnceden de POY ile iligkili
oldugu dusinilen genlerin bulundugu bodlgelerde dahil olmak lzere 15
CNV tanimlanmistir. Bu bdlgelerde lokalize XNPEP2, UTP14A, CENPI,
PCDH19, VCX, STS, ZFX, BCORL1, USPSX, TSPANZ7, POF1B, AIFM1
genlerinin  POY ile iliskili olabilecedi bildirilmistir. Tespit edilen
degisikliklerin cogunu konfirme etmek amaciyla CNV'ler icindeki segilen
gen bodlgelerine spesifik Quantitative PCR, ekspresyon paternlerinin
belirlenmesi amaciyla da reverse transcription Real Time-PCR ydntemleri
kullanilmistir. Bizim calismamizda Quilter ve arkadaslarinin tanimladigi
CNV Dbdlgeleri ile birliktelik gosteren ortak gen ve CNV boélgeleri
tanimlanmamistir (Quilter vd., 2010).

S. Ledig ve arkadaslarinin yaptigi bir diger calismaya da 30’u ovarian
disgenezis (OD) olgusu olmak Uzere, toplam 74 POY bulgusu gdésteren
kadin dahil edilmistir. Calismada Human Genome CGH Microarray Kit 105A
kullanilmistir. OD puberte dncesinden itibaren folikll kaybi ile karakterize,
sonucunda POY gelisen en siddetli tablodur. Bu tablonun gelismesinde rol
oynayan genetik olan veya olmayan nedenler tam olarak ortaya
konulamamistir. Calismada 29 mikroduplikasyon ve 15 mikrodelesyon
bulunmustur. Bu CNV'lerin yalnizca %4'tnin kromozom X ile iliskili oldugu
gbérilmastur. Delesyon saptanan bdlgelerle bizim bulgularimiz arasinda
herhangi ortak kromozom lokalizasyonu veya gen bulunmamaktadir.
Ancak duplikasyon olarak tanimlanan 1 CNV bélgesinin bizim bulgularimiz
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ile ayni kromozomal lokalizasyonda (2p21) oldugu gézlenmektedir (Ledig,
Ropke, & Wieacker, 2010).

Arastiricilar 2p21 kromozomal lokalizasyonunda (chr2:44,111,964-
44,271,858) PPM1B geninin POY ile iliskili olabilecegini bildirmislerdir.
Ancak, belirtilen genin lokalizasyonunun Build GRCh37:Feb.2009, hg1l9
veri tabaninda (chr2:44,396,000-44,436,571) bolgesinde oldudu; Ledig ve
arkadaslan tarafindan belirtilen lokalizasyonda LRPPRC (Leucine rich PPR
motif-containing protein) geni oldugu goézlenmistir. Yaklasik ayni bélgenin
bu calismada duplikasyonu saptanirken, bizim calismamizda delesyonu
saptanmistir. LRPPRC geni cok sayida pentatricopeptide tekrari olan bir
l6sin-zengini  protein (PPR) kodlamaktadir. Proteinin  kesin roli
bilinmemekle birlikte calismalar; htcresel iskelet organizasyonu, vezikiler
tasima veya nukleer ve mitokondriyal genlerin transkripsiyonel
diizenlenmesinde rol oynadigini bildirmektedir (Sasarman 2010). Olgun
oositlerde her mitokondride bir adet mtDNA kopyasi bulunur.
Protein Oncelikle mitokondriye lokalizedir ve bir N-terminal mitokondriyal
hedef dizisine sahip oldugu tahmin edilmektedir. Olgun mitokondrial
mRNA'nin olusmasi ve formasyonunda gérevlidir. Ozellikle transkripsiyonel

activator PGC-1 karaciger glikoz homeostasisinde, enerji
metabolizmasinda ve nlkleer reseptor aktivasyonunda rol oynadidi ifade
edilmektedir. Fransiz-Kanadali populasyonunda bu gendeki

mutasyonlar Leigh sendromu ile iligkilendirilirken ylUksek dlzeyde
ekspresyonu gastrik kanserlerde biyomarker olarak O6nerilmektedir.
LRPPRC delesyonlarina ait bir bilgiye ulagilamamistir (Li vd., 2014). Ledig
ve arkadaslari, CNV bdlgelerindeki otozomal kromozomlara lokalize
genlerin cogunlugunun mayoz, DNA onarimi ya da over foliklilogenez ile
iliskili genler oldugunu, reproduktif olgularda hastaligin genetik temelinin
olusmasina X kromozomu kadar, otozomal kromozomlarinda katki
sagladigini bildirmislerdir. Bizde c¢alismamizda X kromozomu kadar
otozomal kromozomlara lokalize, mayoz ve foliklilogenez ile iliskili oldugu
bildirilen genlerinde bulundugu CNV'ler gézlemledik.

Knauff ve arkadaslari tarafindan 99 POY olgusunda yapilan calismada
ADAMTS19 geni PQOY icin aday gen olarak gosterilmistir (E. A. Knauff vd.,
2009). Bizim calismamizda ADAMTS gen ailesinin bir baska Uyesi olan
ADAMTS17 geninin dahil oldugu, kromozom 15g26.3 bélgesinin 9 numarali
olguda delesyonu saptanmistir.

ADAMTS proteinleri kendilerine birgok islev kazandiran farkl
ozellesmis kisimlardan (Domain) olusmus protein ailesidir. Karaciger
sirozu patogenezinde, embriyonik gelisimde Marfan sendromundaki
ektopia lentis olayinda roli olan farkh fonksiyonel ADAMTS proteinleri
bildirilmekle beraber ADAMTS19 ve ADAMTS1 proteinleri POY (Pyun, Kim,
Cha, & Kwack, 2014) ile iliskilendirilmistir = (Comertoglu, Sarikaya,
Demirel, Akyol, & Demircan, 2014). ADAMTS17 mutasyonlarinin kisa boy
ve ekstremiteler, lens dislokasyonu, zayif cilt ve eklem hareket kisitlihgi ile
karakterize “Weil Marchesani Sendromu” ile iligkili oldugu disinutlmektedir
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(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home). Ancak, literatir  taramasinda
ADAMTS17 ile ilgili verilerin henliz ¢cok sinirli oldugu goézlenmistir.

Knauff ve arkadaslan tarafindan 108 beyaz irk POY olgusu ve 235
saghkli kontrol grubunun bulundugu calismada; X kromozomuna spesifik
SNP’lerin belirlenmesi amaciyla 370K CNV BeadChips array kullaniimistir.
Bu calismanin ayni olgu grubunda 60K array calismasinin kontrol calismasi
olarak tasarlandigi belirtilmistir. Toplam 16 hastada Xq21 bodlgesinde
PCDH11X (protocadherin 11 X-linked) ve TGIF2LX (TGFB-induced factor
homeobox 2-like, X-linked) genlerinin delesyonunu bildirmislerdir.
TGIF2LX geni erkek infertilitesi ile iliskili olup spermatogonial kok
hicrelerin dlizenlenmesi ve codalmasinda 6nemli rol oynamaktadir, ancak
kadinlardaki  roli  tanimlanmamistir.  Xp22.33  bdélgesinde PAR1
(pseudoautosomal regionsl): SHOX (short stature homeobox), ASMTL (N-
acetylserotonin O-methyltransferase-like) ve P2RY8 (Purinergic Receptor
P2Y, G-Protein Coupled, 8) genlerini kapsayan bdlgede SHOX genine ait 3
olguda, ASMTL genine ait 5 olguda, P2RY8 genine ait 7 olguda duplikasyon
bildirmislerdir (A. Knauff, 2009; E. A. Knauff vd., 2011). Bizim
calismamizda da bu genleri iceren bdlgede 7 olguda duplikasyon
saptanmistir. ASMTL gen UruinU ovaryan foliklllerde yluksek ekspresyonu
olan bir enzimdir. Daha sonra da anlatilacagi Gizere Norling ve arkadaslari
calismalarinda ASMTL (%4,6) ve P2RY8 (%®6,5) genlerini POY icin aday
gen olarak o6énermislerdir (Norling vd., 2014). Calismamizda kontrol
popllasyonlari ile yapilan karsilastirmada, saptadigimiz bu bolgeye iliskin
duplikasyonun anlamh dizeyde farkhlik gosterdigi saptanmistir.

McGuire ve arkadaslari tarafindan 89 POY olgusu ile yapilan calismada
otozomal kromozomlarda HumanCNV370-Dou DNA Analysis BeadChip ve
Human 660W-Quad vl DNA Analysis BeadChip kullanilmistir. Kontrol
populasyonu olarak DGV verileri kullaniimistir. ("Database of Genomic
Variants," 2014a) Uzunluklari 0.1 Mb-3.4 Mb arasinda toplam 198 CNV
tanimlanmistir. Altisi gen kodlayan bdlgelerde olmak Uzere yedi yeni
mikrodelesyon belirlenmistir (8g24.13, 10p15-p14, 10g23.31, 10g26.3,
15925.2 ve 18g21.32). Bu bdlgelerde daha 6nceden knockout farelerde
POY’a neden oldugu bilinen SYCE1 ve CPEB1 genleri bulunmaktadir. Bizim
calismamizda bu bdlgelere iliskin herhangi bir degisiklik gdzlenmemistir.
Ancak, bu calismada mikroduplikasyon olarak tespit edilen 17 adet CNV
bélgesinden biri olan 4p16.2 bdlgesinde 0.23 Mb, bizim calismamizda da 9
numarall olguda 0.30 Mb bulydkliglinde mikro duplikasyon saptanmistir.
Kontrol popilasyonunu ile yaptigimiz karsilastirmada istatistiksel olarak
anlamli bir farkhhk gézlenmemistir. Ancak kontrol populasyonu verileri
sadece 7 olguda FISH ile yapilan analizlere iliskin verilerdir. Kontrol
populasyon sayisinin sinirli olmasi nedeniyle istatistiksel olarak farklihgin
gbzlenmemesi beklenen bir sonuctur. Kromozom 4p16.2 bdlgesinde MSX1
geni yer almaktadir (McGuire vd., 2011). MSX1 geni kas segment
homeobox ailesinin Uyesini kodlamaktadir. Cekirdek transkripsiyon
kompleksi ve diger homeoproteinlerin interaksiyonu yoluyla embriyogenez
sirasinda bir transkripsiyon represoért olarak gérev yapmaktadir.
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Yapilan hayvan deneylerinde MSX1'in baskilanmasi durumunda oosit
maturasyonunda, embriyo vyarilanma oranlarinda ve cgesitli genlerin
ekspresyon potansiyellerinde azalma gbézlenmistir. Bu bulgular deneklerde
oosit ve preimplantasyon embriyo gelisiminde o6nemli rolid oldugunu
desteklemektedir. MSX1 baskilanmasi ile transkripsiyonun DNA’ya bagh
dizenlenmesinde rol oynayan ZNF proteinlerinin, kromozom
segregasyonunda goérev alan RIOK3 ve AURKA ekspresyonlarinin da
azaldigi gbézlenmistir. Tersine MSX1 ifadesinin ylksek oldugu durumlarda
da mayoz spesifik nlkleer yapisal proteinlerin (MNS1, LGALS3, IFNT
RPL23, PLACS8) transkriptleri artmaktadir. Ayrica memeli ovaryumlarinda
BMP aracili apoptoz sinyallerinin dizenlenmesinde etkilidirler. Ylksek
dizeyleri fare uterus epitelyumunda gdézlenmis ve embriyonik
implantasyon sonrasi uterusu koruma amaciyla dizeylerinin azaldigi
bildirilmistir (Tesfaye vd., 2010).

Norling ve arkadaslari tarafindan 26 POY olgusunda 1M array-CGH
platformu kullanilarak yapilan calismada 8 bdélgede delesyon ve 5 bdlgede
de duplikasyon tanimlanmistir. 15g26.2 bdlgesi delesyonu, 12p13.33
bélgesi duplikasyonu bizim calismamizla da ortak olan kromozomal
lokuslardir, ancak baslangi¢c ve sonlanma bp konumlari agisindan farkhlk
gbstermekte ve dolayisiyla gen igerikleri de farkli olmaktadir.

Duplikasyon agisindan ortak olan bir diger kromozomal lokus Xp22.33
bolgesidir. Bu bdlgeye lokalize ASMTL  (Acetylserotonin  O-
methyltransferase-like) geninin  POY icin aday gen olabilecegi
vurgulanmaktadir. ASMTL gen UGrinu, ovaryan foliklllerde yulksek
ekspresyonu olan bir enzimdir. Bizim calismamizda da 13-14-15-17-19-
21-33 numarall olgularda SHOX, ASMTL ve P2RY8 genlerini iceren ayni
bélgenin duplikasyonu saptanmistir. Daha 6ncede belirtildigi gibi Knauff ve
arkadaslarn tarafindan yapilan calismada da SHOX, ASMTL ve P2RY8
genlerini kapsayan bdélgenin duplikasyonu saptanmis ve bu genlerin POY
ile iligkili olabilecegi bildirilmistir. Bu baglamda bizim calismamiz, bu
genleri iceren bdlge duplikasyonlarinin POY ile iliskili olabilecegini 6ngéren
Uglncl calismadir (Norling vd., 2014).

Tachdjian ve arkadaslari SHOX gen duplikasyonlar ile ilgili olarak
46,XX kadinlara goére POY riskinin daha ylksek oldugunu savunmustur.
47 XXX kadinlarda POY sikliginin yiksek olmasi buna bir destek olabilir.
Ayrica, Xp duplikasyonu, mayoz bdélinme sirasinda X kromozomu krosing
overinde parca dedisiminin bozulmasina ve oosit deplesyonuna neden
olabilir (Tachdjian vd., 2008).

Fenotip g6z onine alindiginda, SHOX gen delesyonunun boy kisalgi
ile iliskili oldugunu bildiren ¢ok sayida yayin mevcuttur (Dauber,
Rosenfeld, & Hirschhorn, 2014). Xp duplikasyonu ile uzun boy arasindaki
iliski halen belirsizligini korumaktadir. Ogata ve arkadaslari, boy
uzunlugunun belirlenmesinde SHOX protein seviyeleri ve cinsiyet
steroidleri arasinda karmasik bir etkilesim oldugunu ve fenotipin farkli
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olabilecegini bildirmislerdir (Colao vd., 2013; Ogata vd., 2001). Bu
belirsizligin olusmasina bireyler arasinda X kromozomunun dozaj etkisinin
fenotipe farkli yansimasinin etkili olabilecegini bildirmislerdir (Kearney,
Thorland, Brown, Quintero-Rivera, & South, 2011).

X kromozomuna ait kaylp ve kazan¢ anomalilerinin fenotipe
yansimasinin yorumlanmasinda hemizigot erkeklerde gbzlenen
duplikasyon ve/veya delesyonlarin incelenmesi daha anlaml olacaktir.
Ancak erkeklerde bazi X kromozomuna lokalize genl anomalileri letal
olabilmektedir. Bu nedenle ayni gen anomalileri XX genotipte
degerlendirilirken dozaj etkisi yerine fenotip dikkate alinmalidir. X
kromozomu anomalileri ile iliskili fenotip c¢esitliligini, X kromozomu
anoploidileri (47,XXY ya da 45,X) ve X-inaktivasyonu etkilemektedir
(Kearney vd., 2011). Tum bu bilgiler dogrultusunda diger Xp lokalize
genlerle birlikte SHOX geni duplikasyonlarinin patolojik etkisinin
belirlenmesi igin spesifik gruplarda galismalara ihtiyac duyulmaktadir.

CNV bdlgeleri ve icerdikleri genler

aCGH analizi caismamiza dahil edilen 55 olgunun 22'sinde (~%40)
15 CNV tespit ettik. Bu CNV bdélgeleri iginde patojenik olmasi muhtemel
CNV'ler ve genler Tablo 4.4'de 6zetlenmis ve asagida tartisiimistir.

Toplam 5 olguda (2-3-11-32-53) kromozom 3p13 bdélgesinde yaklasik
120 kb-192 kb blytkliglinde delesyon saptanmistir. Bu bdlgede bulunan
FOXP1 (Forkhead Box P1l) geni, forkhead/winged-helix transkripsiyon
faktér ailesinin bir Uyesidir. Bu gen, gelisme sirasinda doku ve hicre
spesifik gen transkripsiyonunu dlizenlemektedir. Knockout fare
modellerinde normal doku gelismesi varken, apoptosis yoklugu
gorulmustur. Son vyillarda yapilan calismalarda meme, over, prostat
kanserlerinde bu genin ekspresyon kaybi gdézlemlenmistir. Bu bulgular
FOXP1 geninin bir timor baskilayici gen olabilecegini ortaya atmistir (Hu
vd., 2014). Mutasyonlarinda konusma bozukluklari, otistik bulgular,
mental retardasyon tanimlanmistir (Le Fevre vd., 2013).

Pariani, Mitchel ve arkadaslari konusma bozuklugu, hipertoni,
kontrakttrler ve BPES bulgulari olan bir olguda FOXP1 ve FOXL2 genlerini
iceren 3p14.1p13 bolgesinde 785 kb uzunlugunda delesyon
tanimlamislardir. BPES g6z kapagi anomalileri, mental degisiklikler ve POY
ile karakterize bir sendromdur ve FOXL2 (3q22.3) gen dedisiklikleri ile
karakterizedir (Albrecht vd., 2004; Pariani, Spencer, Graham Jr, & Rimoin,
2009). Kromozom 3pl3 bdlgesinde saptanan delesyon ile FOXL2
mutasyonu arasindaki iliski, ekspresyon calismalari ile ortaya
konabilecektir.

Calismamizda 5 olguda (9-15-30-32-44) kromozom 15g26.3
bélgesinde 0.74 Mb-1.38 Mb arasinda blylklige sahip delesyonlar
saptanmistir. Bu delesyon bdélgesi icinde PCSK6 (Proprotein Convertase
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Subtilisin/Kexin Type 6) geni bulunmaktadir. PCSK6, folikil maturasyonun
tim asamalarinda teka hlcrelerinde, erken antral asamada, graniloza
hlicrelerinde eksprese edilir. Knockout fare calismalarinda yaklasik 9 ayhk
bir siirecte over morfolojisinde patoloji, folikll sayisinda ciddi azalma hatta
tamamen kayip, ovaryan atrofi ve timdr olusumuna kadar giden fenotip
tanimlanmistir. Proproteinin biyoaktivasyonu, kolesterollin,
otokrin/parakrin sinyallerin dizenlenmesi, steroidegenezin, gonadotropin
sinyallerinin  kontrolinde meydana gelen hatalarin PCSK6 gen
ekspresyonundaki anomalilerden kaynaklandigi  vurgulanmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda overlerde doku homoostazisinin ve normal seliler
yapinin devami igin PCSK6 geninin kritik rol oynadigi dusintlmektedir
(Mujoomdar, Hogan, Parlow, & Nachtigal, 2011).

Kromozom 2q23.3-g24 bolgesinde yaklasik 900 kb blyutkliglinde
NR4A2 (Nuclear Receptor Subfamily 4, Group A, Member 2) genini iceren
bolgenin 2 olguda (7, 13) delesyonu gdzlenmistir. NR4A2 geni, nikleer
steroid-tiroid hormonu-retinoid reseptor ailesinin bir UGyesidir. Kodlanan
protein, bir transkripsiyon faktort olarak islev goérir. Ovaryan granulosa
hicreleri, follikulogenez gibi overian fonksiyonlarda &nemli roller
Ustlenmektedirler. FSH ve LH’a yanit olarak, grandlosa hicreleri igindeki
hlicre ici cCAMP dizeyinin yukselmesi bircok overgeninin aktivasyonuna yol
acmaktadir. NR4A ekspresyon anomalileri ile follikller gelisim arasindaki
dogrudan iliski Wu ve digerleri tarafindan bildirilmistir (Wu vd., 2005).

Bir olguda (olgu no 8) kromozom 8p12 bdlgesinde NRG1 (Neuregulin)
geninin dahil oldugu bdlgenin delesyonu go6zlenmistir. Ovulasyon,
preovulator foliklllerin kimullis ve granlloza hicreleri, LH ve aktive
olmus EGFR (ERBB1)/ERK1/2 vyolagi tarafindan wuyarilirlar. NRGI1
(Neuregulin) geninin iki transkripti granutloza hucrelerinde eksprese
olmaktadir.  Ovulasyon sirasinda ERK1/2 ile C/EBPB-bagimh yolaklar
araciligiyla NRG1 tip III indiklenmektedir. NRG1 muhtemelen graniloza
ve kiUmdilis hicrelerinde ERBB3/ERBB2 kompleksine baglanmaktadir.
Kdltire edilmis grantloza hucrelerinde, NRG1 selektif olarak ERK1/2'ye
karsi AKT/PKB'nin fosforilasyonu ile baskilanmaktadir. Tip III NRG1'nin
ekspresyonu ovulasyon sirasinda grantloza hucrelerinde uyarilmakta ve
uyarilan NRG1 granuloza ve kimullds hicrelerinde AREG kaynakli ERK1/2
fosforilasyonunu  gergeklestirmektedir. Calismalar NRG1  yolaginin
graniuloza hicrelerinde AREG kaynakli progesteron Uretimi ve kimdalius
bagimli mekanizma araciligiyla oosit maturasyonunun dizenlenmesi olmak
Uzere iki rolinu bildirmislerdir (Noma vd., 2011).

NRG1 geninin fonksiyon kaybi ile ilgili hayvan deneyleri mevcuttur.
NRG1 graniuloza hlicre duvarinda LH tarafindan uyariimaktadir.
Deneylerde, kimulis hcrelerinin protein kinaz C (PKC) ve Connexin-43
fosforilasyonuna bagli olarak anormal diizeyde aktive olmalari sonucu
erken mayotik bolinmelerin ortaya ciktigi, buna baglh olarak fertilizasyon
problemleri ile karsilasildigi ortaya konmustur. NRGI, anormal
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fertilizasyona yol acan prematir surecin oOnlenmesi ve kumullis
hicrelerinde protein kinase C  aktivasyonunu baskilayarak oosit
olgunlasmasinda rol oynamaktadir (Kawashima vd., 2014).

Bir olguda (olgu no 31) kromozom 3g26.31'de SPATA16
(Spermatogenesis Associated 16 ) geninin de bulundugu bdlgenin
amplifikasyonu saptanmistir. SPATA16 geni spermatogenezde gorevli bir
gendir. Golgi aparatina lokalize protein kodlar. Sperm akrosom, sperm
yumurta olusumu ile spermatogenezde etkin rol oynamaktadir. Gen
defektleri, Ozellikle homozigot mutasyonlari “Globozoospermia” hastaligi
ile iliskilendirilmis olup erkeklerde fertilizasyon problemlerine neden
olmaktadir. Globozoospermi, akrozomun tamamen yoklugu ile karakterize
sperm orta bdlgesinin organizasyonunun bozuk oldugu, infertilite ile
seyreden bir durumdur. Nadir gértlmektedir ve genetik nedeni tam olarak
belirlenememistir. Askenazi Yahudi ailesinin 6 erkek kardesinde (Ug
etkilenen ve Ug¢ saglikll) yapilan genom tarama analizinde etkilenmis
globozoospermili U¢ erkek kardeste akrozom olusumunda o6nemli role
sahip SPATA16 (spermle iliskili protein 16) geninde homozigot mutasyon
tespit edilmistir (Sermondade vd., 2011). Overlerde ise yasla azalan
ekspresyon duzeyi saptanmistir. Ancak kadinlarda duplikasyonunu
aciklayan literatlre rastlanmamistir.

Bir olguda (olgu no 8) kromozom 16pl13.3'de AXIN1 geninin de
bulundugu bdlgenin delesyonu saptanmistir. Bu gen axin (Dixit vd.,
2006)ve G protein sinyal domainlerinin dlzenlenmesinde goérevli bir
sitoplazmik protein kodlar. Bu protein, WNT1 sinyal yolaginin negatif
dizenleyicisi ve apoptatik uyaricisidir.  Mutasyonlari hepatoselller
karsinoma, hepatoblastomalar, ovarian endometrioid adenokarkinomalar
ve medullablastomalar ile iligskilendirilmistir. Gen Urand, insan kumdullds
hicreleri gelisme slrecinde WNT/{beta}-CATENIN sinyal yolaginin
baskilanmasinda timor baskilayici protein olarak tanimlanmistir (H.-X.
Wang, Tekpetey, & Kidder, 2009).

Bir olguda (olgu no 1) kromozom 12p13.33 bdlgesinde yaklasik 300
kb blyukliginde amplifikasyon saptanmistir. ADIPOR2 (Adiponectin
Reseptér2) gen Urind, Progestin ve AdipoQ reseptdr ailesinin bir Gyesi
olan, insillin sentezleyen, antiinflamatuar ve antiterojenik 6zellikleri olan
adiposit kaynakli bir plazma proteinidir. Insiilin direnci ve obesite arttikca
adiponektin dluzeyleri azalmaktadir. Bu nedenle adiponektin dlzeylerinin
dlistkligu metabolik sendrom ve tip 2 diyabet icin badimsiz risk
faktorleridir. Adiponektinin insulin direncini dlzeltici etkisi vardir.

Insiilin, endojen androjenin Uretimini artirmaktadir. Periferik direng
arttigi takdirde insilin artarak IGF-1 reseptorlerine baglanmakta ve teka
hicrelerinden androjen Gretimini uyarmaktadir. Karacigerden IGF baglayici
protein-I  (IGFBP-I) salgilanmasini  dusurerek ovaryan folikdllerin
olgunlasmasi ve steroidogenezde dlzenleyici roli olan IGF-1 ve IGF-2'nin
artmasina neden olmaktadir. Insiilin, ayrica over ve adrenal bezlerden
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steroid hormon sentezlenmesinden sorumlu sitokrom p-450c enziminin
etkisini arttirmakta ve bu nedenle androjen dlzeyleri artmaktadir.
Overlerdeki androjen artisi, folikiler atrezinin gergeklesmesine ve
ovulasyonun baskilanmasina neden olmaktadir.

Bir olguda (olgu no 4) kromozom 16g24.3 bdélgesinde yaklasik 345 kb
bayukliginde FANCA (Fanconi Anemia, Complementation Group A ) ve
SPIRE2 (spire-type actin nucleation factor 2) genlerini icine alan bdlgenin
delesyonu saptanmistir. FANCA proteini lenfoid doku, testis ve overlerde
eksprese olmaktadir. FANCA deninin bozulmasi; blyame geriligi,
primordial germ hilcre hipoplazisi, mayotik defektler ve mikroftalmiye
neden olmaktadir. Koreli 98 POY ve 128 kontrol bireyinde vyapilan
polimorfizm calismasinda FANCA genine ait POY ile iligkili iki polimorfizm
bulgusu rapor edilmistir (Pyun vd., 2015).

SPIRE2 geni, yeni filamentlerin yavas buylUyen uglan ile iligkili olan
actin c¢ekirdeklenme faktorli olarak islev gdstermektedir. Aktin iskeleti
dinamikleri ve intraselller transport arasindaki yeni baglantilari saglayarak
aktin lifleri boyunca intraselliler vezikdl transportundan sorumludur.
SPIRE2, ayni zamanda mayoz boélinme sirasinda asimetrik ig
pozisyonunun saglanmasi ve asimetrik hicre bolinmesi igin gereklidir.
Oosit mayoz bdélinmesi sUrecinde normal yarilma cizgisinin olusumu ve
polar cisimciginin c¢ikarilmasi icin SPIRE2 geninin gerekli oldugu
calismalarda gdsterilmistir (Pfender, Kuznetsov, Pleiser, Kerkhoff, &
Schuh, 2011). Hayvan deneylerinde oogenez ve oosit maturasyonda
polaritenin ve asimetrinin saglanmasinda SPIRE2 geninin aktif fonksiyon
gostermesi gerektigi bildirilmistir (Kloc, Ghobrial, Borsuk, & Kubiak,
2012).

Bir olguda (olgu no 9) kromozom 16p13.3 bélgesinde yaklasik 398 kb
blylkliginde 6nceden PDK1 olarak da bilinen PDPK1(3-Phosphoinositide
Dependent Protein Kinase 1 ) geninin bulundugu bdlgenin amplifikasyonu
saptanmistir. Gonadotropin badimli ve gonadotropin bagimsiz folikiler
rezervin didzenlenmesinde, folikdl bdyumesi, folikil bldyumesinin
aktivasyonu, germ hicre sag kalimi PTEN/PI3K/PDPK1/AKT1(phosphatase
and tensin homolog /phosphatidylinositol-3 kinase/3-phosphoinositide-
dependent protein kinase-1 /v-akt murine thymoma viral oncogene
homolog 1) ve BMP/AMH/SMAD (the bone morphogenetic protein/anti-
Mullerian  hormone /SMAD) sinyal vyolaklarinin dldzenlemesi ile
gerceklesmektedir. Bu yolaklar; insulin, insulin-benzeri biytme faktorleri
(IGF), KIT ligand gibi sitokinleri, hormonlari, biylime faktdrlerini aktive
etmektedirler. Bu faktérler, somatik ovaryan hicreleri ve germ
hicrelerinin  farklilasmasi ve sag kaliminda dlzenleyici etki
gbstermektedirler. Bu yolaklarda sinyal etkileyicilerini, ligandlari ve
reseptorleri kodlayan genlerin herhangi birinde meydana gelen degisiklik
ovaryan rezerv oranin dismesine ve buna bagli olarak da POY’a neden
olmaktadir (Monniaux vd., 2014).
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Bir olguda (olgu no 3) Xqg21.2 - g21.31 kromozomal bdlgesinde
KLHL4, CPXCR1 genlerini iceren yaklasik 2,1 Mb blylkliginde delesyon
saptanmistir. Cherokive arkadaslar tarafindan 14 millerian agenezi
olgusunun dahil edildigi 1Mb tim genom BAC arrayCGH calismasinda
Xqg21.31 kromozomal lokusunda KLHL4 (Kelch-Like Family Member 4)
geninin de bulundudgu yaklasik 1 Mb’lik bir delesyon rapor edilmistir. Bu
gen, yaygin olarak fetal dokularda eksprese olmaktadir. Kadin Ureme
sistemi ile iliskilendirilmis olmakla birlikte islevleri kesin olarak ortaya
konamamistir. Meydana gelen delesyonun, PQOY ve organogenez ile
iliskilendirilen DACH2 ve POFB1 genlerine olan komsulugu olasi bir
mekanizma olarak (yer durumu etkisi) sunulmustur (Cheroki vd., 2008).

Yine ayni olgumuzda ayni bélgedeki CPXCR1 (CPX Chromosome
Region, Candidate 1) geninin delesyonu saptanmistir. Bu gen X
kromozomal yarik damak (CPX) hastahgi ile iliskili birkag genden biridir.
Flavio, 25 POY olgusunun dahil edildigi calismasinda 2 olguda
46,X,t(X;3)(g21.2;912) ve 46,X,t(X;12)(g21;p13) karyotipi bildirmistir.
Bu yeniden dlzenlenmelerin kirik bdlgesinin CPXCR1 genini kapsayan
Xg21 lokalizasyonunda bulundugu tespit edilmistir. Arastiricilar bu
olgularda gozlenen POF fenotipinin kromozomal lokusa baglh pozisyon
etkisinin bir sonucu olabilecegini bildirmislerdir. Bu delesyonun oldugu
bélge OMIM (300511)’de POF2 bdlgesi ile komsuluk géstermektedir
(Rizzolio vd., 2006).

Bir olguda (olgu no 24), kromozom 10g21.3 bdlgesinde yaklasik 165
kb blyuUkligindeki bélgenin amplifikasyonu saptanmistir. SIRT1 geni NAD
+ bagimli sinif III deasetilaz enzimler olarak bilinen Sirtuin (SIRT) ailesinin
yedi Uyesinden biridir. Metabolizmanin dizenlenmesi, yaslanma, kanser ve
hicre yasami gibi hlcresel islevlerde édnemli roller Gstlenmis bir ailedir.
Insan luteinize graniloza hicrelerinde ekspresyonu vardir. SIRT1 hiicre
yasami ve apoptik yollarin da dahil oldugu genis caph hicresel siregler
icerisinde transkripsiyon faktérlerini hedefleyerek gen ifadesinde, histon
proteinlerinin deasetilasyonunda rol oynamaktadir. Histon olmayan
TAFI68 proteini deasetilasyonunda da etkilidir. DNA badglayici faaliyetini
disirerek RNA Pol-I araciligiyla transkripsiyonun baskilanmasina énctlik
etmektedir. SIRT1, sinirlayict transkripsiyon faktéri olan p300°u
baglamakta ve deasetile etmektedir. p300 proteininin engellenmesi hiicre
farklilasmasinin ve metabolizmasinin dlizenlenmesinde etkilidir. SIRTI1;
p53, p73, E2F, HIC1 ve Ku70 gibi proteinleri hedefleyerek, deasetilize ve
transkripsiyonel faaliyetlerinin baskilanmasi yoluyla apoptozu
engellemektedir. Hayvan deneylerinde SIRT1'in organizmada insulin/IGF
yoluna etki ederek yaslanmay! azalttigi ve strese dayanikhligi arttirdig
gozlenmistir. Uremede gelismekte olan spermatositlerin daha yiiksek
seviyelerde SIRT1 ifade ettigi ve SIRT1 gen delesyonlarinda farede anlamh
diizeyde sperm anomalisine ve infertiliteye neden oldugu goézlenmistir.
Asirt  SIRT1 ifadesi ise, DNA’'da, radyasyondan kaynaklanan zincir
kirllmalarinda artisa sebebiyet vermektedir (Bayram & igci, 2013).
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Calismalarda obesitenin oosit kalitesini etkiledigi bildirilmistir.
Hayvan deneylerinde obesite, ovaryan folikll gelismesini hizlandirmakta,
folikliler aktivasyonlari etkileyerek foliklllerin erken tikenmesine neden
olmaktadir. SIRT1 aktivatdéri SRT1720 kullanilarak mTOR yolagi lzerinden
folikil omrinin ve Kkalitesinin arttirldigi ve obesiteye karsi folikdl
havuzunun dizenlendigi bildirilmistir (N. Wang vd., 2014). SIRT1 ve
AMPK gibi metabolik sensoérler, mTOR and insulin/IGF-1 araciligiyla enerji
allmi ve hilcresel blyltmeyi kontrol etmektedirler. Obesite ve vyas
NAD+/NADH and AMP/ATP oranlarini azaltirken, diyet ters ydnde etkili
olmaktadir. PGC-1a and FOXO transkripsiyonel dlzenleyicilerinin etkisiyle
mitokondriyal fonksiyon ve stress rezistansi artmaktadir. Bu mekanizmada
ortaya c¢ikan bozukluklar ise yetersiz mitokondriyal fonksiyona neden
olmakta, buna bagh olarak oositlerde ATP miktari azalmakta ve mayotik
maturasyonun dolayisiyla fertilitenin bozulmasina neden olmaktadir (Tilly
& Sinclair, 2013).

Diger yandan Zhao ve arkadaslari, SIRT1 geninin ekspresyonunun
artmasina neden olan resveratrol vererek yaptiklari hayvan calismasinda
granuloza hucrelerinde Bax, Caspase-3 ve inhibitor Bc/-2 aracili apoptozun
arttigini, Bcl-2 miktarinin distigind belirlemislerdir. Normal kosullarda
Bcl-2 geninin aktivasyonu, primordial foliklllerde apoptozisi azaltmaktadir.
Ancak folikller atrezinin hizlanmasi sirasinda SIRT1 mRNA dlzeyleri disik
olarak tespit edilmistir. Bu nedenle SIRT1'in granlloza hicrelerinde
apoptotik roli net degildir (F. Zhao vd., 2014).

Graniloza hicrelerinin formasyonunda FOXLZ2 ile SIRT1'in ters etkili
bir dizenleme mekanizmasi vardir. SIRT1 apoptozisi aktive eden
FOXL2'nin etkisini baskilamaktadir. SIRT1'in anormal dizeylerdeki artisi
granuloza formasyonun bozulmasina, azalmalari ise apoptozisin artmasina
dolayisiyla folikll atrezisinde hizlanmaya neden olmaktadir. Benayoun ve
Berenice A. granuloza hicrelerinde vyaptiklari calismada, apoptozis
fonksiyonunu baskilayan SIRT1'i nicotinamide aracilidiyla baskilamislardir.
Sonucta graniloza hicrelerinin homeostazisinin saglanmasinda o6nemli
roli olan FOXL2'nin, ovaryan timoér ogenezis slrecinin 6nlenmesinde
etkili oldugunu bildirmislerdir (Benayoun vd., 2011).

Ayni amplifikasyon bdélgesinde bulunan HERC4 geni ile ilgili olarak
hayvan deneylerinde azalan sperm motilitesi ve infertilite bildirilmistir
(Rodriguez & Stewart, 2007).

Bir olguda (olgu no 30) kromozom 7p22.3 bdlgesinin yaklasik 1.1 Mb
bayukliginde delesyonu saptanmistir. SUN1 (Sadl And UNC84 Domain
Containing 1) geni bir UNC84 (SUN) domeini ile nukleer zarf proteini
kodlamaktadir. Protein, nukleer destek ve migrasyon ile iliskilidir. Mayoz
bélinmede homolog kromozomlar arasinda rekombinasyon ve parga
eslesmesinden dnce telomerler nikleer zarfa eklenmekte ve gegici kime
olusturulmaktadir. SUN1, bu surece aracilik eden mayoz aracili proteindir.
SUN1, mayotik profaz 1 sirasinda leptoten ve diploten asamalari arasinda
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telomerler ile 6zellikle iliskilidir. Knockout fare modellerinde SUN1 geni
mutasyonuna bagh olarak protein Gretiminin bozulmasi veya olmamasi
sonucu mayozda sinapsis ve homolog parca degisimi ile nikleer zarfa
telomerlerin baglanmasi slreglerinin etkilendigi gozlenmektedir. Bu
nedenle; SUN1 gametogenezde homolog kromozomlar arasindaki parca
degisimi/sinapsis olusumu ve dinamik telomer hareketlerinin olmasi igin
gerekli bir proteindir. Mutant gonadlarda apoptotik olaylar uyarilmakta ve
oogenez yikimi gerceklesmektedir (Ding vd., 2007).

Bir olguda (olgu no 4) kromozom 2qg21.2 bdlgesinde yaklasik 400 kb
blaylkliginde MPV17, UCN, EIF2B4 genlerinin de bulundugu bdlgenin
delesyonu saptanmistir. MPV17 (MpV1l7 Mitochondrial Inner Membrane
Protein) geni reaktif oksijen metabolizmasindan sorumlu ic membran
proteini kodlamaktadir. Mutasyonlari, mitokondrial DNA deplesyon
sendromlarinin (MDDS) hepatoserebral formu ile iligkilidir.

Yumurtalhk fonksiyonunun mitokondriyal DNA tikenmesi rold
calisiimamistir, ancak erken over yetmezligi olan kadinlarin kaninda distk
mitokondriyal DNA igerigi bildirilmis ve ayni yolakta goérevli POLG
mutasyonlari ile prematir over yetmezligi ve mitokondriyal DNA
tikenmesi iligkili bulunmustur. Prematilir over yetmezligi olan kadinlarda
mitokondriyal tikenme sendromlarinin hafif formlarn gézlenebilmektedir
Bu nedenle olgularda tipik hepatoserebral semptomlar beklenmeksizin
sinir sistemi ya da karaciger hastaligi ile bulgular ortaya cikarsa
mitokondriyal hastaliklarin igin degerlendirilmesi  dlstntlmelidir
(Mendelsohn vd., 2013).

UCN (urocortin) geni, sauvagine / kortikotropin-salici faktor /
drotensin 1 ailesinin bir Gyesidir. Beyinde istah Uzerindeki stresin
etkilerinden sorumlu olabilir. Overlerde rokortin Kortikotropin-Salici
Faktér (CRF) Reseptori ekspresyonu bulunmaktadir. CRF, ovaryan
steroidogenezi baskilamaktadir. Lokal olarak Grokortin, steroidojenik luteal
hiicrelerinde sentezlenen ve Ozellikle luteal regresyon sirasinda, ovaryan
steroidogenezin bir otokrin ve/veya parakrin dizenleyicisi olarak etkilidir.

EIF2B4 (Eukaryotic Translation Initiation Factor 2B, subunit 4) geni
protein sentezinin ilk adimi olan o6karyotik baslatici faktor 2B'yi
kodlamaktadir. Beyinde beyaz cevherin dejenerasyonu ve POY ile
karakterize nadir rastlanan Ovariol6kodistrofi hastaligi olan 7 olguda
mutasyonlari tanimlanmistir. POY igin mekanizma ovaryan foliklllerdeki
apoptozis artisi olarak gésterilmistir (Fogli vd., 2003).

Sonu¢ olarak, calismamizda saptanan CNV bdlgelerinde lokalize
genler cok c¢esitlidir. Bu genlerin bazilarinin POY ile iliskisi diger
calismalarda da ortaya konmustur. Ancak calismamizda yeni saptanan
bolgelerde lokalize olan genlere iliskin ekspresyon ve fonksiyon
calismalarinin gercgeklestirilmesi ile POY olgularindaki etkileri ortaya
konabilecektir.
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6- SONUC VE ONERILER

Sitogenetik olarak normal kromozom kurulusuna sahip 55 olgunun
aCGH analizlerinde, 22 olguda kopya sayisl degisimleri saptanmistir. Bu
CNV’lerin degerlendirilmesinde The Database of Genomic Variants
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) veri tabani kontrol poplilasyonu olarak
kullanilmistir.  Polimorfizsm olarak tanimlanmayan 9 delesyon, 4
duplikasyon ve 2 tane de ayni bdlgede del/dup olmak Uzere 15 CNV
saptanmistir. Literatlr ile uyumlu olarak POY olgularinda daha c¢ok
delesyonlarin oldugu dikkati cekmektedir. Anomali saptanan toplam 22
olgunun 5 tanesinde 15q26.3 bdélgesi delesyonu ve 6 tanesinde Xp22.33
bolgesi amplifikasyonu gbézlenmis olup, toplam 11 olguya ait bu
degisiklikler FISH yontemi kullanilarak konfirme edilmistir.

Calismamizda saptanan CNV'lerin multipleks ligasyon-bagimli prob
amplifikasyonu (MLPA), metafaz FISH ve kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu (qRT-PCR) gibi diger yontemler kullanilarak dogrulama
calismalari yapilmasina ihtiyag vardir. Arraylerin kendi kendilerini
dogrulama o6zellikleri olmasina karsin hibridizasyon hatalari, ilgili bélgenin
GC bazlar acisindan zengin olmasi sonucu denatlrasyon hibridizasyon
problemleri ile karsilasilabilmektedir.

Daha dénceki calismalarda aday gen olarak gosterilen ASMTL, P2RYS,
SHOX ve MSX1 genlerinin lokalize oldugu bdlgelere iliskin CNV'ler bizim
olgularimizda da saptanmistir.

Calismamizda POY olgularinda yeni CNV bdlgeleri de gézlenmistir. Bu
bolgelerde lokalize olan, oosit ve foliklilogenez sirecinde fonksiyon
gosterdigi bildirilen PCSK6, NR4A2, NRG1, SPIRE2, PDPK1, KLHL4 ve
SIRT1 genlerinin POY klinigi ile iligkili olabilecedi dlsintlmektedir. Yapilan
olgu calismalarn ile hayvan deneylerinde, bu genlerin fonksiyonlarinin
bozuldugu durumlarda oogenezin olumsuz etkilenmesi, germ hiicrelerinin
bluylk oranda deplesyonu, ovarian foliklllerin yapisal ve fonksiyonel
olarak duzensizlikleri ve infertilitenin gbzlenmesi etkileri nedeniyle bu
genler, calismamizda POY icin aday gen olarak énerilmektedir. Bu genlere
iliskin ekspresyon ve fonksiyon cgalismalarinin gerceklestiriimesi ile POY
olgularindaki etkileri ortaya konabilecektir.

Deneyimlerimiz dogrultusunda, patolojik CNV’lerin tespit edilmesinde
oncelikle bunlarin  polimorfizm olup olmadiginin  dederlendirilmesi
gerekmektedir. Gergcek CNV ise, degisimin etkilenmis ebeveynden gelmesi
veya de novo olmasi, de novo ise dedisimin klinik etkilerinin degisimin
bayuklagine, icerdigi genlerin sayisi ve patojenitesine, klinik bir fenotip ile
iliskilendirilip iliskilendiriimedigine dikkat edilmesi gerekmektedir.
Calismamizda iki olgunun (15 ve 32) ebeveyn analizinde, Ug adet delesyon
iceren CNV bolgesinin de novo oldugu gorulmustur.
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POY’'un genetik zeminin belirlenmesine ydnelik calismalar taninin
erken konulmasina, dolayisiyla c¢ocuk sahibi olma ve bu dbénemde
gecirilecek uzun zaman dénemine yonelik hormon replasman tedavilerinin
erken donemde planlamasina katkida bulunacaktir. Bu nedenle herhangi
bir degisiklik saptanmayan olgularda mevcut fenotipin genetik zeminin
arastirilmasi icin calismanin devami olarak POY’'da mutasyon orani %5-12
olan BMP15, GDF9, NOBOX, INHA genleri ile tim genomun mutasyonlar
acisindan dederlendirilmesi, kopya sayisi degisikligine neden olmayan
ancak pozisyon etkisine bagli olarak etkili olabilen varsa inversiyon
kaynakli anomalilerin belirlenebilmesi amaciyla POY tanisi almis aile
bireylerinde ve daha genis olgu gruplarinda daha ylksek rezollisyonlu
genomik tarama, yeni nesil dizileme ve ekspresyon analizlerinden
yararlaniimasi gerektigi diisincesindeyiz. Bu galismalar, POY etiyolojisinde
genetik katkinin oranini ve goérilme sikhdinin belirlenmesi agisindan katki
saglayacaktir.

74



KAYNAKLAR DiziNi

Aboura, A., Dupas, C., Tachdjian, G., Portnoi, M.-F., Bourcigaux, N., Dewalilly, D., . . .
Donadille, B. (2009). Array comparative genomic hybridization profiling analysis
reveals deoxyribonucleic acid copy number variations associated with premature
ovarian failure. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 94(11), 4540-
4546.

Albrecht, A. N., Kornak, U., Béddrich, A., Siiring, K., Robinson, P. N., Stiege, A. C., . . .
Mundlos, S. (2004). A molecular pathogenesis for transcription factor associated poly-
alanine tract expansions. Human molecular genetics, 13(20), 2351-2359.

Alici-Davutoglu, E., Akhan, S., Bastu, E., Gungor-Ugurlucan, F., lyibozkurt, A. C., & Topuz,
S. (2013). Impact of premature ovarian failure and hormone replacement therapy on
androgens and bone mineral density in karyotypically normal (46,XX) patients.
MINERVA ORTOPEDICA E TRAUMATOLOGICA, 64(1), 89-96.

Anasti, J., Kimzey, L., Defensor, R., White, B., & Nelson, L. (1994). A controlled study of
danazol for the treatment of karyotypically normal spontaneous premature ovarian
failure. Fertility and sterility, 62(4), 726-730.

Ayed, W., Amouri, A., Hammami, W., Kilani, O., Turki, Z., Harzallah, F., . . . Slama, C. B.
(2014). Cytogenetic abnormalities in Tunisian women with premature ovarian failure.
Comptes rendus biologies, 337(12), 691-694.

Baltus, A. E., Menke, D. B., Hu, Y.-C., Goodheart, M. L., Carpenter, A. E., de Rooij, D. G,
& Page, D. C. (2006). In germ cells of mouse embryonic ovaries, the decision to enter
meiosis precedes premeiotic DNA replication. Nature genetics, 38(12), 1430-1434.

Bambang, K., Metcalfe, K., Newman, W., & McFarlane, T. (2011). Fragile X syndrome: an
overview. The Obstetrician & Gynaecologist, 13(2), 92-97.

Baronchelli, S., Conconi, D., Panzeri, E., Bentivegna, A., Redaelli, S., Lissoni, S., . .. Sala, E.
(2011). Cytogenetics of premature ovarian failure: an investigation on 269 affected
women. BioMed Research International, 2011, 1-2.

Baronchelli, S., Villa, N., Redaelli, S., Lissoni, S., Saccheri, F., Panzeri, E., . . . Sala, E.
(2012). Investigating the role of X chromosome breakpoints in premature ovarian
failure. 4-6.

Bayram, A., & Igci, M. (2013). Sirtuin Genleri ve Islevleri. Firat Tip Dergisi, 18(3), 136-138.

Beke, A., Piko, H., Haltrich, 1., Csomor, J., Matolcsy, A., Fekete, G., & Karcagi, V. (2013).
Molecular cytogenetic analysis of Xq critical regions in premature ovarian failure.
Molecular cytogenetics, 6(1), 62.

Benayoun, B. A., Georges, A. B., L'Hote, D., Andersson, N., Dipietromaria, A., Todeschini,
A.-L., ... Veitia, R. A. (2011). Transcription factor FOXL2 protects granulosa cells
from stress and delays cell cycle: role of its regulation by the SIRT1 deacetylase.
Human molecular genetics, 20(9), 1673-1686.

75



KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

Bennett, C. E., Conway, G. S., Macpherson, J. N., Jacobs, P. A., & Murray, A. (2010).
Intermediate sized CGG repeats are not a common cause of idiopathic premature
ovarian failure. Human reproduction, 25(5), 1335-1338.

Bertini, V., Ghirri, P., Bicocchi, M. P., Simi, P., & Valetto, A. (2010). Molecular cytogenetic
definition of a translocation t (X; 15) associated with premature ovarian failure.
Fertility and sterility, 94(3), 1097. €1095-1097. e1098.

Bhangoo, A., Buyuk, E., Oktay, K., & Ten, S. (2007). Phenotypic features of 46, XX females
with StAR protein mutations. Pediatric endocrinology reviews: PER, 5(2), 633-641.

Bouilly, J., Bachelot, A., Broutin, I., Touraine, P., & Binart, N. (2011). Novel NOBOX loss-
of-function mutations account for 6.2% of cases in a large primary ovarian
insufficiency cohort. Human mutation, 32(10), 1108-1113.

Britannica, E. (2013). Encyclopaedia Britannica: London: Encyclopaedia Britannica (UK)
Ltd.

Bussani, C., Papi, L., Sestini, R., Baldinotti, F., Bucciantini, S., Bruni, V., & Scarselli, G.
(2004). Premature ovarian failure and fragile X premutation: a study on 45 women.
European Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology, 112(2),
189-191.

Caburet, S., Arboleda, V. A., Llano, E., Overbeek, P. A., Barbero, J. L., Oka, K., . . . Garcia-
Tufion, 1. (2014). Mutant cohesin in premature ovarian failure. New England Journal
of Medicine, 370(10), 943-949.

Caburet, S., Zavadakova, P., Ben-Neriah, Z., Bouhali, K., Dipietromaria, A., Charon, C., . . .
Christin-Maitre, S. (2012). Genome-wide linkage in a highly consanguineous pedigree
reveals two novel loci on chromosome 7 for non-syndromic familial premature
ovarian failure. PloS one, 7(3), €33412.

Can, L., Fang, F., Xin, Y., Yi-min, S., & Dong-zhi, L. (2011). Analysis of Chinese women
with primary ovarian insufficiency by high resolution array-comparative genomic
hybridization. Chinese Medical Journal, 124(11), 1739.

Ceylaner, G., Altinkaya, S. O., Mollamahmutoglu, L., & Ceylaner, S. (2010). Genetic
abnormalities in Turkish women with premature ovarian failure. International Journal
of Gynecology & Obstetrics, 110(2), 122-124.

Chand, A., Harrison, C., & Shelling, A. (2010). Inhibin and premature ovarian failure. Human
reproduction update, 16(1), 39-50.

Chatterjee, S., Singh, R., Kadam, S., Maitra, A., Thangaraj, K., Meherji, P., & Modi, D.

(2009). Longer CAG repeat length in the androgen receptor gene is associated with
premature ovarian failure. Human reproduction, 296.

76



KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

Chen, B., Suo, P., Wang, B., Wang, J., Yang, L., Zhou, S., . . . Cao, Y. (2011). Mutation
analysis of the WNT4 gene in Han Chinese women with premature ovarian failure.
Reproductive Biology and Endocrinology, 9(1), 75.

Cheng, D.-H., Tan, Y.-Q., Di, Y.-F., Li, L.-Y., & Lu, G.-X. (2009). Crypt Y chromosome
fragment resulting from an X; Y translocation in a patient with premature ovarian
failure. Fertility and sterility, 92(2), 828. €823-828. e826.

Cheroki, C., Krepischi-Santos, A. C., Szuhai, K., Brenner, V., Kim, C. A, Otto, P. A.,, &
Rosenberg, C. (2008). Genomic imbalances associated with miillerian aplasia. Journal
of medical genetics, 45(4), 228-232.

Colao, E., Granata, T., Vismara, M. F., Bombardiere, F., Nocera, D., Luciano, E., . . .
Malatesta, P. (2013). A Case of Premature Ovarian Failure in a 33-Year-Old Woman.
Case reports in genetics, 2013, 3-4.

Cordts, E. B., Christofolini, D. M., dos Santos, A. A., Bianco, B., & Barbosa, C. P. (2011).
Genetic aspects of premature ovarian failure: a literature review. Archives of
gynecology and obstetrics, 283(3), 635-643.

Coulam, C. B., Adamson, S. C., & Annegers, J. F. (1986). Incidence of premature ovarian
failure. Obstetrics & Gynecology, 67(4), 604-606.

Cox, L., & Liu, J. H. (2014). Primary ovarian insufficiency: an update. International journal
of women's health, 6, 235.

Coémertoglu, I., Sarikaya, E., Demirel, M., Akyol, S., & Demircan, K. (2014). ADAMTS Gen
Ailesinin Obstetrik ve Jinekolojideki Yeri. Jinekoloji-Obstetrik ve Neonatoloji Tip
Dergisi, 11(4).

Dam, A. H., Koscinski, 1., Kremer, J. A., Moutou, C., Jaeger, A.-S., Oudakker, A. R., . . . van
Bokhoven, H. (2007). Homozygous Mutation in< i> SPATA16</i> Is Associated with
Male Infertility in Human Globozoospermia. The American Journal of Human
Genetics, 81(4), 813-820.

Database of Genomic Variants. (2014a, October 2014). from http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home

Database of Genomic Variants. (2014b).

Dauber, A., Rosenfeld, R. G., & Hirschhorn, J. N. (2014). Genetic Evaluation of Short
Stature. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 99(9), 3080-3092.

De Vos, M., Devroey, P., & Fauser, B. C. (2010). Primary ovarian insufficiency. The Lancet,
376(9744), 911-921.

Demirhan, O., Tiirkmen, S., Schwabe, G., Soyupak, S., Akgiil, E., Tastemir, D., . . . Lehmann,
K. (2005). A homozygous BMPR1B mutation causes a new subtype of acromesomelic
chondrodysplasia with genital anomalies. Journal of medical genetics, 42(4), 314-317.

77


http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home

KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

Di Pasquale, E., Beck-Peccoz, P., & Persani, L. (2004). Hypergonadotropic Ovarian Failure
Associated with an Inherited Mutation of Human Bone Morphogenetic Protein-15 (<
i> BMP15</i>) Gene. The American Journal of Human Genetics, 75(1), 106-111.

Di Pasquale, E., Rossetti, R., Marozzi, A., Bodega, B., Borgato, S., Cavallo, L., . .. Sacco, M.
(2006). Identification of new variants of human BMP15 gene in a large cohort of
women with premature ovarian failure. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, 91(5), 1976-1979.

Ding, X., Xu, R., Yu, J., Xu, T., Zhuang, Y., & Han, M. (2007). SUNL is required for
telomere attachment to nuclear envelope and gametogenesis in mice. Developmental
cell, 12(6), 863-872.

Dixit, H., Rao, K., Padmalatha, V., Kanakavalli, M., Deenadayal, M., Gupta, N., . . . Singh, L.
(2006). Mutational analysis of the betaglycan gene-coding region in susceptibility for
ovarian failure. Human reproduction, 21(8), 2041-2046.

Du, J., Zhang, W., Guo, L., Zhang, Z., Shi, H., Wang, J., . . . He, L. (2010). Two< i>
FSHR</i> variants, haplotypes and meta-analysis in Chinese women with premature
ovarian failure and polycystic ovary syndrome. Molecular genetics and metabolism,
100(3), 292-295.

Dudding, T., Lawrence, O., Winship, I., Froyen, G., Vandewalle, J., Scott, R., & Shelling, A.
(2010). Array comparative genomic hybridization for the detection of submicroscopic
copy number variations of the X chromosome in women with premature ovarian
failure. Human reproduction, 25(12), 3159-3160.

Etem, E., Kuyucu, F., Ardicoglu, A., & Yiice, H. (2006). Infertilite ve Anormal Semen
Analizleri Gosteren Erkeklerde FSHR Alal189Val Gen Polimorfizminin Analizi. Firat
Tip Dergisi, 11(1), 33-35.

Fierabracci, A., Bizzarri, C., Palma, A., Milillo, A., Bellacchio, E., & Cappa, M. (2012). A
novel heterozygous mutation of the AIRE gene in a patient with autoimmune
polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy syndrome (APECED). Gene,
511(1), 113-117.

Fogli, A., Gauthier-Barichard, F., Schiffmann, R., Vanderhoof, V. H., Bakalov, V. K.,
Nelson, L. M., & Boespflug-Tanguy, O. (2004). Screening for known mutations in
EIF2B genes in a large panel of patients with premature ovarian failure. BMC women's
health, 4(1), 8.

Fogli, A., Rodriguez, D., Eymard-Pierre, E., Bouhour, F., Labauge, P., Meaney, B. F., . . .
Boespflug-Tanguy, O. (2003). Ovarian failure related to eukaryotic initiation factor 2B
mutations. The American Journal of Human Genetics, 72(6), 1544-1550.

Fonseca, D. J., Garzon, E., Lakhal, B., Braham, R., Ojeda, D., Elghezal, H., . . . Laissue, P.
(2012). Screening for mutations of the< i> FOXOA4</i> gene in premature ovarian
failure patients. Reproductive biomedicine online, 24(3), 339-341.

78



KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

Fonseca, D. J., Ojeda, D., Lakhal, B., Braham, R., Eggers, S., Turbitt, E., . . . Zacharin, M.
(2012). < i> CITED2</i> mutations potentially cause idiopathic premature ovarian
failure. Translational Research, 160(5), 384-388.

Fortufio, C., & Labarta, E. (2014). Genetics of primary ovarian insufficiency: a review.
Journal of assisted reproduction and genetics, 1-13.

Fritz, M. A., & Speroff, L. (2011). Clinical Gynecologic Endocrinology and Infertility:
Lippincott Williams & Wilkins.

Gao, F., Zhang, J., Wang, X., Yang, J., Chen, D., Huff, V., & Liu, Y. (2013). Wt1 functions in
ovarian follicle development by regulating granulosa cell differentiation. Human
molecular genetics, 423.

Geckinli, B., Toksoy, G., Sayar, C., Soylemez, M., Yesil, G., Aydin, H., . . . Devranoglu, B.
(2014). Prevalence of X-aneuploidies, X-structural abnormalities and 46, XY sex
reversal in Turkish women with primary amenorrhea or premature ovarian
insufficiency. European Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive
Biology, 182, 211-215.

Ghadami, M., EI-Demerdash, E., Salama, S., Binhazim, A., Archibong, A., Chen, X,, . .. Al-
Hendy, A. (2010). Toward gene therapy of premature ovarian failure: intraovarian
injection of adenovirus expressing human FSH receptor restores folliculogenesis in
FSHR (—/—) FORKO mice. Molecular human reproduction, 16(4), 241-250.

Gleicher, N., Weghofer, A., & Barad, D. H. (2011). Defining ovarian reserve to better
understand ovarian aging.

Gleicher, N., Weghofer, A., Oktay, K., & Barad, D. (2009). Do etiologies of premature
ovarian aging (POA) mimic those of premature ovarian failure (POF)? Human
reproduction, 24(10), 2395-2400.

Goldenberg, R., Grodin, J., Rodbard, D., & Ross, G. (1973). Gonadotropins in women with
amenorrhea. The use of plasma follicle-stimulating hormone to differentiate women
with and without ovarian follicles. American journal of obstetrics and gynecology,
116(7), 1003.

Goswami, D., & Conway, G. S. (2005). Premature ovarian failure. Human reproduction
update, 11(4), 391-410.

Gubbels, C. S., Land, J. A., & Rubio-Gozalbo, M. E. (2008). Fertility and impact of
pregnancies on the mother and child in classic galactosemia. Obstetrical &
Gynecological Survey, 63(5), 334-343.

Giinyeli, I. (2009). Prematiir Ovaryan Yetmezlik. Medical Network Actual Medicine, 17(12),
27-30.

79



KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

Hagerman, R. J., & Hagerman, P. J. (2002). The fragile X premutation: into the phenotypic
fold. Current opinion in genetics & development, 12(3), 278-283.

Harris, S., Chand, A., Winship, I, Gersak, K., Aittomdki, K., & Shelling, A. (2002).
Identification of novel mutations in FOXL2 associated with premature ovarian failure.
Molecular human reproduction, 8(8), 729-733.

Hens, L., Devroey, P., Waesberghe, L. V., Bonduelle, M., Van Steirteghem, A., & Liebaers, I.
(1989). Chromosome studies and fertility treatment in women with ovarian failure.
Clinical genetics, 36(2), 81-91.

Hu, Z., Zhu, L., Tan, M., Cai, M., Deng, L., Yu, G., . .. Lin, B. (2014). The expression and
correlation between the transcription factor FOXP1 and estrogen receptors in
epithelial ovarian cancer. Biochimie.

Jacobsen, B. K., Knutsen, S. F., & Fraser, G. E. (1999). Age at natural menopause and total
mortality and mortality from ischemic heart disease: the Adventist Health Study.
Journal of clinical epidemiology, 52(4), 303-307.

Jin, M., Yu, Y., & Huang, H. (2012). An update on primary ovarian insufficiency. Science
China Life Sciences, 55(8), 677-686.

Kallioniemi, A., Kallioniemi, O.-P., Sudar, D., Rutovitz, D., Gray, J. W., Waldman, F., &
Pinkel, D. (1992). Comparative genomic hybridization for molecular cytogenetic
analysis of solid tumors. Science, 258(5083), 818-821.

Kasippillai, T., MacArthur, D. G., Kirby, A., Thomas, B., Lambalk, C. B., Daly, M. J., &
Welt, C. K. (2013). Mutations in elFAENIF1 Are Associated With Primary Ovarian
Insufficiency. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 98(9), E1534-
E15309.

Kawashima, 1., Umehara, T., Noma, N., Kawai, T., Shitanaka, M., Richards, J. S., &
Shimada, M. (2014). Targeted disruption of Nrgl in granulosa cells alters the temporal
progression of oocyte maturation. Molecular Endocrinology, 28(5), 706-721.

Kearney, H. M., Thorland, E. C., Brown, K. K., Quintero-Rivera, F., & South, S. T. (2011).
American College of Medical Genetics standards and guidelines for interpretation and
reporting of postnatal constitutional copy number variants. Genetics in Medicine,
13(7), 680-685.

Kebapcilar, A. G., Kulaksizoglu, M., Kebapcilar, L., Gonen, M. S., Unlii, A., Topcu, A, . . .
Taner, C. E. (2013). Is there a link between premature ovarian failure and serum
concentrations of vitamin D, zinc, and copper? Menopause, 20(1), 94-99.

Kim, S., Pyun, J.-A., Cha, D. H., Ko, J.-J., & Kwack, K. (2011). Epistasis between< i>

FSHR</i> and< i> CYP19A1</i> polymorphisms is associated with premature
ovarian failure. Fertility and sterility, 95(8), 2585-2588.

80



KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

Kirchhoff, M., Gerdes, T., Maahr, J., Rose, H., Bentz, M., Dohner, H., & Lundsteen, C.
(1999). Deletions below 10 megabasepairs are detected in comparative genomic
hybridization by standard reference intervals. Genes, chromosomes and cancer, 25(4),
410-413.

Kirchhoff, M., Rose, H., & Lundsteen, C. (2001). High resolution comparative genomic
hybridisation in clinical cytogenetics. Journal of medical genetics, 38(11), 740-744.

Kloc, M., Ghobrial, R. M., Borsuk, E., & Kubiak, J. Z. (2012). Polarity and asymmetry during
mouse oogenesis and oocyte maturation Mouse Development (pp. 23-44): Springer.

Knauff, A. (2009). Premature ovarian failure: from phenotype to genotype.

Knauff, E. A., Blauw, H. M., Pearson, P. L., Kok, K., Wijmenga, C., Veldink, J. H., . . .
Franke, L. (2011). Copy number variants on the X chromosome in women with
primary ovarian insufficiency. Fertility and sterility, 95(5), 1584-1588. e1581.

Knauff, E. A., Franke, L., Van Es, M. A,, Van den Berg, L. H., Van der Schouw, Y. T.,
Laven, J. S., . . . Christin-Maitre, S. (2009). Genome-wide association study in
premature ovarian failure patients suggests ADAMTS19 as a possible candidate gene.
Human reproduction, 24(9), 2372-2378.

Kodaman, P. (2010). Early menopause: primary ovarian insufficiency and surgical
menopause. Paper presented at the Seminars in reproductive medicine,28(5), 360.

Kokcu, A. (2010). Premature ovarian failure from current perspective. Gynecological
Endocrinology, 26(8), 555-562.

Kosaki, K., Sato, S., Hasegawa, T., Matsuo, N., Suzuki, T., & Ogata, T. (2004). Premature
ovarian failure in a female with proximal symphalangism and Noggin mutation.
Fertility and sterility, 81(4), 1137-1139.

Krauss, C. M., Turksoy, R. N., Atkins, L., McLaughlin, C., Brown, L. G., & Page, D. C.
(1987). Familial premature ovarian failure due to an interstitial deletion of the long
arm of the X chromosome. New England Journal of Medicine, 317(3), 125-131.

Le Fevre, A. K., Taylor, S., Malek, N. H., Horn, D., Carr, C. W., Abdul-Rahman, O. A,, . ..

Gecz, J. (2013). FOXP1 Mutations Cause Intellectual Disability and a Recognizable
Phenotype y. American journal of medical genetics, 3166-3173.

Ledig, S., Ropke, A., & Wieacker, P. (2010). Copy number variants in premature ovarian
failure and ovarian dysgenesis. Sexual Development, 4(4-5), 225-232.

Lee, C., & Scherer, S. W. (2010). The clinical context of copy number variation in the human
genome. Expert reviews in molecular medicine, 12, 8.

Li, X., Lv, L., Zheng, J., Zhou, J., Liu, B., Chen, H., . . . Li, X. (2014). The significance of
LRPPRC overexpression in gastric cancer. Medical Oncology, 31(2), 1-8.

81



KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

Liu, L., Tan, R., Cui, Y., Liu, J., & Wu, J. (2013). Estrogen receptor a gene (ESRI)
polymorphisms associated with idiopathic premature ovarian failure in Chinese
women. Gynecological Endocrinology, 29(2), 182-185.

Loutradis, D., Patsoula, E., Stefanidis, K., Drakakis, P., Antonakis, G., Bletsa, R., . . .
Michalas, S. (2006). Follicle-stimulating hormone receptor gene mutations are not
evident in Greek women with premature ovarian failure and poor responders.
Gynecologic and obstetric investigation, 61(1), 56-60.

Lu, X., Shaw, C. A, Patel, A., Li, J., Cooper, M. L., Wells, W. R., . . . Bacino, C. A. (2007).
Clinical implementation of chromosomal microarray analysis: summary of 2513
postnatal cases. PloS one, 2(3), 327.

Luoma, P., Melberg, A., Rinne, J. O., Kaukonen, J. A., Nupponen, N. N., Chalmers, R. M., . .
. Majamaa, K. (2004). Parkinsonism, premature menopause, and mitochondrial DNA
polymerase y mutations: clinical and molecular genetic study. The Lancet, 364(9437),
875-882.

Maclaran, K., Horner, E., & Panay, N. (2010). Premature ovarian failure: long-term sequelae.
Menopause International, 16(1), 38-41.

MANDL, A. M., & Zuckerman, S. (1951). The relation of age to numbers of oocytes. Journal
of Endocrinology, 7(2), 190-193.

Mandon-Pépin, B., Touraine, P., Kuttenn, F., Derbois, C., Rouxel, A., Matsuda, F., . . .
Fellous, M. (2008). Genetic investigation of four meiotic genes in women with
premature ovarian failure. European Journal of Endocrinology, 158(1), 107-115.

Marozzi, A., Vegetti, W., Manfredini, E., Tibiletti, M. G., Testa, G., Crosignani, P. G, . . .
Dalpra, L. (2000). Association between idiopathic premature ovarian failure and
fragile X premutation. Human reproduction, 15(1), 197-202.

McGuire, M. M., Bowden, W., Engel, N. J., Ahn, H. W., Kovanci, E., & Rajkovic, A. (2011).
Genomic analysis using high-resolution single-nucleotide polymorphism arrays
reveals novel microdeletions associated with premature ovarian failure. Fertility and
sterility, 95(5), 1595-1600.

ME, E. E. v., & Dernegi, A. (2014). Adrenal ve Gonadal Hastaliklar Kilavuzu. 120-122.

Mendelsohn, B. A., Mehta, N., Hameed, B., Pekmezci, M., Packman, S., & Ralph, J. (2013).
Adult-Onset Fatal Neurohepatopathy in a Woman Caused by MPV17 Mutation.
Journal of Inherited Metabolic Disease, 13, 37-41.

Monniaux, D., Clément, F., Dalbiés-Tran, R., Estienne, A., Fabre, S., Mansanet, C., &
Monget, P. (2014). The Ovarian Reserve of Primordial Follicles and the Dynamic
Reserve of Antral Growing Follicles: What Is the Link? Biology of reproduction,
90(4), 85.

82



KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

Mujoomdar, M. L., Hogan, L. M., Parlow, A. F., & Nachtigal, M. W. (2011). Pcsk6 mutant
mice exhibit progressive loss of ovarian function, altered gene expression, and
formation of ovarian pathology. Reproduction, 141(3), 343-355.

Murray, A., Webb, J., Dennis, N., Conway, G., & Morton, N. (1999). Microdeletions in
FMR2 may be a significant cause of premature ovarian failure. Journal of medical
genetics, 36(10), 767-770.

Nayot, D., Chung, J. T., Son, W.-Y., Ao, A., Hughes, M., & Dahan, M. H. (2013). Live birth
following serial vitrification of embryos and PGD for fragile X syndrome in a patient
with the premutation and decreased ovarian reserve. Journal of assisted reproduction
and genetics, 30(11), 1439-1444.

Nelson, L. M. (2009). Primary ovarian insufficiency. New England Journal of Medicine,
360(6), 606-614.

Nelson, S. M., Messow, M. C., Wallace, A. M., Fleming, R., & McConnachie, A. (2011).
Nomogram for the decline in serum antimiillerian hormone: a population study of
9,601 infertility patients. Fertility and sterility, 95(2), 736-741.

Noma, N., Kawashima, I., Fan, H.-Y., Fujita, Y., Kawai, T., Tomoda, Y., . . . Shimada, M.
(2011). LH-induced neuregulin 1 (NRG1) type Il transcripts control granulosa cell
differentiation and oocyte maturation. Molecular Endocrinology, 25(1), 104-116.

Norling, A., Hirschberg, A., Rodriguez-Wallberg, K., Iwarsson, E., Wedell, A., & Barbaro,
M. (2014). Identification of a duplication within the GDF9 gene and novel candidate
genes for primary ovarian insufficiency (POI) by a customized high-resolution array
comparative genomic hybridization platform. Human reproduction, 29(8), 1818-1827.

O'Herlihy, C., Pepperell, R., & Evans, J. (1980). The significance of FSH elevation in young
women with disorders of ovulation. British medical journal, 281(6253), 1447.

Ogata, T., Matsuo, N., Fukushima, Y., Saito, M., Nose, O., Miharu, N., . . . Ishizuka, B.
(2001). FISH analysis for apparently simple terminal deletions of the X chromosome:
identification of hidden structural abnormalities. American journal of medical
genetics, 104(4), 307-311.

Ohl, J., Partisani, M., Demangeat, C., Binder-Foucard, F., Nisand, 1., & Lang, J. (2010).
[Alterations of ovarian reserve tests in Human Immunodeficiency Virus (HIV)-
infected women]. Gynecologie, obstetrique & fertilite, 38(5), 313-317.

Ojeda, D., Lakhal, B., Fonseca, D. J., Braham, R., Landolsi, H., Mateus, H. E., . . . Laissue, P.
(2011). Sequence analysis of the< i> CDKN1B</i> gene in patients with premature
ovarian failure reveals a novel mutation potentially related to the phenotype. Fertility
and sterility, 95(8), 2658-2660.

83



KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

Oktay, K., Karlikaya, G., Akman, O., Ojakian, G. K., & Oktay, M. (2000). Interaction of
extracellular matrix and activin-A in the initiation of follicle growth in the mouse
ovary. Biology of reproduction, 63(2), 457-461.

Oldenburg, R., Van Dooren, M., De Graaf, B., Simons, E., Govaerts, L., Swagemakers, S., . ..
Bertoli-Avella, A. (2008). A genome-wide linkage scan in a Dutch family identifies a
premature ovarian failure susceptibility locus. Human reproduction, 23(12), 2835-
2841.

Pariani, M. J., Spencer, A., Graham Jr, J. M., & Rimoin, D. L. (2009). A 785kb deletion of
3pl4. 1pl13, including the< i> FOXP1</i> gene, associated with speech delay,
contractures, hypertonia and blepharophimosis. European journal of medical genetics,
52(2), 123-127.

Pellicer, A., Miro, F., Sampaio, M., Gomez, E., & Bonilla-Musoles, F. (1991). In vitro
fertilization as a diagnostic and therapeutic tool in a patient with partial 17, 20-
desmolase deficiency. Fertility and sterility, 55(5), 970-975.

Persani, L., Rossetti, R., & Cacciatore, C. (2010). Genes involved in human premature
ovarian failure. Journal of molecular endocrinology, 45(5), 257-279.

Pfender, S., Kuznetsov, V., Pleiser, S., Kerkhoff, E., & Schuh, M. (2011). Spire-type actin
nucleators cooperate with Formin-2 to drive asymmetric oocyte division. Current
Biology, 21(11), 955-960.

Piette, C., De Mouzon, J., Bachelot, A., & Spira, A. (1990). In-vitro fertilization: influence of
women's age on pregnancy rates. Human reproduction, 5(1), 56-59.

Platteau, P., Sermon, K., Seneca, S., Van Steirteghem, A., Devroey, P., & Liebaers, 1. (2002).
Preimplantation genetic diagnosis for fragile Xa syndrome: difficult but not
impossible. Human reproduction, 17(11), 2807-2812.

Pyun, J.-A., Kim, S., Cha, D. H., & Kwack, K. (2013). Epistasis between polymorphisms in
TSHB and ADAMTS16 is associated with premature ovarian failure. Menopause
(New York, NY).

Pyun, J.-A., Kim, S., Cha, D. H., & Kwack, K. (2014). Polymorphisms within the FANCA
gene associate with premature ovarian failure in Korean women. Menopause, 21(5),
530-533.

Pyun, J.-A., Kim, S., & Kwack, K. (2015). Epistasis between polymorphisms in ACVR2B
and ADAMTS19 is associated with premature ovarian failure. Menopause, 22(2).

Qin, Y., Choi, Y., Zhao, H., Simpson, J. L., Chen, Z.-J., & Rajkovic, A. (2007). NOBOX

homeobox mutation causes premature ovarian failure. The American Journal of
Human Genetics, 81(3), 576-581.

84



Qin, Y., Vujovic, S., Li, G, Li, J., Dalgleish, R., Simpson, J. L., . . . Al-Azzawi, F. (2014).
Ethnic specificity of variants of the ESR1, HK3, BRSK1 genes and the 8g22. 3 locus:
No association with premature ovarian failure (POF) in Serbian women. Maturitas,
77(1), 64-67.

Quilter, C., Karcanias, A., Bagga, M., Duncan, S., Murray, A., Conway, G., . . . Affara, N.
(2010). Analysis of X chromosome genomic DNA sequence copy number variation
associated with premature ovarian failure (POF). Human reproduction, 25(8), 2139-
2150.

Rah, H., Jeon, Y. J., Lee, B. E., Kim, J. O., Shim, S. H., Lee, W. S,, . . . Kim, N. K. (2013).
Association of polymorphisms in microRNA machinery genes (DROSHA, DICER1,
RAN, and XPO5) with risk of idiopathic primary ovarian insufficiency in Korean
women. Menopause, 20(10), 1067-1073.

Rebar, R. W., & Connolly, H. V. (1990). Clinical features of young women with
hypergonadotropic amenorrhea. Obstetrical & Gynecological Survey, 45(11), 763-
764.

Rizzolio, F., Bione, S., Sala, C., Goegan, M., Gentile, M., Gregato, G., . . . Toniolo, D.
(2006). Chromosomal rearrangements in Xq and premature ovarian failure: mapping
of 25 new cases and review of the literature. Human reproduction, 21(6), 1477-1483.

Rizzolio, F., Pramparo, T., Sala, C., Zuffardi, O., De Santis, L., Rabellotti, E., . . . Toniolo, D.
(2009). Epigenetic analysis of the critical region | for premature ovarian failure:
demonstration of a highly heterochromatic domain on the long arm of the mammalian
X chromosome. Journal of medical genetics, 46(9), 585-592.

Rodriguez, C. I., & Stewart, C. L. (2007). Disruption of the ubiquitin ligase< i> HERC4</i>
causes defects in spermatozoon maturation and impaired fertility. Developmental
biology, 312(2), 501-508.

Roth, L., & Alvero, R. (2014). Pregnancy in a woman with premature ovarian insufficiency
associated with blepharophimosis, ptosis, epicanthus inversus syndrome type I. A case
report. The Journal of reproductive medicine, 59(1-2), 87.

Santoro, N. (2003). Mechanisms of premature ovarian failure. Paper presented at the Annales
d'endocrinologie, 64(2), 87-92.

Schmidt, P. J., Cardoso, G. M., Ross, J. L., Hag, N., Rubinow, D. R., & Bondy, C. A. (2006).
Shyness, social anxiety, and impaired self-esteem in Turner syndrome and premature
ovarian failure. Jama, 295(12), 1373-1378.

Sermondade, N., Hafhouf, E., Dupont, C., Bechoua, S., Palacios, C., Eustache, F., . . . Sifer,
C. (2011). Successful childbirth after intracytoplasmic morphologically selected sperm
injection without assisted oocyte activation in a patient with globozoospermia. Human
reproduction, der258.

85



KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

Shaikh, T. H. (2007). Oligonucleotide arrays for high-resolution analysis of copy number
alteration in mental retardation/multiple congenital anomalies. Genetics in Medicine,
9(9), 617-625.

Shelling, A. N. (2000). X chromosome defects and premature ovarian failure. Australian and
New Zealand journal of medicine, 30(1), 5-7.

Shelling, A. N., & Ferguson, L. R. (2007). Genetic variation in human disease and a new role
for copy number variants. Mutation Research/Fundamental and Molecular
Mechanisms of Mutagenesis, 622(1), 33-41.

Sherman, S. L. (2000). Premature ovarian failure in the fragile X syndrome. American journal
of medical genetics, 97(3), 189-194.

Shimizu, Y., Kimura, F., Takebayashi, K., Fujiwara, M., Takakura, K., & Takahashi, K.
(2009). Mutational analysis of the PTEN gene in women with premature ovarian
failure. Acta obstetricia et gynecologica Scandinavica, 88(7), 824-825.

Shinawi, M., & Cheung, S. W. (2008). The array CGH and its clinical applications. Drug
discovery today, 13(17), 760-770.

Simon, A. M., Goodenough, D. A., Li, E., & Paul, D. L. (1997). Female infertility in mice
lacking connexin 37.

Simpson, J. L. (2008). Genetic and Phenotypic Heterogeneity in Ovarian Failure. Annals of
the New York Academy of Sciences, 1135(1), 146-154.

Solinas-Toldo, S., Lampel, S., Stilgenbauer, S., Nickolenko, J., Benner, A., Déhner, H., . . .
Lichter, P. (1997). Matrix-based comparative genomic hybridization: biochips to
screen for genomic imbalances. Genes, chromosomes and cancer, 20(4), 399-407.

Stigliani, S., Anserini, P., Nicoletti, A. J., Di Luca, M., & Sozzi, F. (2013). Insight into the
Genomics of Premature Ovarian Failure. J Mol Genet Med, 7(78), 1747-
0862.1000078.

Tachdjian, G., Aboura, A., Portnoi, M.-F., Pasquier, M., Bourcigaux, N., Simon, T., . . .
Christin-Maitre, S. (2008). Cryptic Xp duplication including the SHOX gene in a
woman with 46, X, del (X)(gq21. 31) and premature ovarian failure. Human
reproduction, 23(1), 222-226.

Tassone, F., Hagerman, R. J., Taylor, A. K., Gane, L. W., Godfrey, T. E., & Hagerman, P. J.
(2000). Elevated Levels of< i> FMR1</i> mRNA in Carrier Males: A New
Mechanism of Involvement in the Fragile-X Syndrome. The American Journal of
Human Genetics, 66(1), 6-15.

Tesfaye, D., Regassa, A., Rings, F., Ghanem, N., Phatsara, C., Tholen, E., . . . Hoelker, M.
(2010). Suppression of the transcription factor MSX1 gene delays bovine
preimplantation embryo development in vitro. Reproduction, 139(5), 857-870.

86



KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

Tilly, J. L., & Sinclair, D. A. (2013). Germline energetics, aging, and female infertility. Cell
metabolism, 17(6), 838-850.

Tosh, D., Rani, H. S., Murty, U. S., Deenadayal, A., & Grover, P. (2015). Mutational analysis
of the FIGLA gene in women with idiopathic premature ovarian failure. Menopause
(New York, NY), 22(5), 520-526.

Tural, S., Tekcan, A., Kara, N., Elbistan, M., Giiven, D., & Ali Tasdemir, H. (2014). FMR1
gene mutation screening by TP-PCR in patients with premature ovarian failure and
fragile-X. Gynecological Endocrinology(0), 1-5.

Vegetti, W., Marozzi, A., Manfredini, E., Testa, G., Alagna, F., Nicolosi, A., . . . Dalpra, L.
(2000). Premature ovarian failure. Molecular and cellular endocrinology, 161(1), 53-
57.

Veltman, J. A., & de Vries, B. B. (2006). Diagnostic genome profiling: unbiased whole
genome or targeted analysis? The Journal of molecular diagnostics: JMD, 8(5), 534.

Vichinsartvichai, P., Manolertthewan, C., & Promrungrueng, P. (2014). Premature ovarian
failure associated with reciprocal translocation of chromosomes 1 and 4: a case report
and literature review. Climacteric(0), 1-8.

Voorhuis, M., Onland-Moret, N., Fauser, B., Ploos, v. A. H., van der Schouw, Y., &
Broekmans, F. (2013). The association of CGG repeats in the FMR1 gene and timing
of natural menopause. Human reproduction (Oxford, England), 28(2), 496-501.

Wang, H.-X., Tekpetey, F. R., & Kidder, G. M. (2009). Identification of Wnt/B-catenin
signaling pathway components in human cumulus cells. Molecular human
reproduction, 15(1), 11-17.

Wang, J.-L., Li, S.-L., Qin, Y.-Y., & Chen, Z.-J. (2014). Analysis of progesterone receptor
membrane component 1 mutation in Han Chinese women with premature ovarian
failure. Reproductive biomedicine online, 29(5), 640-643.

Wang, N., Luo, L.-L., Xu, J.-J., Xu, M.-Y., Zhang, X.-M., Zhou, X.-L., ... Fu, Y.-C. (2014).
Obesity accelerates ovarian follicle development and follicle loss in rats. Metabolism,
63(1), 94-103.

Watkins, W. J., Umbers, A. J.,, Woad, K. J., Harris, S. E., Winship, I. M., Gersak, K., &
Shelling, A. N. (2006). Mutational screening of< i> FOXO3A</i> and< i>
FOXO1A</i> in women with premature ovarian failure. Fertility and sterility, 86(5),
1518-1521.

Weischenfeldt, J., Symmons, O., Spitz, F., & Korbel, J. O. (2013). Phenotypic impact of

genomic structural variation: insights from and for human disease. Nature Reviews
Genetics, 14(2), 125-138.

87



KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

Weisman-Shomer, P., Cohen, E., & Fry, M. (2000). Interruption of the fragile X syndrome
expanded sequence d (CGG) n by interspersed d (AGG) trinucleotides diminishes the
formation and stability of d (CGG) n tetrahelical structures. Nucleic acids research,
28(7), 1535-1541.

Welt, C. K. (2008). Primary ovarian insufficiency: a more accurate term for premature
ovarian failure. Clin Endocrinol (Oxf), 68(4), 499-5009.

Wheeler, A. C., Bailey Jr, D. B., Berry-Kravis, E., Greenberg, J., Losh, M., Mailick, M., . . .
Sherman, S. (2014). Associated features in females with an FMR1 premutation. J.
Neurodev. Disord, 6, 30.

Wilkins-Haug, L. (2014). Prenatal screening and diagnosis for fragile X syndrome. Prenatal
Diagnosis, 34(2), 145-152.

Wu, Y., Ghosh, S., Nishi, Y., Yanase, T., Nawata, H., & Hu, Y. (2005). The orphan nuclear
receptors NURR1 and NGFI-B modulate aromatase gene expression in ovarian
granulosa cells: a possible mechanism for repression of aromatase expression upon
luteinizing hormone surge. Endocrinology, 146(1), 237-246.

Yan, C., Wang, P., DeMayo, J., DeMayo, F. J., Elvin, J. A., Carino, C., . . . Dube, J. L.
(2001). Synergistic roles of bone morphogenetic protein 15 and growth differentiation
factor 9 in ovarian function. Molecular Endocrinology, 15(6), 854-866.

Yang, X., Zhou, Y., Peng, S., Wu, L., Lin, H.-Y., Wang, S., & Wang, H. (2012).
Differentially expressed plasma microRNAS in premature ovarian failure patients and
the potential regulatory function of mir-23a in granulosa cell apoptosis. Reproduction,
144(2), 235-244.

Zhao, F., Zhao, W., Ren, S., Fu, Y., Fang, X., Wang, X., & Li, B. (2014). Roles of SIRT1 in
granulosa cell apoptosis during the process of follicular atresia in porcine ovary.
Animal reproduction science, 151(1), 34-41.

Zhao, H., Chen, Z.-J., Qin, Y., Shi, Y., Wang, S., Choi, Y., . . . Rajkovic, A. (2008).
Transcription Factor< i> FIGLA</i> is Mutated in Patients with Premature Ovarian
Failure. The American Journal of Human Genetics, 82(6), 1342-1348.

Zinn, A. R., & Ross, J. L. (2001). Molecular analysis of genes on Xp controlling Turner
syndrome and premature ovarian failure (POF). Paper presented at the Seminars in
reproductive medicine.

Zuckerman, S., & Baker, T. (1977). The development of the ovary and the process of
oogenesis. The ovary, 1, 41-67.

88



Ekler Dizini

EK - 1 POY OLGULARI KLINIK - GENETIK CALISMA FORMU

Adi1 Soyad:
Yas:

Kilo:

Basvuru Sikaveti :

Adet diizeni:

Laboratuvar:
FSH:

st3:

ALT:
Kortizol:
ANA:
T.Protein:

DEXA:

Dosya no:
Ik Adet yast:

Boy:

0 Adet diizensizligi
[ Adet gorememe
I Cocuk istemi

0 Diger

0 Normal

O Oligoamenore
0 Menometroraji
L1 Amenore

0] Diger

O Follikil yok
O Follikiil var (.....)

LH: E2: PRL:

St4: DHEA:

AST: Ca: P:

Tiroid oto Ab:

Hb: Plt:

Albumin:

89

AMH:

Tan tarihi

VKI:

Sedim:

TSH:
Inhibin:

AKS:



HRT kullanimi: O Var

O Yok
Ozgecmis:  Kronik hastahk( O IDDM O Hipotiroidi O Diger.....oovevvnnnnne. )
Otoimmiin (O Addison O Ooforit O Diger................. )
Metabolik (COHemokromatozis [Galaktozemi [117 Hidroksilaz [CJAromataz)
fatrojenik (O KT O RT O Cerrahi O Diger.............. )
Genetik
Idyopatik
Infertilite : O Var
O Yok
Infertilite Var: 11Ul var
1 IVF var
IVE Var: L Siklusiptali (............o.ceels )

L] Siklus iptali yok

IVF Toplanan Follikiil sayisi :

IVF Toplanan Follikiil caplari:

IVF Tedavisi Total Gonadotropin dozu:

IVF Ted.Protokolii:
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Genetik Tarama Sonucu:

Karyotip:

X kromozom anomalileri:

Otozomal Bozukluklar:

L1 Turner Sendromu

L1 Frajil X premutasyonu

L1 Trizomi veya polizomi

L1 Xp, Xq makro ve mikro delesyonlar

[1 Otozomal ya da X kromozomal translokasyonlar
[] FSHR mutasyonlari

[0 Inhibin gen mutasyonu

L] Otoimmiin poliendokrinopati candidiasis-ektodermal
distrofi (APECED) (Addison Hastaligi-IDDM-Hipotiroidi)

] Perrault’s Sendromu

L] BPES

91



EK - 2 AYDINLATILMIS ONAM FORMU

“Premature Ovaryan Yetmezlik olgularinda genetik markerlerin 6neminin ortaya
konmas1” amaciyla bilimsel bir arastirma yapmay1 planlamaktayiz. Yapilmasi planlanan
arastirmanin ismi “Prematiir Over Yetmezligi Olgularindaki Genomik Degisikliklerinin Array

CGH Yontemi ile Degerlendirilmesi” dir.

Prematiir Over YetmezIligi tanis1 konan ve bu nedenle klinik takibi yapilan hastalardan
alinan periferik kan 6rneklerinden yapilacak bu ¢alismaya, tibbi durumunuz bu kosullara
uydugu icin sizi de davet ediyoruz. Ancak hemen belirtilmelidir ki aragtirmaya katilip
katilmamak gontlliiliik esasina dayalidir. Bu bilimsel ¢alismaya katilma kararini tamamen hiir
iradeniz ile vermelisiniz. Bu karar1 verirken hi¢ kimse tarafindan size telkin ve baskida
bulunulamaz. Kararinizdan 6nce s6z konusu bilimsel aragtirma ve bu arastirmaya katilmayi
kabul etmeniz durumunda yapilacak islemler hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu
bilgileri okuyup anladiktan sonra bu bilimsel arastirmaya katilmak isterseniz formu

imzalayimiz.

Bilimsel Calisma Hakkinda Bilgiler

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni, Prematiir Over YetmezIligi tanist konmus bir
birey olmanizdir. Bu arastirma Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda gerceklestirilecektir. Bu
arastirmada Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali tarafindan klinik tanist konulan
olgularda Premature Over Yetmezliginde rol oynadigi diisiiniilen genlerdeki artma-eksilmeler
yiksek ¢oziintirliklii array yontemi ile incelenecektir. Bu genlerde meydana gelen artma-
eksilmeler, sizdeki hastaligin gelismesinde ve/veya ilerlemesinde rol oynayip oynamadiginin
belirlenmesi, rol oynuyor ise hangi artma-eksilmelerin daha sik gozlendiginin saptanmasi,
ilerleyen siire¢ icerisinde bu genlerin incelenerek erken tan1 ve/veya hastalik tedavisine

yonelik protokollerin gelistirilmesi i¢in ipucu olacaktir.
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Bugiin i¢in sizin gibi Prematur Over Yetmezligi bulgusu gésteren olgularin tanilarinin
konulmasinda olgunun 40 yas alt1 olmasi, FSH degerlerinin 40 IU/L ve daha {izerinde olmasi,
en az 4 ay adetsiz donemin olmasi kriterleri kullanilmaktadir. Ancak hastaligin gidisati ile
ilgili bir bilginin tam1 aninda ve yakin donem takiplerinde sOylenmesi son derece giictiir.
Genetik analizler ile sizleri bekleyen durumlar literatiir bilgileri dogrultusunda
belirlenebilecek, anomali saptanmasi durumunda size ve/veya ailenize genetik danigsma
verilebilecektir. Hastaligin gidisati ve tedavinin igerigi ile ilgili diizenlemelere gidilmesini
gerektirecek degisiklikler saptanabilecektir. Boylelikle Prematur Over Yetmezligi bulgusu
gosteren sizlerin tedavileri ve takip siiregleri ile ilgili planlama ve diizenleme yapma imkani
saglanabilecektir. Prematiir Ovaryan Yetmezlik bulgusu gosteren sizlerin ve yakin
akrabalarmizin erken dénemde tanimizin konulmasi, olast menopozun erken dénemde tespit
edilmesine ve tedavi planlamasina 6nceden firsat verip, erken dénemde ¢ocuk sahibi olma

gibi tireme ile ilgili segeneklere olanak taniyacaktir.

93



Eger Arastirmaya Katilmay1 Kabul Ederseniz

. Bu ¢alismaya davet edilmenize neden olan tibbi durumunuz nedeniyle sizden alinacak
kan 6rneginden sadece s6z konusu analizler gergeklestirilecektir.

. Sizden s6z konusu ¢alisma i¢in ilave doku alinmayacaktir.

o Elde edilen genetik materyalinizin bu ¢alisma disinda gelecekteki bilimsel ¢alismalar
icin de kullanilabilmesi tamamen sizin vereceginiz onaya baglidir.

. Aragtirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel
bilgileriniz ¢ok biiyiik bir hassasiyetle korunacaktir. Isimleriniz ve genetik analiz sonuglariniz

gizli tutulacaktir.

. Sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir.

. Calismaya katildiginiz i¢in size ek bir 6deme yapilmayacaktir.

. Hekim ile aranizda kalmas1 gereken size ait bilgilerin gizliligine biiylik 6zen ve saygi
gosterilecektir.

. Goniillii  olarak katildiginiz ¢alismanin  herhangi bir asamasinda arastirmadan

ayrilabilirsiniz. Ancak ayrilmadan 6nce arastirmacilara bu durumu bildirmeniz 6nemlidir.
o Calismaya katilmay1 kabul etmemeniz durumunda tedavinizde ve Kklinik izlemlerinizde

degisiklik olmayacaktir.

94



Katilimcimin (Géniillii) / Hastanin Beyani

Eskisehir Osmangazi.Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali ile

Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali isbirligiyle bir arastirma yapilacagi belirtilerek
bu aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler tarafima aktarilmistir.
Eger bu aragtirmaya katilirsam, hekim ile aramda kalmasi gereken, bana ait bilgilerin
gizliligine bu aragtirma sirasinda da biiylik 6zen ve saygi gosterilecegi, arastirma sonugclarmin
egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi
kesin ve net bir sekilde belirtilmistir.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Benden herhangi bir ticret talep edilmeyecegi ve bana da herhangi bir 6deme
yapilmayacagi net ve kesin bir sekilde ifade edilmistir.

Projenin yliriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gdstermeden arastirmadan ¢ekilme
hakkina sahip oldugum bildirilmistir. Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak i¢in
aragtirmadan c¢ekilecegimi Onceden bildirmemin uygun olacagimin da bilincindeyim.
Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici herhangi bir davranisla karsilagsmis degilim.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima
belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katilimc1” (goniillii)
olarak yer alma kararimi tamamen hiir iradem ile almis bulunuyorum. Bu konuda yapilan

daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliik icerisinde kabul ediyorum.

Katilimce1 (Goniillii): Katilimer (Goniillii) ile Goriisen
Adi, Soyad: Arastirmaci
Adres : Adi, Soyadi, Unvant:
Telefon Adres
Imza ; Telefon
Imza
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EK - 3 ETIK KURUL KARAR FORMU

_ ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
ILAC DISI KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU BASKANLIGI

KARAR FORMU

Karar Tarihi: 21 Agustos 2013

Karar Sayisi: 16

Tibbi Genetik Anabilim Dali Prof.Dr.Sevilhan ARTAN (Tez Danismani) ve Tibbi Genetik
Anabilim Dali Doktora Ogrencisi Biyolog Halime KUCUK (Tez Sahibi) tarafindan
yiiriitiilen “Prematiir over yetmezligi olgularindaki genomik degisikliklerin Array CGH
yontemi ile degerlendirilmesi” bashkli galiymanin gorii ve Oneriler dogrultusunda
yapilmasinin uygun olduguna oy birligiyle karar verilmistir. Caligmanizda basarilar dileriz.

aajelies.
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