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IDIOPATIK HIRSUTIZMLI HASTALARDA AROMATAZ VE 5 ALFA
REDUKTAZ mRNA’LARININ REAL-TiME PZR ILE KUANTIFIYE
EDILMESI VE BU GENLERIN POLIMORFIZMLERININ

ARASTIRILMASI
OZET

Giris: Hirsutism, kadinlarda terminal tiiylerin erkek benzeri yapr kazanmasi olarak
tanimlanir ve tiim kadinlarin %5-10"unu etkilemektedir. Hirsutizmin varlig1 hastalar
icin stres kaynagi olmakta ve psikososyal gelisimlerine olumsuz etki yapmaktadir.
Hirgutizm ile birlikte normal ovulatuar fonksiyona ve dolasimdaki androjen
konsantrasyonuna sahip olan hastalar Idiyopatik Hirsutizm sinifina konulurlar ve bu
hastaligin patogenezinde oldukca az bilgi mevcuttur.

Amac: Bu ¢aligmada, androjen biyosentezinde yer alan genlerin (SRD5A2, CYP19)
polimorfizmlerinin ve ekspresyonlarinin idiyopatik Hirsutizme yatkinliktaki rolleri
arastirildi.

Metod: Tiim hirsutizm hastalar1 ayn1 gozlemci tarafindan secildi. Hirsutizm
modifiye Ferriman-Gallwey(F-G) metodu ile derecelendirildi. F-G skoru 8’den
biiylik olanlar hirsutik olarak kabul edildi. Bu c¢alismada, 8 hirsutik ve 8 kontrol
hastasinda, 5 alfa rediiktaz Tip2 (SRD5A2) ve aromataz (CYP19) genleri
ekspresyonu, gobek alt1 orta hattan alinan dermal papillada ¢alisildi ve karsilastirildi.
SRD5A2 ve CYP19 ekspresyonlar1 Real-Time PZR ile internal kontrol olarak -actin
geni kullanilarak degerlendirildi. Ayrica, 15 idiyopatik hirsutik ve 15 saglikli kontrol
hastasindan, SRD5A2 A49T polimorfizmi direkt sekanslama metodu ile ve CYP19
C1558T polimorfizmi RFLP metodu ¢alisildu.

Sonug¢: SRD5A2 geni ekspresyonu hasta ve kontrol grubunda farklilik gdstermedi

(0.78 + 0.05 vs 0.74 + 0.06). CYP19 gen ekspresyon diizeyi kontrol grubuna gore
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doku diizeyinde diisiik bulundu (p<0.05). SRD5A2 ve CYP19 genleri
polimorfizmleri i¢in hasta ve kontrol gruplar arasinda fark bulunamadi.
Tartisma: Idiyopatik hirsutizmli hastalarda aromataz gen ekspresyonunun daha fazla
hasta kullanilarak arastirilmasi hastaligin etiyopatogenezinin aydinlatilmasi ig¢in
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: CYP19, Ekspresyon, Hirsutizm, SRD5A2, Polimorfizm
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QUANTITATIVE DETERMINATION, BY REAL-TIME REVERSE
TRANSCRIPTION POLYMERASE CHAIN REACTION, OF AROMATASE
AND 5 ALPHA REDUCTASE mRNA, AND POLYMORPHISMS IN THE
AROMATASE AND 5 ALPHA REDUCTASE GENES IN IDIOPATHIC
HIRSUTISM.

ABSTRACT

Backgraund: Hirsutism, the presence of terminal (coarse) hairs in females in a male-
like pattern, affects between 5% and 10% of women surveyed. The presence of
hirsutism is extremely distressing to patients, with a significant negative impact on
their psychosocial development. Hirsutism with normal ovulatory function and
normal circulating androgen concentrations called idiopathic hirsutism and little
information is available regarding the pathogenesis.

Aim: In this study, significance of polymorphisms of the genes involved in androgen
biosynthesis (SRD5A2,CYP19) and their expressions inmodulating the susceptibility
to idiopathic hirsutism was studied.

Methods: All hirsutism exams were performed by one examiner. Hirsutism was
scored using a modification of the Ferriman-Gallwey (F-G) method. An F-G score of
>8 defined hirsutism. In the present study, we assessed the expression of the genes
for type 2 5 alpha-reductase isoenzyme (SRD5A2) and aromatase (CYP19) in
subumblical midline hairs plucked from 8 untreated idiopathic hirsutic patients and
compare it with that of 8 normal women. SRD5A2 and CYP19 expression was
estimated by Real-Time-PCR using the gene of the ubiquitously expressed protein B-
actin as an internal control. In addition, associations between aromatase and 5 alpha
reductase expression and their polymophisms were sought for SRD5A2 gene A49T
and CYP19 gene CI1558T polymorphisms direct sequencing and RFLP methods,

respectivly in 15 undertreated and 15 healthy women.



Results: No differences were found in SRD5A2 expression levels between patients
and normal women (0.78 £ 0.05 vs 0.74 = 0.06, respectively). CYPI19 gene
expression levels were lowered the patients according to controls (p<0.05). In
addition no differences were found SRD5A2 and CYP19 polymorphisms between
patients and controls.

Discussion: Further studies are needed to investigate the expression of the aromatase
gene in idiopathic hirsutism for understanding idiopatik hirsutism etyopathogenesis.

Key words: CYP19, Expression, Hirsutism, SRD5A2, Polymorphism
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1. GIRIS VE AMAC

Hirsutizm, kadinlarda yiiz, gogiis, meme, sirt, karin alt kisim ve 6n uyluk gibi
cilt bolgelerindeki velloz killarin terminal killara doniiserek artmasidir (1). Hirsutizm
tanis1 toplumdan topluma ve hatta ayni toplum igerisinde kiiltiirden kiiltiire farklilik
gosterebilir. Viicutlarinda genel olarak daha c¢ok killanma izlenen Akdeniz
iilkelerindeki kadinlar, Kuzey Avrupali veya Uzak Dogulu kadinlara gore hirsutik
olarak degerlendirilebilir (2). Ulkemizde bu konuda kesin rakamlar yoktur. Ancak bir
Akdeniz iilkesi olmamiz da gézoniine alindiginda klinik izlenimlerde bu semptomun
nadir olmadig1 goriilmektedir. Hirsutizme yol acan bir ¢ok sebep vardir (Tablo 1).
Hirsutik kadinlarin yaklasik %15’inde mensesler diizenlidir ve overler normal
yapidadir. Adrenal veya over kaynakli tiimorlere ait hicbir belirti yoktur, plazma
testosteron veya androstenedion diizeylerinde belirgin bir yiikselme saptanmaz (3).
Bu vakalar idiyopatik hirsutizm olarak adlandirilir ve hirsutizmin polikistik over
sendromundan sonra en sik rastlanilan ikinci sebebidir (4). Idiyopatik hirsutizmin
patogenezinde az sayida bilgi mevcuttur. Giinlimiizde idiyopatik hirsutizmin aslinda
pilosebase birimde, androjen metabolizmasiyla ilgili bir bozukluk oldugu ve genetik

nedenlerle ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir.



Tablo 1. Hirsutikligin nedenleri

Baslangi¢ bulgusu Baslangi¢ bulgusu
hirsutizm olabilen genellikle hirsutizm
hastaliklar olmayan hastaliklar
Polikistik over sendromu
+
PCOS)
Over tiimorleri +
Konjenital adrenal
+
hiperplazi (CAH)
Adrenal duyarsizhk +
Cushing hastahigi +
Prolaktinoma +
Adrenal tiimorler +
Gonadal disgenezis +
Androjen tedavisi +
Nedeni belli olmayan
+
hirsutizm
Stres +

Normal sartlar altinda, 5 alfa rediiktaz enzimi, testosteronu daha etkili androjen olan
dihidrotestosterona cevirir ve kil folikiillerinde androjenlerin etkisi i¢in anahtar rol
oynar (5,6). Klonlama ¢aligsmalar1 5 alfa rediiktaz enziminin Tip 1 ve Tip 2 olmak
lizere iki izoenziminin oldugunu bulmustur (7,8). Ciltte bulunan baskin 5 alfa
rediiktaz izoenzimi Tip 1°dir (SDR5A1) ve yapisal olarak 5 alfa rediiktaz izoenzimi

Tip 2 ile %60 homoloji gosterir ki 5 alfa rediiktaz izoenzimi Tip 2 karakteristik

olarak prostat bezinde bulunmaktadir (8).




Hirsutik hastalarin genital ve pubik cilt fibroblastlarinda normal kadinlarinkine gore
artmig 5 alfa rediiktaz enzim aktivitesi gosterilmistir (9,10). Boyle caligsmalar
idiyopatik hirsutizm tanis1 almis hastalarda da ayni1 sonucu vermistir (11). SRD5A2,
hem normal hem de hirsutik hastalarda genital ciltte ana olarak eksprese edilen
izoformdur (12). Ama 5 alfa rediiktaz izoenzimlerinin fizyolojik rolleri tam olarak
anlagilmamistir ve onlarin degisik viicut bolgelerindeki dagilim farkliliklarinin 6nemi
bilinmemektedir (13).

SRD5A2 geni, 2p23 kromozom bdlgesinde bulunmaktadir. SRD5SA2 geni, 5 ekzon
ve 4 introndan olusur, 56384 baz igerir, 254 aa den olusan 28393 Dalton agirliginda
irlin verir ve 5-dehidrotestosteron bagimli genital doku, karaciger dahil diger organ
ve dokularda da bulunmaktadir (14). Ikinci en yaygm SRD5A2 germ hiicreleri ile
aktarilan polimorfizm, 49. kodondaki alaninden threonine degisime neden olan tek
yanlis anlamli mutasyondan kaynaklanmaktadir. Bu polimorfizm, invitro enzim
aktivitesi normalden bes kat daha fazla olan varyant proteinin {iretimi ile
sonuclanmaktadir (15). Bilinen SRD5A2 polimorfizmlerinin 5 alfa rediiktaz
enziminin aktivitesinde degisiklie neden olan etkisi, olast mRNA stabilitesindeki
degisikliktir (13).

Aromataz Ostrojen biyosentezinde anahtar bir enzimdir. Aromataz enzimini kodlayan
CYP19 geni 15921.2 lokalizasyonunda bulunmaktadir ve yaklagik 123kb’dan
olugmaktadir (16). Translasyonun baslangi¢ kismi ekzon iki ve bitis kismi da ekzon
on’dur ve yaklasik kodlanan bu bolge 30 kb kadardir. Translasyona ugramayan ilk
ekzonunda bulundugu 5' ucu ise yaklasik 90 kb kadardir (17). Enzim C19 steroidleri
Ostrojenlere (C18) cevirmektedir (androstenedionu Ostrona -El-testosteronu da
Ostradiole-E2- doniistiiriir). Enzim esas olarak over ve plasenta gibi strojeni iireten
hiicrelerin endoplazmik retikulumunda yerlesmistir ama genis bir sekilde testislerin
leydig hiicresi, beyin, adipoz doku, karaciger, kas ve sa¢ folikiilii gibi bir¢ok diger
dokuda da bulunmaktadir (18,19).

Insan aromataz geni dokuya spesifik promotorlarin kontrolii altinda transkripsiyona
ugramaktadir. Boyle promotorlar genis bir sekilde dagilmislardir (90-kb’lik bir alana
dagilmislardir). Her bir promotor farkli tip hormonlar tarafindan aktive edilir ve
aromatazin ifadesini diizenler, aromataz mRNA’sin1 kodlayan bélge aymidir (aym
ekzonlar transkripsiyona ugrar) ama plasentada, gonadlarda, beyinde, yag dokuda ve

ciltte dokuya spesifik 5'-¢evrilmeyen bolgeler mevcuttur (20).



Ovulatuar kadinlarda, ostrojen primer olarak FSH tarafindan aktive edilen,
aromatazin proksimal yerlesimli promotor II’sinin etkisiyle ovarian graniilosa
hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Erkeklerde ve postmenapozal kadinlarda, dstrojen
primer olarak yag ve cilt dokular1 gibi ekstraglanduler dokulardan tiretilmektedir ki
burada aromataz, 1.3 ve 1.4 lokalizasyonundaki distal promotorlarinin etkisiyle diisiik
seviyede ifade edilir (21,22).

Somner ve ark. yaptigi bir c¢alismada CYP19 genotipinin serum Ostradiol
konsantrasyonu ile onemli derecede iliskili oldugu bulunmustur (p<0.002) (23).
Literatiirde simdiye kadar idiyopatik hirsutizmi olan vakalarda hastaligin
patogenezinde Onemli rol oynayan androjen iiretim ve etki sisteminde kilit
konumdaki SRD5A2 ve CYP19 genlerinin etkilerinin tesbit edildigi bir ¢aligma
mevcut degildir. Bu ¢alismadaki amag, hedef genlerin lokal olarak doku diizeyinde
ve kanda kantitatif ekspresyonlarinin karsilastirilmas: ve segilen polimorfik

varyantlarinin  hedef genlerin ekspresyonuna etkilerinin tesbit edilmesidir.



2. GENEL BILGILER

Kadinlarda yiiz, gogiis, meme, sirt, karin alt kisim ve on uyluk gibi cilt
bolgelerindeki velloz killarin terminal killara doniiserek artmasina hirsutizm adi
verilir, kadinlarm %35-10’unu etkilemektedir (23-25). idiyopatik hirsutizm tanisi ise
hirsutizmi bulunan kadinlarin %5-15’ine konulmaktadir (26). Hirsutizmin varligi
hastalar icin bir stres faktorii olmakta ve onlarin psikososyal gelisiminde oldukca
onemli bir negatif etki yapmaktadir (27,28). Hirsutizm hastalarinin biiylik bir
cogunlugunda izole rahatsizlifa gore diger hastalik durumlarinin (6rnegin, polikistik
over sendromu, androjen sekrete eden tiimorler, klasik olmayan adrenal hiperplazi,
veya ciddi insiilin rezistansi sendromlar1 gibi) bir isareti bulunmaktadir. Bu
hastaliklar gibi benzer diger hastaliklarin bulunmadigi hastalar idiyopatik hirsutizm
veya basit veya periferal hirsutizm olarak adlandirilmaktadir (26).

Eriskin insan viicudunda killar vell6z ve terminal olmak iizere baglica ikiye
ayrilirlar. Velloz killar ince, yumusak ve pigmentsizdir. Puberte 6ncesi biitiin viicutta
yaygin olarak bulunurlar. O kadar ince, yumusak ve renksizdirler ki gozle giigliikle
farkedilebilirler. Terminal killar kalin, kolay farkedilebilen pigmentli killardir.
Puberte Oncesi sadece kafa ve kaslarda bulunur. Kadinlarda puberte doneminde
androjenlerin etkisi ile aksiller ve pubik bolgelerdeki velloz killar terminal killara
doniistirler. Yiiz ve viicuttaki terminal killarin normalden fazla olmasi, genellikle
anovulatuvar over ve siklik menstriiel fonksiyonun kaybi ile beraber olan, androjen
yapimi fazlalig tarafindan olusturulur. Daha ileri durum olan virilizm (kliteromegali,
sesin derinden gelmesi, sa¢ dokiilmesi), daha ciddi durumlarda (adrenal hiperplazi,

adrenal veya over kaynaklt  androjen  ireten  tiimorler) — gOriiliir.
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Sekil 1. Kil folikiiliiniin yapis1

2.1.KIL GELISIMININ FiZYOLOJiSI
2.1.1 Tiylerin gelisimi, tiirleri ve dagilimi
Insan viicudunu yaklasik 50 milyon kil folikiilii kaplamaktadir. Bunlarin
100,000-150,000 tanesi kafa derisinde geriye kalan1 da yiiz ve diger viicut
alanlarinda bulunmaktadir. Kil folikiiliiniin olmadig1 viicut alanlar1 ayak tabani, el
ayast ve dudaklar ile siirhidir. Olduk¢a az sayida kil folikiili dogumdan sonra
sekillenir ve ¢ogu kil folikiillerinin ¢ogu 40 yasindan sonra azalmaya baslar (29,30).
Tiiy yapisinin olusumunu saglayan ilk epidermisin yapisi, embriyonik
yasamin ilk asamasi, 9-12. haftalar arasinda olusur (31,32). Ektodermal ve
mesodermal bilesenler yakin bir temasta bulunmakta ve kil folikiiliiniin varligi
boyunca da siirekli bir etkilesim i¢inde olmaktadirlar. Bu embriyonik tiiy folikiilleri
tily tiretmeye, gelisimin 16.—20. haftalarinda baslayabilmektedir.
Ty, kendisinin govdesini olusturan keratin proteinlerinden olusmaktadir.

Yapisal olarak, tiiyler iice ayrilmaktadir. Lanugo, dogum sonrasi1 1.—4. aylar arasinda



dokiilen, fetusun derisini kaplayan yogun ve yumusak bir tiiydiir. Vellus tiiyleri de
yumusaktir ancak, lunago tiiylerinden daha biiyiiktiir. Vellus tliyleri ¢ogunlukla
pigmentli degildir, uzunlugu 2 mm civarindadir ve viicudun tiiysiiz olan bolgelerini
kaplamaktadir. Histolojik olarak, vellus tiiylerinin 0.03 mm’yi asmayan ¢ap1 vardir
ve bu c¢ap da kok kilifindan daha kiiciiktiir (33). Terminal tiiyler ise uzun,
pigmentlidir. Bu tiiyler, her iki cinsiyette kaslari, kirpikleri, kafa derisi tiiylerini ve
pubik ve koltukalti tiiylerini ve erkeklerde de yiiz ve viicut tiiylerinin ¢ogunu
olusturmaktadir (29,30).

Ciltte, kil folikiilleri folikiiler tiniteleri olusturmak {izere grup olusturular; her
folikiiler tinite yaklasik iki-dort adet kil folikiilii ile beraber sebasedz glandlar ve bag
dokudan olusur (34-36). Her etnik grup igerisinde folikiiler iinite sayisi cinsiyete gore
degisiklik gdstermez. Bu nedenle erkek ve kadinlar arasindaki viicut tliylerindeki
farklilik folikiiler iinite sayisi ile iliskili degilken, tiiyiin tipi ve vasfi iliskilidir
(29,30).

2.1.2 Tiily uzamasinin asamalar ve diizenlenmesi

Tiily uzamasinda ii¢ asama vardir. Aktif bilyiime asamasi (anajen); tiiylerin
uzamasinin durup, tily gelisimlerinin azaldigi geri doniis evresi (katajen) ve son
olarak tliylerin durdugu ve yerine yeni tlylerin gelmesiyle dokiilen telojen
asamasidir (29,30) (Sekil 2).

KATAJEN FAZ

Ara Dénem, Involiisyon

N

ANAJEN FAZ TELOJEN FAZ

Gelisim donemi Istirahat donemi

KIL GELIiSiMi

Sekil 2. Kil gelisiminin donemleri, Sacl derideki killarda killarin anajen faz1 kisa
(2-4 ay), telojen fazlar1 uzundur. Ekstremite, kirpik ve kastaki anajen faz uzun (2-6

yil), telojen faz kisadir (3 ay).

Insanlarda tiiyler, farkli tiiy folikiilleri arasindaki biiyiime asamalarmin
asenkronizasyonunun bir sonucu olarak, siirekli uzayan bir goriiniimdedir. Bazi

tiiyler biiylime asamasinda iken (anajen), digerleri duraklama donemindedir (telojen),



veya tam tersidir. Bu da stirekli bir bliyiime oldugu izlenimi vermektedir. Biiylime
asamasinin siiresinin uzunlugu, kil folikiiliiniin nerede oldugu ile ilgilidir. Ornegin,
kafa derisinde anajen donemi 2—6 ay arasinda siirerken, viicut tiiylerindeki anajen
donem 3—-6 ay siirmektedir. Ayrica, kafa derisinde ve viicut tiiylerinde katajen ve
telojen agsamalarinin siiresi benzerdir. Bu siire, ortalama olarak 2—3 haftadan 3—4 aya
kadar degismektedir. Anajen—telojen orani (anajen donemdeki tiily oraninin, telojen
donemdeki tiiylere orani) cogunlukla derinin belli alanlarindaki tiiy uzama
aktivitesini tahmin etmek i¢in kullanilmaktadir. Bu orantida, yiliksek oran, daha aktif
tily uzamasini gostermektedir.

Cinsiyet steroid’leri ve bir takim lokal ve sistemik etkenler, tily uzamasini
diizenlemesinde dermal papilla iizerinde dolayli ve dogrudan etki yapabilirler. Ayrica
bu etkenler, kil folikiillerinin diger boliimleri iizerinde de etkili olabilirler. Bu
boliimlere, tily uzamasini diizenleyen dermal papilla kadar 6nemli olabilen, i¢ ve dis
kok kiliflar1 ve “artis” bolgesinin folikiiler kok hiicreleri de dahildir (34-36).

2.1.2.1 Lokal ve sistemik etkenler:

Tiily uzamasini etkileyen cesitli biiyiime faktorleri ve sitokinler saptanmistir
(37-43). Bu etkenlerin, biiylimeyi hizlandirmak i¢in dermal papillay1 etkileyen
matriks metalloproteinazi olan, stromolizin sentezinin artmast ile olustugu
distiniilmektedir (44).

Tiroid ve GH gibi diger hormonlar da tiiy uzamasini degistirebilir (45-47).
Genelde, tiroid hormonu veya biiyiime hormonu (GH) gibi hormonlardaki
eksiklikler, kafa derisi ve viicut tiiylerindeki anajen—telojen oranindaki degisiklikler
ile iliskilidir (45,46,48). Tiroid hormonu alarak tedavi goéren hipotiroid hastalar
cogunlukla yaklasik 8 hafta icinde kafa derilerindeki tliylerde uzamalar yagamislardir
(45). Arastirmacilar tily folikiillerinin dig kilif hiicrelerinde tiroid hormonu
reseptorlerinin varligimi ve kiiltiirlenmis tiiy folikiillerinde hiicresel ¢ogalmada L-
T3’lin olumlu etkilerinin oldugunu kanitlamislardir (49). GH tedavisi goéren GH
eksikligi yasayan erkeklerde, serbest androjen indeksinde goézle goriiliir bir artis
gbzlenmeden, viicut tiiylerinde artis yasadiklarini belirtmislerdir (47). GH’1n viicut
tiiylerinin uzamasini, dongiisel androjenlerde bagimsiz olarak, dogrudan
etkileyebilecegi belirtilmistir. GH tutulmasi, kil folikiiliinlin alt 1/3’iinde, folikiiliin
ist 2/3’lnilin dig kilifinda ve dermal papilla da goriilmektedir (50). Buna ragmen,
GH’in in vitro tily folikiil uzamasinda veya morfolojisindeki dogrudan etkileri,

incelenmemistir (51). GH’1n etkisine, insiilin benzeri biiyiime faktorii I’in (IGF-I)



artan iiretiminin de katkida bulunmasi olasidir. Insanlarda, skrotal deri fibroblast’lar1,
IGF-II veya insiilin degil, IGF-I androjen etkisinin periferal potensiyalizasyonu i¢in
gerekli enzim olan Sa-reduktazin etkilerini arttirmaktadir (52). Ayrica, kiiltiirlenmis
tily folikiillerinde, IGF-II veya insiilinden fazla olarak IGF-I tiiy folikiillerinin
gelisimini arttirmaktadir (40).

2.1.2.2 Seks steroidleri:

Cinsiyet steroidleri arasinda androjenler, insan viicudundaki tiiylerin
tirlerinin ve dagilimini saglamakta olduk¢a Onemlidirler. Androjenlerin etkisi
dahilinde, vellus tipi tily lireten tiiyler terminal tiirlerin iiretilmesine baslamak igin
uyarilabilirler. In vivo deneyler, normal erkeklerde (53), eniikleiklerde (54) ve
kadindan erkege doniisen transseksiiellerde (55) viicudun androjen duyarh
bolgelerindeki (Ornegin, genital ve yliz sakal alanlar1) tliy folikiillerinin
farklilasmasinda, dis androjenlerin etkisinin oldugunu gdstermistir. Baz1 alanlardaki
terminal tiiylerin iiretimini arttirmasindan bagka, androjenler viicut tiiylerinin anajen
donemini uzatirken, kafa derisindeki anajen donemi kisaltmaktadir (56,57).
Androjenler ayrica sebum salgilanmasini arttirmaktadir. Bu nedenle androjenler,
sadece mevcut tiiyiin tirtini degistirmekle kalmaz, ayrica anajen doneminin siiresini
uzatarak viicut tliylerinin uzamasini, deri ve tliylerin yaghliginin artmasini da
saglayabilir.

Androjenlerin etkisi ile bazi tiiy folikiillerinin terminal tiiy tiretimi (6rnegin,
vellus tiiylerinin “terminallesmesi”), androjen duyarligindaki farkliliga veya tiiy
folikiillerindeki diger (daha tanimlanmamis) Onciil farkliliklara bagl olabilir ve bu
konu hala daha tam aciklanmis degildir. Viicut tiiyleri arasinda (farkli deri
alanlarinda ve deri alanlar1 arasinda) 5 alfa rediiktaz icerigi ve androjenleri
metabolize etmesi anlaminda biiyiik farkliliklar vardir. Androjenlerin, iiretimi
uyarmasi ve terminal tiiylerin uzatmasindaki g¢esitliligi, belli bir oranda bu farkliliklar
sayesindedir. Son olarak, terminal tiiy uzamasindaki androjenlerin etkilerinin
saptanmasinda androjen konsantrasyonu onemlidir. Bu da tam ve kismi androjen
duyarsizligi olan hastalarin seyrek terminal viicut tiiylerinin olmasi ile agikca
goriilmektedir (58).

Cinsiyet steroidlerinin, dongiisel diizeylerinden bagimsiz olarak tiy
folikiilleri iizerinde etkileri olabilecegi goz Oniline alinmaktadir. Bu bolgesel veya
intrakrin etkileri olduk¢a Onemlidir ve Ozellikle IH’de androjen fazlalig

diizensizliklerinin gelisiminde belirgin bir rol oynayabilirler. Tiiy folikiillerinin



intrakrinolojisi kadin ve erkegi etkileyen androjenik alopesi’de goriilmiistiir. Bu
diizensizlikte androjenler, 6zellikle hassas kadin ve erkekte, kafa derisindeki anajen
donemini kisaltmakta ve goriilebilen tiiylerde biiylik miktarda azalmaya neden
olmaktadir. Erkeklerde, androjenik alopesi, kafanin frontal ve oksipital tarafindaki
sacglarda kayiplar ve daha sonrasinda da sagital bolgedeki saglarin kaybr ile iliskilidir
(59). Buna Kkarsilik, kadinlarda bu diizensizlik kafanin frontal ve oksipital
bolgesindeki tiiylerin yaygin sekilde incelmesine neden olmaktadir (60). Kadin ve
erkegin yasadig1 bu diizensizlikteki klinik farkliliklarda, lokal cinsiyet steroidlerinin
neden olabilecegi bildirilmistir (61). Bu hipotezi test etmek i¢in yapilan bir
calismada, androjenik alopesiali 12 erkek ve 12 kadin incenmis ve erkeklerinkine
kiyasla, kadinlarin frontal tiiy folikiillerindeki 5 alfa rediiktaz igerikleri 6 kat fazla ve
aromataz igerikleri 3 kat az olarak tesbit edilmistir (61). Bu nedenle, lokal androjen
metabolizmasinin, androjenik alopesia’da cinsiyetler arasindaki klinik farkliliklara
neden oldugu sdylenebilir. Yine de bu farkliliklarin androjenlerin lokal eksikliginden
(0strojenlerin doniisiimii ile) veya dogrudan Ostrojen etkisinden mi kaynaklandigi
bilinmemektedir. Aslinda, baz1 aragtirmacilar dstrojenlerin, anajen—telojen oranlarini
degistirerek, kafa derisinde sa¢ kaybina dogrudan neden olabilecegini belirtmislerdir
(62).

Kafa derisinin aksine, Ostrojenlerin viicut tliylerinin uzamasini diizenlemesi
tizerindeki dogrudan etkileri kesin degildir (63). Fare modellerinde dstojenlerin, tiiy
folikiillerinin gelisimlerinin olugsumunu ve tim uzama dongiisiiniin uzamasini
onledigi gorilmiistiir (64,65). Yiiksek dozlarda progesteron ve estradiol, insan
genitalinde ve pubik deride (66), muhtemelen potent androgen dihidrotestosteronun
lokal iretimini azaltarak, 5 alfa rediiktazin etkilerini engellemektedir.
Progesteronlarin ve Ostrojenlerin, insanlarda tiiy uzamasindaki dogrudan etkileri
hakkinda ¢ok az bilgi vardir.

2.1.2.3. Deri 5 alfa rediiktaz (Sa—RA) aktivitesi.

Cesitli deneyler, testosteron, androstenedion, ve dehidroepiandrosteron’larin
Sa rediiksiyonu ile DHT ye gegisini deri ve tek tek tiiy folikiillerinde in vitro olarak
gostermistir Tam bir organizmada, DHT aslinda, erkeklerde T’nin periferal
nonhepatik Sa rediiksiyonu ve kadinlarda da androstenedion’nun Sa rediiksiyonu ile
olusmaktadir (67,68). Aslinda, terminal tiiylerin gelisiminde androjenlerin etkisi,
onemli derecede 5 alfa rediiktazin ¢aligmasini gerektirmektedir. Bu durum, 5 alfa

rediiktaz eksikligi olan hastalarda seyrek sakal gelisimi ile desteklenmektedir
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(58,69,70). Ancak, 5 alfa rediiktaz eksikligi olan hastalarda bile, T metabolizmasi
dermal papilla hiicrelerinin in vitro sekilde DHT ye dénmesi, terminal tily uzamasi
ile iliskilidir (71).

5 alfa rediiktaz ve DHT’nin erkek tipi tily uzamasindaki etkilerinin
saptamasindaki Onemli rolii Farthing ve arkadaglar1 (72) tarafindan yapilan bir
calisma ile desteklenmistir. Bu calismadaki hastalarda, T ve DHT nin dongiisel
konsantrasyonlarinda normalden daha fazla bir sapma goriilen, ¢6lyak hastaligi
vardir (72). Bu erkeklerde, yiiz tiiylerinin uzama orani, plasma DHT diizeyleri ile
dogrudan iligkilidir ki, bu da normalden daha disiiktiir. Ayrica, tily yogunlugu DHT
degil ancak T diizeyleri ile iligkilidir; bu hastalarda normalden daha yiiksektir. DHT
ve T’nin sinerjik olan bu ikili etkisi, cocuklukta 5 alfa rediiktaz eksikligi olan
hastalarda goriilen bolgesel virilizasyon ile tutarhidir (58,69,70). Sonugta, yiiksek
konsantrasyonlardaki dongiisel T, Folikiiler tinite iizerinde dogrudan etkiye sahipken,
DHT hedef dokularindaki temel androjen hareketidir.

Lokal 5 alfa rediiktaz aktivitesi, biiylik oranda DHT f{iretimi ve sonucunda
androjenlerin tily folikiillerine etkilerini belirlemektedir. Yiiksek dozda progesteron
ve Ostradiol’iin, insan genitalinde ve pubik derisinde (66) 5 alfa rediiktaz aktivitesini
onlemektedir, kald1 ki, androjenlerin periferal 5 alfa rediiktaz aktivitesini uyardigi ve
arttirdigr bilinmektedir (73). Ancak, tim androjenlerin periferal 5 alfa rediiktaz
aktiviteleri ve tily uzamasmna etkileri esit degildir. Ornegin, Adrenal
Hiperandrojenizm’li hastalardaki pubik deriler, kontrol grubu ile benzer ve ovarian
hiperandrojenizmli hastalarinkinden daha diisiik 5 alfa rediiktaz diizeyleri
gostermektedir (74). Androjenlerle birlikte, 5 alfa rediiktazin aktivite dagilimin
baska etkenler kontrol edebilir. Ornegin, ilk verilere gére, lokal (TGF-beta ve EGF)
ve dongiisel biiyiime etkenleri (6rnegin, IGF-I, aktivin A, ve inhibin A), bu enzimin
aktivitelerini degistirmektedir (52,75,76). Bununla birlikte, bu diizenleyici etkenlerin
hareketlerinin isleyisi ve 6zel rollerinin tanimlanmasi gerekmektedir. 5 alfa rediiktaz
aktivitesi, Tip 1 ve Tip 2 5 alfa rediiktaz izoenzimi adli iki farkli izoenzimin
fonksiyonlarmin bir sonucudur (77). Her 5 alfa rediiktaz izoenzimi 5 ve 2
kromozomlarindaki ayr1 genlerde sifrelenmistir ve farkli biyokimyasal 6zellikler ve
doku dagilimlar1 gostermektedir (61). Tip 1 izoenziminin optimum PH’1 yaklasik 8,0,
Michaelis—Menten sabiti (KM) yaklasik 24 mm ve daha diisiik escarpan belirliligine
sahiptir ve mikrozomal subselliiler boliimdedir. Tip 2 izoenzimi daha asitli bir PH

araliginda ve KM’si yaklasik 0,33 mm ve niikleer ve mikrozomal subselliiler
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boliimlerin her ikisinde de bulunmaktadir. Bu nedenle Tip 2 5 alfa rediiktaz, KM
degerleri goz oniine alindiginda, DHT nin sentezinde daha aktiftir.

Her ne kadar son ¢alismalara gore, Tip 2 izoenzimi testis, prostat ve sakaldaki
tily folikiilleri ve genital tiiylerde baskin sekilde bulunmaktaysa da, her iki 5 alfa
rediiktaz izoenzimi viicutta genis bolgelere yayilmistir (77). Hangi izoenzimin kafa
derisindeki tiiy folikiillerinde bulundugu tartismalidir. Bir arastirmaci, Tip 1 ve Tip 2
insan yag bezleri arasinda bulunsa da, kafa derisindeki tiiy folikiillerinde sadece Tip
2 5 alfa rediiktaz bulundugunu belirtmistir (78). Diger arastirmacilar (61,79) her iki
izoenzimi kafa derisi yag bezlerinde bulmuslar ancak, ayni sekilde iki izoenzimin
kafa derisi tily folikiillerinde de bulundugunu belirtmislerdir (Sekil 1). Ilging olarak,
her iki tiir 5 alfa rediiktaz, dermal papillada daha az sekilde, kil folikiiliiniin dis kdk
kilifinda lokallesebilecegini belirtmistir (61). Tip 1 izoenzimi, yag bezlerinin
merkezden uzak boliimlerinde fazlasiyla goriilmekteyken, Tip 2 5 alfa rediiktaz, yag
bezlerinin temelde birbirlerine baglandiklar1 yerde bulunmustur (61). Tip 2 5 alfa
rediiktazin bu yeri, klinik olarak dnemli olabilir ¢iinkii, yag bezlerinin baglanma yeri,
akne vulgarise yol agan kilit patolojik siirecin gectigi bolgedir.

Cinsiyet ve derideki yerinin farkliliklarina ek olarak, Tip 2 5 alfa rediiktaz
izoenzimi, islevsel olarak da farkl1 olabilirler. Ornegin ilk veriler, deride iki enzimin
farkli derecede androjenler ile diizenlenebilecegini belirtmistir. Tip 1 izoenzimi, bu
steroidlerce diizenlenmeye daha uygundur (80). Dahasi Tip 2 5 alfa rediiktaz
dogumdan itibaren deride varken, Tip 1 izoenzimi ¢ocukluk ¢aginin sonlarinda veya
ergenlik caginda belirgin hale gelmektedir (77).

5 alfa rediiktaz aktivitelerinin oncelikle, mikrodiseksiyon yapilmis ve
koparilmig tiiylerdeki folikiiler hiicrelerde ve deri parcaciklari ve asil hiicre
kiiltiirlerinde biyokimyasal olarak oOlciildiigii  bilinmelidir. 5 alfa rediiktaz
aktivitelerini inceleyen ¢ogu arastirma, mevcut 6zel izoenzim bi¢imlerini saptamadan
genital veya kafa derisini kullanarak yapilmistir. Dahasi, hirsutizmli kadinlarin karin
veya yiiz derilerindeki izoenzimlerin aktivitelerinin de incelenmesi gerekmektedir.
Bireysel izoenzim mRNA’larmin tanimlanmasi i¢in 6zel Northern blotlama
kullantminin, 5 alfa rediiktazin varligim1 saptanmasinda yardimci oldugu
bilinmektedir (61). Bu tekniklerin geligsmesi, cinsiyetler arasindaki tily uzamasindaki
farkliliklarin ve androjenik alopesi, akne ve hirsutizm gibi hipoandrejenik

diizensizliklerin patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasini saglayabilir.
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2.2 HIRSUTIZM: NE KADARI NORMAL DEGILDiR?

2.2.1 Hirsutizmin Sayisallagtirilmasi

Hirsutizmin  klinik  teshisi, tily tiiri ve biiylimesinin  gorsel
degerlendirilmesine dayanan, olduk¢a 6znel bir siiregtir. Hirsutizmden siiphelenilen
hastalarin degerlendirilmesinde, asir1 tiiylin terminal veya vellus tipinde olup
olmadiginin ve erkeklerinkine benzer olup olmadiginin incelenmesi gerekmektedir.
Vellus tiiy biiylimesinin asir1 olmasi, hipoandrojenizmin bir yansimasi olmamaktadir
ve nedeni ailevi/genetik nedenler, GH veya tiroid hormon iiretimi veya kullandig1
ilaclar olabilir. Her ne kadar vellus tiiyleri sertlikleri, kalinliklar1 ve pigmentleri
dolayisiyla terminal tiiylerden farkli olsalar da, cogu androjenli hasta her iki tiiyde
asirt biiylime oldugunu belirtmistir. “Hipertrikosis” kavrami, asir1 tily uzamasi
durumu i¢in kullanilmaktadir. Ancak bazi arastirmacilarca hirsutizmi tanimlamada,
bazi aragtirmacilar ise vellus tliylerinin asir1 uzamasi olarak kullanmaktadir.

Hirsutizm derecesinin saptanmasinda gorsel yontemler, Ferriman—Gallwey
tarafindan tanimlananlar1 takip etmektedir (23). Arastirmacilar ¢aligmalarinda,
viicudun 11 farkli bolgesindeki (6rnegin {ist dudak, ¢cene, gogiis, iist sirt, alt sirt, {ist
karin, alt karin, kol, 6nkol, kalga ve alt bacak) terminal tiiylerin yogunlugunu
Olemiiglerdir. Bu olgiimlerde genel bir ayakta tedavi klinigine giden 18-38 yaslari
arasindaki 161 kadin kullanilmistir. Bu alanlarin her birini 0—4 arasinda (0= terminal
hi¢ tliy yok, 4= asir1 diizeyde terminal tiiy) degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada, 6nkol
ve alt bacaktaki tlly uzamasi, androjenlere daha az duyarli veya tepkisiz olarak
saptanmis ve Ferriman—Gallwey yontemindeki son diizenlemelerde, bu alanlarin
kaldirilmasina neden olmustur. Sakal alaninda, alt ¢ene ve iist boyun ve kalcadaki
tily uzamasinin dlgiimleri, son 6l¢iim sistemlerine dahil edilmistir (81).

2.2.2 Hirsutizmin Tanimlanmasi

Ferriman ve Gallwey c¢alismalarinda, sadece dokuz tane deri bdlgesinin
incelendigi (6rnegin, alt bacak ve onkol hari¢ tutulmustur), 161 hastanin, %9.9’unda
5’ten fazla, %4.3’linde 7’den fazla ve %1.2’sinde de 10’dan fazla skor elde edilmistir
(23). Bu verilerden 8 veya daha yiiksek skorlarin hirgutizmi tanimladigi belirtilmistir.
Unutulmamasi1 gereken nokta ise, bu c¢alismada beyaz kadin niifusunun baskin
oldugudur. Normal bireylerde tiiy folikiillerinin androjen duyarliligi, dagilimi veya
sayilarindaki etnik/irksal farklilik tanimlandiysa da, farkli irk gruplarinda hirsutizmin

yayginligi, cok azdir.
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2.3 Idiyopatik Hirsutizmin Tanim (IH)

Literatiir arastirmalar1, IH nin taniminin dinamik bir siire¢ oldugunu, cesitli
androjen fazlalig1 diizensizliginin etiyolojisi ve bu konudaki anlayislar ile gelistigini
gostermektedir. IH’nin tam bir tanimmin olmamasi, siirekli bir karisikligin ve
ikilemin temel nedenlerinden biridir. Gegmis bilgiler IH’1 “hirsutizmin bilinmeyen
nedeni” olarak tanimlamistir. Ancak gilinlimiizde sadece 1) hirsutizm, 2) normal
ovulatuar fonksiyon ve 3) normal androjen profiline sahip kadinlar idiyopatik
hirsutizm seklinde tanimlanir (82-89).

2.4. IH’in Yayginhg

Hirsutizmli kadinlarin %50-70’1 diizenli adet goérmektedir (90,82,83,86).
Bununla beraber, bu kadinlarin yaklagik %40-75’inde DHEAS veya toplam ve/veya
serbest T’nin artan sirkulatuvar diizeyleri (83), ve/veya acik ovulatuar diizensizligi
vardir (82,86). Bernasconi ve arkadaglari (91) IH’i ovulatuar diizensizligin olmadigi
(luteal progesteron diizeyinin 6lgiilmesi ile belirlenmektedir), hirsutizm durumunda
tanimlamis ve 226 hastanin %55’inde IH oldugu tahmin edilmistir. Ne var ki bu
aragtirmacilar, IH teshisinde dongiisel androjen diizeylerini dikkate almamiglardir ve
aragtirma sonucunda, serbest T ve androstenedion diizeylerinin ortalamasi, IH’li
hastalarda kontrol grubundakilerden daha ytiksekdi.

Veriler de gostermektedir ki, IH, diizenli ovulasyon ve normal androjen
diizeyi ile baglantili hirsutizmin varlig1 olarak tanimlandiginda, hirsutizmli kadinlarin
sadece %15’inde bu teshis saptanmaktadir. IH’in yayginligi, incelenen etnik veya irk
gruplarina gore oldukca farklilasmaktadir. Ayrica, iyi Ozelliklere sahip saglikli
kontrol grubunun yeterli sayisina dayanan normatif verilerin kalitesi,
hiperandrogenemi’nin saptanma yetenegini de olduk¢a etkilemektedir. Son olarak,
ovulatuar fonksiyonun hirsutizmli kadinlarda nesnel sekilde degerlendirilmesi
gerekmektedir; kaldi ki, bu kadinlarin %40°1 oligo/anovulatuar’dir. Sonugcta, verilere
gore, kesin sekilde tanimlandiginda IH, hirsutizmin nispeten yaygin olmayan
nedenidir.

2.5 IH’in Patogenezi

IH’nin patogenezi hakkinda oldukga sinirli bilgi vardir. Bu eksiklik, onerilen
hipotezlerin test edilmesi i¢in yeterli molekiiler tekniklerin yetersizligi yiliziindendir.
Ayrica, ilk calismalarin ¢ogu, IH hastaliginin tam teshis edilmedigi hastalar1 da
kapsamaktadir. Bu diizensizligin etiolojisi de gbz Oniine alinarak, en olasi nedenler

asagida sunulmustur.
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2.5.1 IH’da asir1 periferal 5 alfa rediiktaz aktivitesi

IH’li kadinlarin deri 5 alfa rediiktaz aktivitelerinde temel bir artis oldugu
kabul edilmektedir. Jenkins ve Ash (92) “nedeni belli olmayan hirgutizmli” her ii¢
kadinin ikisinde, suprapubik derinin kiigiik pargalarinda T’dan tiretilen DHT nun {ist
normal smiri, %50-100’ln {izerinde bulmuglardir. Ne yazik ki, IH’li adaylarda
androjen normal diizeylerdeyken, ovulatuar fonksiyonlar1 hakkinda bilgi
verilmemigtir. Serafini ve Lobo (11) IH’li 10 kadin incelemis (hirsutizmin varligi,
normal androjen diizeyi ve diizenli menstruyal dongiiler seklinde tanimlanmigtir) ve
kontrol grubu ile kiyaslandiklarinda, genital derilerinde biyokimyasal dl¢timlerde 5
alfa rediiktaz aktivitesini daha yiiksek bulmuslardir. Dongiisel androjenlerin,
periferal 5 alfa rediiktaz aktivitesini arttirdigi bilinse de (93,94), calismaya katilan
IH’li kadinlarda dongiisel androjen diizeyleri normaldir. Bu nedenle de
arastirmacilar, calismaya katilan kadinlarda, deride 5 alfa rediiktaz aktivitesinin
artmasinin temel bir patofizyolojik bir olay oldugunu belirtmislerdir (11).

Artan deri 5 alfa rediiktazinin, IH’e 6zgii bir durum olmast miimkiindiir ve
hirsutizmin gelisimlerini yansitabilir. Ornegin, Jenkins ve Ash (92) ve Serafini ve
Lobo (11) tarafindan yapilan c¢aligmalarda PCOS’lu hastalarin 5 alfa rediiktaz
aktivitelerinde bir artis gézlenmistir. IH’li hastalarin aksine, PCOS’lu kadinlarin
periferal 5 alfa rediiktazlarindaki artis, yliksek androjen diizeylerinin ikincil etkisi
nedeniyle olusmaktadir. Aslinda, bu arastirmacilar PCOS’lu hastalarda bile
hirsutizmin gelismesinde periferal olaylarin 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir
(10).

Aym sekilde, IH’in gelisiminde, eger varsa, hangi 5 alfa rediiktaz
izoenzimlerinin baskin oldugu belirsizdir. Izoenzim—6zgii mRNA’lardaki molekiiler
analiz sonucunda, yag bezlerindeki Tip 1 5 alfa rediiktaz izoenzim konsantrasyonlari,
akneli hastalarda daha yiiksektir (95,96). Bu da Tip 2 izoenziminin
konsantrasyonundan farksizdir. Bu bulgu ile tutarli olarak, prostat hiperplazisi
tedavisi goren erkeklerde sebum iiretiminde finasterid’in higbir etkisinin olmadigi
goriilmistiir (97). Bununla birlikte, aknenin aksine, finasterid tedavi siirecinde hig
degilse bolgesel olarak etkili oldugundan, Tip 2 izoenzimin hirsutizmde 6nemli bir
roliiniin olmas1 olasidir (98,99). Hirsutizmin gelisiminde ve o6zellikle IH’de

izoenzimlerin roliiniin tanimlanmasi i¢in daha fazla ¢alismaya gereksinim vardir.
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2.5.2 Androjen reseptor polimorfizimleri

Her ne kadar periferal androjen reseptorlerinin sayisinda fark olmasi IH’e
neden oluyorsa da, IH’li hastalar ile kontrol grubu arasinda, androjen baglayici
kapasitede (6rnegin, androjen reseptor igerigi) sayisal farklilik yoktur (87). Ancak,
IH’li kadinlardaki androjen reseptorlerinde nicelden ziyade niteliksel farklarin
olmasi, olasidir. Bu tiir bir fonksiyonel farklilik, androjen reseptorlerindeki genetik
degisimlerden kaynaklanabilir; bu da dongilisel androjen diizeylerinde degisiklik
olmamasi nedeniyle hirsutizm gelismesini agiklayabilir (100). Aslinda, androjen
reseptorlerindeki genetik degisimler, prostat kanseri gibi diger androjen duyarh
diizensizliklerin gelisimi ile iligkilidir (101). Dahasi, androjen reseptoér genlerinde,
diger steroid reseptor genlerinden daha sik aralikli degisimler olustugu bilinmektedir
(102) ve bu polimorfizmlerin, androjen duyarligini ve fenotip sekillerini etkilemesi
olasidir.

Muhtemelen androjen reseptorlerinin fonksiyonlarimi etkileyen yaygin bir
genetik degisim Ornegi, androjen reseptor geninin ekzon 1°deki ti¢lii niikleotid CAG
tekrar sayisidir. Bu iclii niikleotid tekrarlari, g¢esitli insanlarda oldukca farklidir
(103). CAG kodon’lari, androjen reseptorlerinin transaktivasyon alanlarinin amino
uclarindaki glutaminlerin uzatilmasi igin sifrelenmistir. Androjen reseptdrlerinin bu
bolgede genislemesi, androjenik alopesi ve hirsutizmi de kapsayan, kadin ve erkekte
benzer olarak, androjen iligkili deri diizensizliklerinin gelisimini gostermektedir
(100,104). Bir arastirmada, androjen reseptor geninin CAG tekrarlarinin sayisi,
hiperandrojenin periferal belirtileri olan kadinlarda incelenmistir (100). Saglikl
kontroller ve akneli kadinlarda ii¢lii niikleotid tekrar sayisinda (21+/-3 ve 20+/-3)
benzer bir ortalama bulunmustur (6 sd). Bu da, androjenik alopesi veya hirsutizmli
kadinlarinkinden daha ytiksektir (17+/-3 ve 16+/-3). Benzer olarak, 110 IH’li
Ispanyol kadinda yapilan bir calismada, hirsutizm skorlar1 ve androjen reseptor
genindeki CAG tekrar siklig1 arasinda ters bir iliski bulunmustur (104). Sonugta,
androjen reseptorlerinin N—terminal alanlarindaki daha az CAG tekrar
uzunluklarinin, androjenik alopesi ve hirsutizm ile iligkili olmasi1 da olasidir.

Bu arastirmalar hirsutizm ve muhtemelen IH’nin androjen reseptorlerinin
molekiiler 6zelliklerinden etkilendigini belirtmektedir. Ancak, androjen reseptor geni
X kromozumu iizerindedir ve Lyon hipotezine gore, X kromozom inaktivasyonunun
tesadiifi orneklerine gore, hedef dokularda sadece bir tane alel bulunmaktadir. Bu

nedenle de hirsutizmli kadinlarda X baglhh alelin hangisinde oldugu belli
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olmamaktadir, kald1 ki, cogu kadin androjen reseptér geninin CAG tekrar boyutunda
heterozigottur. Sonucta, IH’in gelisiminde androjen reseptdr gen polimorfizimlerinin
roliiniin saptanmasini i¢in daha fazla calisma gerekmektedir.
2.5.3 Aromataz Ve Idiyopatik Hirsutizm
2.5.3.1 Giris
15g21.2 kromozomunda bulunan CYP19 geni, Ostrojen biyosentezi i¢in kilit enzim
olan aromatazi kodlamaktadir (105,106). Cogu memelilerde aromatazlar sadece
gonadlar ve beyinde bulunurken, maymunlarda bu gen ayrica gonad haricindeki
bolgelerde de bulunmaktadir (105). Insanlarda evrim agaci gelistikge ve azamiye
ulastik¢a, aromataz ekspresyonu ve 0strojen iiretimi siirekli artmaktadir. Bu da ilave
stira dist dokuya 0zgii promotorlarin daha etkin kullanilmasi ile saglanmistir (105).
Ostrojen kadinlarda iireme organlarmin gelisimi ve her iki cinsiyette de kemik
minerallesmesi ve gonad ile ilgili fonksiyonlar i¢in &nemlidir (107,108). Dahasi,
gogls kanseri ve endometritis gibi Ostrojen bagimli patolojik dokularda, aberrant
promotorlarin uygun olmayan aktivasyonu ile aromataz upregiile olmustur (105,106).
Coklu promotorlarin  alternatif kullanimi, CYP19 geninin dokuya 0zgi
transkripsiyonunu yapan kilit molekiiler mekanizmadir. Ornegin proksimal over-
spesifik promotor (PII) 5’-UT bolgenin bitisigindeki ilk kodlanan eksonun (eksonlI)
ekspresyonunun artmasina sebeb olurken, hamile kadinlarda plasenta i¢indeki yapisal
aktif, distal promotor (I.I), dongiisel Ostrojenin (100—1000 kat1 normaldir) belirgin
sekilde artan diizeyinin temelini olusturur (107,108). Tiim mRNA tiirleri ayn1 agik
okuma cergevesine sahipken (ekzon II - X), kullanilan promotor ne olursa olsun,
kodlanmis protein aynidir. Bu promotorlarin bazilarinda dogal TATA ve CAAT
elemanlar1 bulunmamakta ve her promotor hormon veya sitokinlerin kesin bir
bilesimine karsit diizenlenmektedir (105).
2.5.3.2 CYP19 Geninin (P450arom) genomik yapisi

Aromataz Ostrojen biyosentezinde anahtar bir enzimdir. Aromataz enzimini
kodlayan CYP19 geni 15g21.2 lokalizasyonunda bulunmaktadir ve yaklasik 123
kb’dan olugmaktadir (16). [Sekil 3]. Translasyonun baslangi¢ kismi ekzon iki ve bitis
kismi da ekzon on’dur ve yaklasik kodlanan bu bolge 30 kb kadardir. Translasyona
ugramayan ilk ekzonunda bulundugu 5' ucu ise yaklasik 90kb kadardir (17). Enzim
C19 steroidleri 0Ostrojenlere (C18) g¢evirmektedir (androstenedionu ostrona -El-,
testosteronu da Ostradiole-E2- doniistiiriir). Enzim esas olarak over ve plasenta gibi

Ostrojeni iireten hiicrelerin endoplazmik retikulumunda yerlesmistir ama genis bir
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sekilde testislerin leydig hiicresi, beyin, adipoz doku, karaciger, kas ve sa¢ folikiilii
gibi bir¢ok diger dokuda da eksprese edilmektedir (18,19).

Insan aromataz geni dokuya spesifik promotorlarin kontrolii altinda
transkripsiyona ugramaktadir. Boyle promotorlar genis bir sekilde dagilmislardir (93-
kb’lik bir alana dagilmislardir). En proksimal gonadal spesifik promotor II ve diger
proksimal promotorlar olan 1.3 (adip6z doku ve meme kanseri) ve 1.6 (kemikte
bulunur), ekzon II’de ATG translasyon baslangi¢ bdlgesinin upstream 1 kb bolge
icinde bulunmaktadir. Minor plasentaya 6zgii promotor olan, promotor 1.2, ekzon
II’deki ATG bolgesinin yaklasik 13 kb upstreamindedir. Beyin (I.f), endotelial
hiicreler (1.6), fotal dokular (1.5), adipdz doku (1.4) ve plasentaya (2a ve 1.1) ozgii
promotorlar, sirasiyla ilk kodlanan ekzon olan ekzon II'nin yaklasik 33, 36, 43, 73,
78 ve 93 kb upstreaminde bulunmaktadirlar. Her bir promotor farkli tip hormonlar
tarafindan aktive edilir ve aromatazin ekspresyonunu diizenler, aromataz mRNA’sin1
kodlayan bolge aymidir (aynmi ekzonlar transkripsiyona ugrar) ama plasentada,
gonadlarda, beyinde, yag dokusunda ve ciltte dokuya spesifik 5'-cevrilmeyen
bolgeler mevcuttur (19).

Ovulatuar kadinlarda, dstrojen primer olarak FSH tarafindan aktive edilen,
aromatazin proksimal yerlesimli promotor II’sinin etkisiyle ovariyan graniilosa
hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Erkeklerde ve postmenapozal kadinlarda, 6strojen
primer olarak yag ve cilt dokular1 gibi ekstraglandiiler dokulardan tretilmektedir ki
burada aromataz, 1.3 ve 1.4 lokalizasyonundaki distal promotorlarinin etkisiyle diisiik
seviyede eksprese edilir (20,21).

Somner ve ark. yaptig1 bir ¢aligmada CYP 19 genotipinin serum Ostradiol
konsantrasyonu ile 6nemli derecede iliskili oldugu bulunmustur (p<0.002). Bu
calismada CYP 19 geninin ekzon 3 (G3A) polimorfizmi degerlendirilmis ve AA
genotipli bireylerin GG genotiplilere gore serum 6stradiol konsantrasyonlarinin daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Bu sonuca gore yasli kadinlarda CYP 19 GA ve GG

genotipe sahip olanlarin osteoporoz ve fraktiir risklerinin arttig1 bildirilmistir (22).
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Sekil 3. CYP19 geninin uygun promotorlari

2.5.4 5 alfa rediiktaz ve idiyopatik Hirsutizm

Gilintimiizde idiyopatik hirsutizmin patogenezindeki en yaygin onerilen patofizyoloji

cilt 5 alfa rediiktaz aktivitesindeki primer artis ve androjen reseptor fonksiyonundaki

muhtemel degisikliktir (82).

Normal sartlar altinda, Sa-rediiktaz,

testosteronu daha etkili androjen olan

dihidrotestosterona cevirir ve kil folikiillerinde androjenlerin etkisi i¢in anahtar rol

oynar (5,6). Konlama g¢aligmalar1 5 alfa rediiktazin Tip 1 ve Tip 2 olmak iizere iki

19



izoenziminin oldugunu bulmustur (7,8). Ciltte bulunan baskin Sa-rediiktaz izoenzimi
Tip 1’dir (SDR5AT) ve Sa-rediiktaz izoenzimi Tip 2 ile %60 homoloji gosterir ki Sa-
rediiktaz izoenzimi Tip 2 karakteristik olarak prostat bezinde bulunmaktadir (8).
Hirsutik hastalarin genital ve pubik cilt fibroblastlarinda normal kadinlarinkine gore
artmis 5 alfa rediiktaz aktivitesi gosterilmistir (9,10). Boyle ¢alismalar idiyopatik
hirsutizm tanist almis hastalarda da ayni sonucu vermistir (51). SRD5A2, hem
normal hem de hirsut hastalarda genital ciltte ana olarak eksprese edilen izoformdur
(12). Ama 5 alfa rediiktaz izoenzimlerinin fizyolojik rolleri tam olarak
anlagilmamigtir  ve onlarin  degisik  viicut kompartmanlarindaki  dagilim
farkliliklarinin 6nemi bilinmemektedir (13).

SRD5A2 geni, 2p23.1 kromozom lokalizasyonunda bulunmaktadir. SRD5A2 geni, 5
ekzon ve 4 introndan olusur, 56384 baz igerir, 254 aa den olusan 28393 Dalton
agirliginda iiriin verir ve 5-dehidrotestosteron bagimli genital doku, karaciger dahil
diger organ ve dokularda da eksprese edilmektedir (109). ikinci en yaygin SRD5A2
germ hiicreleri ile aktarilan polimorfizm, 49. kodondaki alaninden valine degisime
neden olan tek missens mutasyondan kaynaklanmaktadir. Bu polimorfizm invitro
enzim aktivitesi normalden bes kat daha fazla olan varyant proteinin {iretimi ile
sonu¢lanmaktadir (110). Bilinen SRDS5A2 polimorfizmlerinin 5 alfa rediiktaz
enziminin aktivitesinde degisiklige neden olan etkisi muhtemelen mRNA
stabilitesindeki degisikliktir (13).

Androjenlerin kendisi periferal 5 alfa rediiktaz aktivitesini uyardiklarindan
(66,70), artan bir 5 alfa rediiktaz aktivitesi, bu enzimin fonksiyonlarinin temel artisi
icin yeterli bir kanit degildir. Aslinda, kil folikiillerinin dolasimdaki androjenlere
asir1 diizeyde acgik olmasinin IH’in gelisiminde bir rol oynayip oynamadigi konusu
net degildir. Bu baglamda, bazi arastirmacilar IH’li hastalarda ¢esitli androjenlerin
iretim oranmin arttigint  belirtmistir (111,112). Ancak, bu caligmalarda IH,
“tanimlanmamis hirsutizm”in varhig1 olarak ifade edilmis ve hastalarin 6nemli bir
boliimii diizensiz menstruyal dongiilere ve artan androjen diizeylerine sahip
olduklarini belirtmislerdir.

Glickman ve Rosenfield (113) IH’li dort hastada, pubik tiiy folikiillerindeki
androjen metabolizmasini incelemislerdir. Sonucta, sadece bir hastanin tily folikiil
metabolizmasinda bir anormallik oldugu saptanmistir. Bu hastada, 17b-
hidroksisteroidlerin (6rnegin, T ve DHT) inaktivasyonunun, kil folikiiliindeki

androjenlerin etkilerini arttirmada etkili olmayacak olan 17-ketosteroidlere oram
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oldukca yiiksektir. Faredin ve Toth (114), diizenli menstruyal dongii ve normal
androjen seviyesine sahip IH’li ii¢ hastanin alt karin derisini incelemislerdir. Bu
incelemede, androstenedion’un yiiksek degisimi baskin goriinmektedir. Bu da 17b-
hidroksisteroidlerin aktivitelerinde bir yiikseklik anlamima gelmektedir. Sonugta,
IH’de androjen metabolizmasindaki lokal veya sistemik anormalliklerin rolii, daha
fazla incelenmelidir.

Insiilin direnci ve hipoinsiilinizm, giiniimiizde PCOS’larm énemli bir 6zelligi,
uyarici ovarian androjen salgisinin uyaricisi ve cinsiyet hormonu baglayici globulin
(SHBG) iiretiminin engelleyicisi olarak kabul edilmektedir (115). Insiilin, tiiy
folikiillerinin uzamasini in vitro uyarmaktadir (40). Bununla beraber, IH hastalarinin,
insiilin hareketlerinde anormalliklerinin olup olmadigi bilinmemektedir. Paoletti ve
arkadaslar1 (116), kontrol grubu ile kiyaslandiklarinda IH ve PCOS’lu hastalarin,oral
glukoz stimiilasyon testindeki insiilin, C—peptid ve glukoz, diizeylerinin yiiksek
oldugunu belirtmistir. Dahasi, antiandrojen flutamid’in uygulanimi, PCOS’lu degil
ancak, IH hastalarinda insiilinin uyarim ve baglama diizeylerini azaltmaktadir.
Ayrica, aragtirmacilar IH olasilig1 olan hastalarinda, diizenli adet donemleri, 1’den
diisik LH/FSH degeri ve yumurtaliklarin normal bir ultrasonu olmasina ragmen,
normal ovulatuar islevinin varligin1 onaylamamiglardir. Bu nedenle, IH’li kadinlarda
patolojide insiilin hareketinin, 6neminin ve roliiniin incelenmesi gerekmektedir.

Sonucta, 5 alfa rediiktaz ve AR’nin kontrolii ve fizyolojisinin anlasilmasi,
[H’nin patofizyolojisinin agiklanmasinda yardimci olacaktir. Giiniimiizde, IH’ nin
patogenezi konusundaki smirli bilgi ile diizenli ovulasyona, normal sirkiilatuvar
androjenlere ve hirsutizme sahip hastalar i¢in kullanilan “nedeni belli olmayan”
terimi, uygundur. Bu diizensizlik aktif inceleme i¢inde olmasina ragmen, diizensizlik,
dinamik bir tanimdir ve diizensizligin gelisimindeki patojenlerin anlasilmasinda

yenileme gerekmektedir.
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2.6 I’IN SERUM BELIRLEYICILERI
2.6.1 DHT

IH’e sahip kadinlardaki periferal 5 alfa rediiktaz aktivitelerinde artis olursa,
DHT’nin dongiisel diizeylerinde artis beklenmektedir. Ancak, 5 alfa rediiktaz serum
diizeyleri hirsutizmli kadinlarda ¢ogunlukla normaldir (10). Ciinkii deride iiretilen
cogu DHT, dongiide tutulmamakta ancak, hizli metabolizmasindan 6nce lokal olarak
etki etmektedir.
2.6.2 S50-Androstan-3a,17b-diol glukuronid

DHT metabolitleri, 3a- ve 3b-androstanediol, IH’in potansiyel serum
belirleyicileri olarak incelenmistir. DHT’ye benzer olarak, dongiide ayr
androstanediol ¢ok az bulunmus veya hi¢ bulunmamistir (117). Ancak, bu
steroidlerin birlesik metabolitleri daha uzun bir yaridomre sahiptir ve rutin dl¢limleri
saglayarak, serumda belirgin miktarlarda bulunmaktadir. Ne wvar ki, 3,17b-
androstanediol sulfat veya androsteron glucuronid olan androjen metabolitlerinin
dongiisel veya iiriner diizeyleri IH hastalarinda yiiksek olsa da, c¢ogunlukla
normaldirler. Sonugta, 3,17b-androstanediol siilfat veya androsteron glukuronid,
diizensizlik i¢in kullanigh belirleyiciler degildir (118). Bir takim arastirmacilar, 30—
adiol-G diizeyinin, periferal 5 alfa rediiktaz aktivitelerinde bir belirleyici
olabilecegini belirtmistir (117-121). Ancak, bu bilesimin serum diizeyi sadece deri 5
alfa rediiktaz aktivitesine degil ayrica, androjen belirtilerinin dongiisel diizeyine de
baglhdir (122,25). Bu nedenle, dongiisel 3a-diol-G’nin yiiksek diizeyleri PCOS ile
hirsutizmli kadinlarda belirtilmis ve bunlarda adrenal veya ovarian androjen fazlaligi
saptanmigtir (10, 123-127). DHEAS ve androstenedion’lar 3o—adiol-G’nin temel
kaynaklar1 oldugundan; bu bilesim diizeyi, adrenal androjen biyosentezini
yansitmaktadir (118). Bu nedenle, bu bilesimin yiikselmis serum diizeyleri, ya nedeni
ne olursa olsun, hirsutizmin varligin1 gostermekte ya da, herhangi bir kaynaktaki
adrenal veya androstenedione’un asirt DHEAS {iretimini gostermektedir. Aslinda,
3o—adiol-G’nin yiiksek dongiisel diizeyleri, diger dongiisel androjenler normalken,
I[H’in varligin1 gostermektedir. Ancak, IH’li kadinlarin %20’si, 3o—adiol-G’nin
normal serum diizeylerini gostermistir (121). 3o—adiol-G Ol¢limii, hirsutizmli
kadinlarin teshis degerlendirmelerinde asir1 tily uzamasinin fiziksel incelenmesi
kadar Onemli bir deger degildir. Ayrica, bu hormon diizeyleri tedaviye yaniti
gostermemektedir (122,128), ve IH ve ya diger hirsutizmli hastalarin

degerlendirilmesinde 30—adiol-G’nin rutin dlgiimleri 6nerilmemektedir.
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2.7. IH’NIN TEDAVISi
2.7.1 Androjen supresyonu

Oral dogum kontrol haplarinin dolasimdaki androjen diizeylerini, dongiisel
LH ve SHBG diizeylerinin uyarilmasini dnleyerek, diisiirmekte ve hiperandrojenik
hastalarda da hirsutizmi azalttig1r belirtilmektedir (129). Oral dogum kontrol
haplarina ek olarak, androjen Onlenmesi, uzun siireli GnRH analoglarinin
kullanilmasi ile de saglanabilir. Diizenli menstruyal dongiileri ile birlikte hirsutizm
olarak tanimlanan IH’de, GnRH analoglar ile tedavi, calismaya katilan hastalarin
kiictik bir boliimiinde tiiy uzamasini azaltmistir (130,131). Dongiisel androjenlerdeki
azalmanin, androjenlerce uyarimlanan 5 alfa rediiktazin tiim aktivitelerindeki
azaltacag1 gibi, periferal 5 alfa rediiktaz i¢in bir alt tabaka olusumunda azalmaya
neden olabilecegi olasidir (132).

2.7.2 Androjen Reseptor Blokorleri

2.7.2.1 Spironolakton (SPA). Amerika Birlesik Devletleri’nde hirsutizm tedavisinde
yaygin olarak kullanilan androjen 6nleyicileri, SPA’dir. SPA, progestinlerle yapisal
olarak iliskili olan aldosteron karsitidir. Ayrica, SPA’nin 5 alfa rediiktaz tizerindeki
Onleyici etkisi vardir ve SHBG’nin tutumu i¢in androjenlerle rekabet etmektedir.
SPA veya 17 hidroksile metabolitleri, androjen biyosentezine katilan ¢esitli
enzimlerin hareketlerini de dnlemektedir. Ancak bu etki ¢ogunlukla 200mg/giin’den
yiiksek dozdaki kullanimlar i¢in gecerlidir (133-136). SPA ayrica degisken
progestasyonel aktivileterde de bulunmaktadir. Bu aktiviteler, dongiisel LH/FSH
oranini azaltabilmek i¢in, LH’in GnRH’a tepkilerini azaltmaktadir.

Daha once de belirtildigi gibi, DHT nin periferal {iretimi, 5 alfa rediiktazin
aktivitlerinin ve oncelikle T ve androstenedion olmak {izere belirtilerinin dongiisel
diizeylerinin sonucudur. Oral dogum kontrol haplarinin SPA ile birlikte kullanimi
yeterli gebelik korunmasi saglarken, fonksiyonel olmayan rahim kanamasi veya SPA
kullana kadinlarda goriilen oligomenore’nin kétiilesmesini azaltmaya yardimci
olmaktadir. SPA, gdgiis kanserine genetik egilimli kadinlara 6nerilmemektedir (137).
2.7.2.2 Flutamid. Nonsteroidal bir antiandrojen olan flutamid, Amerika Birlesik
Devletleri’inde prostat kanserinin tedavisi i¢in ek bir tedavi olarak kullanilmaktadir.
Her ne kadar, yiliksek dozlarda androjen sentezini azaltip veya metabolizmayi
arttirabilirse de, bu saf bir androjen reseptdr blokoriidiir (138). Androjen reseptoriine
DHT tutumunu 6nleyen 2-Hidroksiflutamid, bu ilacin temel metabolitidir. Flutamid,

hirsutizm tedavisinden SPA’a kadar veya daha fazla etkili olmaktadir (99, 139-142).
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Couzinet ve arkadaglar1 (139), IH hastalar1 {izerinde yaptiklar1 bir arastirmada,
giinliik 500 mg/giin flutamid ile 12 ay boyunca tedavi ettikleri hastalarda hirsutizm
skorlarinda azalma saptamiglardir. 10 hastanin higbirinde belirgin yan etkiler
goriilmemistir. Bununla beraber, basta hepatotoksisite olmak tizere ciddi ters etkileri
de olmustur (141,142).

Genelde giinde 2 defa 250 mg kullanilirken, bazi hastalar i¢in tek dozda 250
mg etkili olabilmektedir (143). Son olarak, hayvan modellerinde flutamid erkek
fetuslarda disilestirici etkiye sahiptir (144,145) ve iireme cagindaki sterilize
edilmemis hastalarda, etkin bir dogum kontrolii kullanmasi dnerilmektedir.
2.7.2.3 Siproteron asetat. Siproteron asetat (CPA), megesterol asetat ile benzer giice
sahip, giiclii progestojenik Ozellikli bir tiirevdir (146,147). CPA’nin Onleyici
Ozellikleri, gonadotropin tutumu nedeniyle olusmaktadir. CPA ayrica bir
antiandrojen olarak siniflandirilmistir, kaldi ki androjen alicilarin 6nlemede DHT ile
rekabet halindedir. Donglisel LH’da azalma yaratarak, androstenedione ve dongiisel
T diizeylerini diisiirmekte ve hirsutizmde etkin bir tedavi i¢in kullanilmaktadir (148).
Barth ve arkadaglar1 (149) siralama c¢aligsmalarinda, hirsutizmi azaltilmasinda 35 mg
EE ve 2 mg CPA eklenmis oral dogum kontrol hapinin etkili oldugunu belirtmistir..
Hirsutizm tedavisinde 30— 35 mg EE ile birlestirilmis 50-100 mg/giin dozundaki
CPA, 100 mg/giin dozunda SPA ve Oral dogum kontrol hap1 bilesimi kadar etkilidir
(99,150). Baska bir calismada, CPA igeren trifazik Oral dogum kontrol hapinin
dongiiniin ilk on gilinlinde 12.5 mg/giin dozu da (artt EE’nin degisen dozlari) ,
flutamid kadar etkilidir (151). Buna karsilik, 2mg/giin CPA ve 35 mg/giin EE
bilesiminin, 100 mg/giin SPA’dan daha az etkili olacag: diisiiniilmektedir (152).

2.7.3 5a-RA onleyicileri

Elde edilen ilk bilgiler IH’in 5 alfa rediiktazin artan periferal aktivitesi ile
saptanacagini belirtti§inden, ideal tedavi bu enzimin aktivitilerini onleyen ajanlar
icermelidir. Finasterid gibi bir ajan, androjenik alopesi (Propecia, 1 mg finasteride,
Merck & Co., Inc., West Point, PA) ve 1liml1 prostat hipoplazi’si (Proscar, 5 mg
finasteride, Merck & Co., Inc.) olan erkeklerin tedavileri i¢cin ABD’de
kullanilmaktadir. Elde edilen sonuglarda, IH tedavilerinde etkili oldugu
goriilmektedir (97,98). Finastrade oncelikle Tip 2 5 alfa rediiktazin aktivitelerini
engellemektedir (153).

Venturoli ve arkadaglar1 (182), 66 hirsutizmli kadinda, finasterid’in (5
mg/giin) etkilerini, flutamid (250 mg/giin), CPA (dongiiniin ilk on giiniinde 12.5
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mg/giin ve 0.01 mg/giin ile 0.02 mg/giin arasinda degisen EE ile birlikte) ve
ketokonazol (300 mg/giin) ile kiyaslamislardir. Flutamid ve dogum kontrol hapi—
Ostrojen bilesimi ketokonazol’dekine (%255, %260, ve 9%253) benzer -etki
yaratmistir. Bu, finasterid’in etkisine kiyasla daha yavas ancak daha etkilidir (%
244). Ketokonazol kullanim ile goriilen yan etkiler belirgin miktarda ise de, 6zellikle
finasteride’de olmak {izere ii¢ tedavide de c¢ok az sorun yasanmistir. Sonugcta,
hirsutizmli kadinlarin tedavisi i¢in (5 mg/giin) uygun bir alternatif olabilir. Aslinda,
cesitli antiandrojenler/5 alfa rediiktaz arasinda yapilacak secim, ilacin etkilerinden
ziyade, hastanin toleransina ve yan etkilerine dayanmaktadir.
2.7.4 Tiiy Folikiil Biiyiimesinde Biyolojik Tamamlayicilar

Eflornithine hydrochloride, kadinlarda yiizdeki tily uzamalarin1 durduran
veya azaltan bir giincel bir krem olarak klinik asama III’i gegmis, yeni bir ajandir
(Vaniga, DFMO/eflornithine 15% cream, Bristol Myers-Squibb Co., Buffalo, NY.).
Bu ajanin tiiy folikiillerinin uzamasini, keratin protein sentezini onleyerek (154—156)
etkilemesi diislinlilse de, etki derecesi ve isleyisinin tam mekanizmasi
bilinmemektedir.
2.7.5 Hirsutizmin Mekanik Kontrolii: Genelde, istenmeyen tiiylerin kontrol
edilmesi, kaldirilmasi1 veya yok edilmesi anlamindaki mekanik terimler, hirsutizmin
tedavisinde tibbi yonetimin tamamlayicilar1 olarak ele alinmalidir.
2.7.5.1 Tiras olma ve tiiy alma:Tiyleri yolmak, agda veya tiras olma, bir ¢ok kadin
icin tiiylerin ortadan kaldirilmalarinda kullanilan yaygin yontemlerdir. Ancak
tiiylerin alinmasina yonelik bu kozmetik yontemler deriyi tahris edebilir. Bu da
follikiilit, pseudofollikiilit, ve kil donmesi ile sonuglanabilir. Tiiylerin uzama
oranlarinda tiiylerin alinma yontemlerinin etkilerini inceleyen bir ¢ok arastirmada
(157), erkekler kullanildiysa da, Peereboom—Wynia (157), IH’1i ve kalgalarinda tily
uzamast olan 15 kadinda c¢esitli tirags ve tiiy alma yontemlerinin etkilerini
incelemistir. Sonucta, bir veya 12 defaya kadar tiras olma veya tiiy almalarin, tiy
uzamasinda bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Ne yazik ki bu ¢aligmada IH, belirgin
bir nedeni olmayan hirsutizm olarak tanimlanmistir. Calismadaki kadinlarin
%20’sinde diizensiz dongiiler ve degerlendirilmeye alinmayan dongiisel androjenler
bulunmaktadir. Yiiz ve viicut tiiylerinin uzamalarinda, tiiylerin ortadan mekanik
sekilde kaldirilmasina yonelik incelemeler i¢cin IH’l1 ve diger hirsutizmli kadinlar

gerekmektedir.
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2.7.5.2 Elektroloji. Hirsutizmli hastalarin yonetilmesinde elektrolojistlerin rolii,
gbzden kacirilmamalidir. Elektrolisis (6rnegin, elektroepilasyon) asamali da olsa,
uzun dénemde tiiyleri yok etmektedir (158,159). Siirekli uygulama sonrasinda siirekli
titylerde %15-50 arasinda etki goriilmektedir (160).

2.7.5.3 Lazer epilasyon. Se¢cmeli fototermolisin teorisine dayali tiiy folikiillerine
dogrudan hasar vermek, son zamanlarda belirtilmektedir (161,162). Lazerle
miidahale edilmis olan tiiy folikiilleri, tedavi sonrasinda 2 yil (163,164) kadar
stirecek olan telogen donemine gegmektedir (165). Klinik anlamda belirgin kalict tily

folikiil yikiminin lazer tedavisi ile olusup olusmayacagi belli degildir.
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3. GEREC VE YONTEM BOLUMU

3.1.GEREC
3.1.1 Calisma grubu

Bu galisma Eyliil 2005- Eyliil 2006 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi,
Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik ve Dermatoloji Anabilim Dallar1 ile Endokrinoloji
Bilim Dali’nda gergeklestirildi.

Universitemiz I¢ hastaliklar1 Ana Bilim Dali Endokrinoloji klinigince
asagidaki kriterlere gore ilk kez idiyopatik hirsutizm tanis1 konulan ve daha once
herhangi bir tedavi almamis 6 hasta ve daha dnce tedavi almis veya su anda tedavisi
devam eden 9 hasta ¢alismaya dahil edildi:

-Hastalaradaki hirsutizmin mevcudiyeti modifiye Ferriman-Gallwey skorunda 8’in
lizerinde puan almalariyla tespit edilecek (1).

-Hirsutizm olan hastalardan, diizenli menstrilasyona sahip, testosteron,
androstenedion ve dehidroepiandrosteron siilfat (DHEAS) dahil normal serum
androjen profiline sahip olanlar,

-Tiroid disfonksiyonu, hiperprolaktinemisi, 21 hidroksilaz ve 11 hidroksilaz
enzimleri eksikligine bagli Konjenital adrenal hiperplazisi olmayanlar, Polikistik
over sendromu olmayanlar ve adrenal/ovaryan tiimorii olmadig1 uygun testler ve over
ve adrenallerin ultrasonografisi ile ekarte edilenler. Bu kriterlere uymayan hastalar
calismaya alinmamuslardir. Yukarida bahsedilen kriterlere uyan 15 hastanin

aydinlatilmis onamlar1 alinarak; Tip Fakiiltesi Hastahanesi merkez labaratuarinda
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periferik vendz kandan EDTA’1 tiiplere 12 cc kan ve daha 6nce herhangi bir tedavi
almamis 6 hastadan androjene hassas bolgelerden birisi oldugu bilinen gébek alt1 orta
hattan, Dermatoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. M. Borlu tarafindan
dermatoloji kliniginde lokal anestezi altinda herhangi bir estetik bozukluk
yaratmayacak sekilde usulune uygun olarak 2 adet 0.2 mm’lik punch biyopsisi
alimmustir. Ayni sekilde goniillii olan ve aydinlatilmis onamlar1 alinan 15 Hirsutizmi
olmayan tamamen saglikli bireyden merkez labaratuarinda periferik vendz kandan
EDTA’l1 tiiplere 12 cc kan ve bu 15 hastanin 6 tanesinden de androjene hassas
bolgelerden birisi oldugu bilinen gobek alt1 orta hattan, dermatoloji kliniginde lokal
anestezi altinda herhangi bir estetik bozukluk yaratmayacak sekilde usulune uygun

olarak 1 adet 0.2 mm’lik punch biyopsisi alinmustir.

3.1.2. Kullanilan Geregler

Aletler Markasi

Yatay Elektroforez diizenegi (midi) Biozym TC

UV. Transilliiminator Vilber Lourmat
Buzdolab1 Arcelik

Derin Dondurucu (-20°C) Beko

Derin Dondurucu (-80°C) Sanyo

Distile Su cihazi Millipore

Dizi Analizi Cihazi BeckmanCoulter 8000 CE
Dogru akim gii¢ kayang1 Biometra PP4000

Etiiv Niive FN500

Hassas Terazi

Libror AEG-220

Is1 Dongii Cihazi Techne Genius
Laminar air flow Heraus

Manyetik karigtirict Janke-Kunkel
Mikrodalga firin Arcelik
Mikrosantrifiij Heraus

Otoklav Aesculap
Otomatik Mikropipetler Eppendorf Gilson
(10,20,100,200,1000 pl’lik)

pH Metre WTW
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Real Time PCR cihazi I-cycler, BIORAD

Sogutmal1 Santrifiij Sigma
Thermocycler Perkin Elmer 9600
Vorteks MS1 Minishaker IKA®

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Calismada kullanilan kimyasal maddeler, kitler ve sarf malzemelerinin agagida listesi

verildi ve tumi farkli firmalardan temin edildi.

Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeleri Markasi
Agaroz Sigma
Amonyum Kloriir Sigma
Amonyum Asetat Merck

Borik Asit

Bromophenol Blue

Bsp 1286 restriksiyon enzimi
cDNA sentez kiti

DNA izolasyon kiti (kandan)
DNA marker

Distile su

dNTP seti(100mM’lik)
Dokudan RNA izolasyon kiti
Kandan RNA izolasyon kiti
EDTA

Eppendorf Tiipler
(0.2,0.5,1.5,2°1ik)

EtBr

Etanol

Ficoll 400

Hidroklorik Asit
Izopropanol

Mavi/Turuncu yiikleme boyast
2-Merkapto etanol

MgCl, (25mm)

NaCl

Riedel-de Haen

Sigma

New England BioLabs
Fermentas

Promega

Jena Bioscience
Millipore

Sigma

Mobio

Nucleospin RNA II kit
Sigma

Sigma

Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
El yapimi
Sigma
Fermentas

Merck



10 x PCR Tamponu Fermentas

Potasyum dihidrojen karbonat Sigma
RNAse free H,O Mn
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Merck
Steril Falkon tiipler Sigma
Sybergreen Pzr Kiti (100x50ug) Finnzymes
Taq DNA polimeraz Sigma
TEMED Sigma
Tris Sigma
Tris / HCI pH : 8,0 Sigma
Xylene Cyanole FF Sigma

3.1.4 Kullanilan Kimyasal Soliisyonlar
3.1.4.1 DNA izolasyonunda kullanilanlar
1. 0.1 M Na,EDTA (pH 8.0)
37.22 g Na,EDTA 700 ml deiyonize su i¢inde ¢oziildii. 10 M’lik NAOH ile ph 8.0’a

ayarlandi. Deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm. Basingta 25 dk.
Otoklavlandi. 4 °C’de saklandi.

2. 1M Tris-HC1
157.6 g Tris-HCL 800 ml deiyonize suda ¢oziildii. PH 7.4’e ayarlandi. Deiyonize su
ile 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm. Basingta 25 dk. Otoklavlandi. 4°C’de
saklandi.

3. Amonyum Asetat (9M)

74 g amonyum asetat 20 ml steril deiyonize suya eklendi ve hacim 100 ml’ye
tamaland1 Manyetik karistiric1 yardimiyla yaklasik 40°C’de ¢oziildiikten sonra filtre
ile sterilizasyon yapildi. 4°C’de saklandi.

4. %10’luk (w/v) sodyum dodesil siilfat (SDS) soliisyonu

10 gr SDS deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanarak 68°C’de 1sitilarak ¢oziildii.
Soliisyon oda 1si1sinda saklandi.

5. Red Cell Lysis soliisyonu:

155 mM Amonyum Kloriir
10 mM Potasyum Hidrojen Karbonat
ImM EDTA
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6. Cell Lysis soliisyonu:
25 mM EDTA
%?2 SDS

7. Protein presipitasyon soliisyonu :

9 M Amonyum Asetat
74 g amonyum asetat 20 ml steril deiyonize su iginde ¢oziildiikten sonra 100
ml’ye tamamlandi. Cozelti 4°C’de saklandi.
8. TE Tamponu :
10 mM Tris / HCl pH: 8.0
1 mM Na,EDTA, Hazirlanisi: 1M Tris HCI (ph 7.4) ve 0.1 M Na,EDTA (ph 8.0)

ayr1 ayr1 hazirlanir. Her ikisinden 5’er ml alinir. Uzerine 490 ml steril deiyonize su
ilave edilerek 500 ml’ye tamamlanir. 121°C’de 1 atm. Basingta 25 dk. Otoklavlandi.
4°C’de saklandi.
3.1.4.2 Agaroz jel elektroforezinde kullanilanlar

9. TBE Tamponu (Tris-borat-EDTA): Konsantre stok soliisyon (10xTBE)
108 gr Tris
55 gr Borik asit

7,31 gr EDTA tartilarak 11t’ye tamamlandi. Kullanilacagi zaman stok 1 / 10 distile su
ile sulandirildi.
10. Mavi-turuncu 6x yiikleme boyasi:

3 gr Ficoll 400

50 mg Xylene Cyanole FF
2 gr Bromophenol Blue
20 ml distile su

11.Etidyum Bromid Hazirlanmasi:

0,2 gr Etidyum Bromid hassas terazide dikkatlice tartilarak 20ml’ye tamamlanir.
3.1.5 Kullanilan Primerler

3.1.5.1 SRD5A2 geni ekspresyonu ve A49T mutasyonu tesbitinde kullamilanlar
SRDS5A2 geninin A49T mutasyonunu i¢eren ekzon 1 igeirsindeki 308 bp’lik bolgeyi
polimeraz zincir reaksiyonunda ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerler (196);

SRD5A2 ileri primerler 5’-GCAGCGGCCACCGGCG-3’

SRD5A2 geri primerler 5’-GTGGAAGTAATGTACGCAGAA-3’

(308bp) 2275-1967
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3.1.5.2 CYP19 geni ekspresyonu ve C1558T mutasyonu tesbitinde kullanilanlar

CYPI19 geninin C1558T mutasyonunu iceren ekzon on igerisindeki 190 bp’lik

bolgeyi polimeraz zincir reaksiyonunda c¢ogaltmak i¢in kullanilan primerler
(172,197)

CYP19 ileri primerler 5’-TAG AGA AGG CTG GTC AGT GCC-3’

CYP19 geri primerler 5°-CTC TGG TGT GAA CAG GAG CA-3’

CFE ileri primerler 5’-TCT GGA TCT CTG GAG AGG AAA-3’ (384-404);

CRE geri primerler 5’-GCC TTT CTC ATG CAT ACC GA-3" (517-498

3.2.1 CYP19 geni C1558T ve SRDSA2 A49T Polimorfizm Analizleri

3.2.1.1 Kandan DNA izolasyonu:

Periferik kan eritrositleri lizis edilerek ortamdan uzaklastirilip ¢ekirdekli hiicrelerden

DNA elde edildi. Metod:

1-

2-
3-

1 hacim kan iizerine 3 voliim soguk Red Cell Lysis soliisyonu eklenir, altiist
edilir ve 20 dakika oda 1s1sinda bekletilir.

2000 rpm’ de 10 dakika santrifiij yapilir. Stipernatant kismi atilir.

Dipte kalan Iokosit pelleti iyice vortexlenir ve lizerine 1 hacim Cell Lysis
soliisyonu eklenir. Yeniden vortexlendikten sonra 37°C’ de homojenize olana
kadar bekletilir. (Ornekler homojenize olduktan sonra oda sicakliginda 18 ay
kalabilir).

Homojenize olduktan sonra iizerine 1/3 hacim protein presipitasyon soliisyonu
eklenir. Iyice vortexlenir. 3000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edilir.

Siipernatant kismi temiz bir tiipdeki 1 hacim izopropanol iizerine alinir. Altiist
edilir, DNA goriiliir. Kisa santrifiij yapilir, siipernatant kismi atilir. Alttaki DNA
pelleti %70’lik etanol ile yikanir. Etanol atilir ve oda sicaklifinda DNA
kurutulur.

DNA o6rnegi kuruduktan sonra iizerine 200 pul TE Tamponu veya distile su

eklenir.

3.2.1.2 DNA’nin Spektrofotometrede Konsantrasyonunun o6l¢iimii

Izole edilen DNA’larin 1/50 diliisyonlar1 hazirlandi ve 260 nm dalga boyundaki

absorban degerleri okundu. 1 OD’nin 50 ng/ul DNA miktarina esitliginden gidilerek

260 nm dalga boyunda okunan absorban degerlerinden, Orneklerdeki DNA

konsantrasyonu hesaplandi. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilmak iizere

DNA'’lar steril deiyonize su ile 50 ng/ul olacak sekilde sulandirildi (166).
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3.2.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

CYPI19 geni C1558T ve SRD5A2 A49T polimorfizm analizleri i¢in kullanilacak
yontemler sirastyla Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) ve DNA dizi
analizi yontemleridir ve iki metodda polimeraz zincir reaksiyonu bazlidir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu -PZR- (Polymerase Chain Reaction, PCR); bir
organizmaya ait deosiriboniikleik asit veya Riboniikleik asit dizilerinin invitro
cogaltilmasma imkan veren bir yontemdir. Ik kez 1985 yilinda Kary Mullis ve
arkadaslan tarafindan kullanilmis ve daha sonra Saiki ve arkadaslari tarafindan
gelistirilmistir (167-170).

PZR yontemi kisaca bir gen yada DNA bdlgesinin, bu hedef bolgenin u¢ kisimlarina
baglanan ve hedef diziye komplementer oligoniikleotid primerler kullanilarak ardisik
bir dizi replikasyonla (siklus, dongii) ¢ogaltilmasi islemidir. PZR’mn
gerceklesebilmesi i¢in ortamda amplifiye olacak ¢ift iplikli DNA yada komplementer
DNA (cDNA) fragmenti, iki adet tek sarmalli oligoniikleotid ve bunlara ek olarak bir
protein bileseni olan DNA polimeraz enzimi, uygun deoksiriboniikleotid trifosfatlar
(ANTP), bir tampon ve tuz soliisyonlarinin bulunmasi gerekmektedir. Reaksiyondaki
her dongii 3 evreden olusmaktadir (169,170).

1. Denatiirasyon Evresi: Bu evrede ¢ift ipikli DNA 90°C iizerinde tek iplikli
hale getirilmektedir. Eger cogaltilmak istenen materyal RNA ise once
revers transkriptaz enzimi kullanilarak cDNA olusturulmalidir.

il. Primerlerin Baglanma (annealing) Evresi: Bu evrede primer olarak
adlandirilan ve c¢ogaltilmak istenen DNA dizisinin ug¢ kisimlarina
komplementer olan oligoniikleotidler, denatiirasyon evresinde tek iplikli
hale DNA {izerinde kendilerine komplementer olan niikleotid dizilerine
hibridize  olmaktadirlar. ~ Primerlerin ~ baglanmast  50-75°C’ta
gergeklestirilmektedir.

1. Uzatma (extension) Evresi: Baglanma evresi tamamlandiktan sonra
primerlerin  uzatilmastyla  tek  sarmalli DNA’nin  kopyast
sentezlenmektedir. Bu sentez islemi termofilik bir bakteri olan Thermus
aquaticus’dan elde edilen Taq DNA polimeraz enzimi tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu enzim PZR i¢in ilk defa 1988 yilinda
kullanilmaya baglanmistir. Enzim 72-78°C’ta optimum diizeyde islev

gormektedir ve saniyede 150 niikleotid ilave edebilmektedir. Ancak

33



cesitli ortam kosullarina bagh olarak bu oran saniyede 35-100 niikleotid

civarindadir (167-170).
PZR reaksiyonunda bu 3 evre bir dongii olarak kabul edilmektedir. Bir dongii
yaklasik olarak 3-5 dakika siirer ve tipik bir PZR reaksiyonu icin 20-40 defa
tekrarlanir. PZR’da bir dongii sonunda olusan iiriin miktar1 bir 6nceki dongiide
olusan iiriin miktarmmn iki katidir. Dongii sayis1 ‘n’ olarak kabul edilirse 2™
cogaltilmis DNA miktarini verir. PZR uygulamalarinda standart 1s1 uygulamasin
saglamak amaciyla 1980’lerin sonlarinda her dongii i¢in gerekli 1s1y1 diizenli olarak
ayarlayan otomatik aletler (thermocycler) gelistirilmistir.
3.2.1.3.1. CYP19 geni C1558T polimorfizmi icin PZR
CYP19 geni C1558T polimorfizmini tesbit etmek amaciyla genin mutasyonu igine
alan kismu PZR yontemiyle ¢ogaltildi. Her bir 6rnek DNA’sina PZR reaksiyonunu
gerceklestirebilmek amaciyla, 50 pl’lik PZR karisimi hazirlandi. 50 pl’lik PZR
karisimi icerisinde bir hasta i¢in; 10 x PCR Tamponu’ndan 5 pl, Primer 1 (sense) 10
pM’liikkden 1 pl, Primer 2 (antisense) 10 pM’liikkden 1 pl, MgCl, (25 mM’lik) 3 pl,
dNTP (2,5 mM’lik) 3 pl, DNA 6rnegi 5 pl, Tag DNA polimeraz (5 U/ul) 0,5 pl
konuldu ve toplam voliim distile su ile 50 ul’ye tamamladi. PZR programi ise 6n
denatiirasyon 94 °C’de 5 dakika, denatiirasyon, 94 °C’de 30 saniye, hibridizasyon 58
°C’de 30 saniye ve sentez, 72 °C’de 45 saniye, son li¢ siklusun 34 kere tekrari ve 72
°C’de 5 dakika son uzama seklinde optimize edildi, iirtinler 1s1 dongii (thermal
cycler) cihazina yiiklendi.
3.2.1.3.2. PZR Sonrasi Agaroz Jel Elektroforezi
CYP19 geni C1558T mutasyonunun analizi i¢in, PZR isleminin ardindan hedef DNA
bolgesinin amplifikasyonunun dogru gerceklesip gergeklesmedigi %?2’lik Agaroz
Jelde, 75V/20 mA’de PZR iiriinleri yatay elektroforezde kosturularak goriintiilenmek
suretiyle kontrol edildi.

Jeli hazirlamak i¢in, 2 gr Agaroz, TBE tamponu ile 100 ml’ ye tamamlandi,
kaynatilarak erimesi saglandi, jel kalibina dokmeden 6nce yaklagik 65 °C’ye kadar
sogutuldu. Igerisine 4,5 pl Etidyum Bromid eklendi, karistirildi ve jel kalibina
dokiildii, kuyucuklarin olusmasini saglayan tarak takildi ve donmaya birakildi. Jel
polimerize olduktan sonra taraklar ¢ikarildi ve jel yatay elektroforez tankina
yerlestirildi. Jelin {izerine 1-2 mm gececek sekilde 1x TAE tampon ¢dzeltisi ilave

edildi. PZR f{iriiniliniin agaroz jele yiiklenmesi sirasinda jelin ilk ve son kuyucuguna
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tirlinlin bant boyutunu karsilastirmak amaciyla DNA boyut belirleyicisi yiiklendi.
PZR iiriintinden 0,5’lik Ependof tiipe 13 pl alind1 ve iizerine 2 pl loading buffer
eklendi . Mikropipetle karigtirildiktan sonra sirasiyla herbir PZR {irlinii kuyucuga
yiiklendi. Uriinler 30 dakika yiiriitildii. Daha sonra jel, transiliiminatorde
degerlendirildi.

3.2.1.4 Restriksiyon Enzim Kesimi ile Mutasyon Analizi

Restriksiyon enzimleri, ¢ift sarmal DNA’y1 0zgiin pargalara kesen ve bu
sekilde ozellikle tek niikleotid polimorfizmlerinin ¢alisilmasni saglayan enzimlerdir.
Bakterilerin biiytik bir boliimii bir veya birkag tiirde restriksiyon enzimleri sentezler.
Asil gorevleri, bakteriye disaridan giren yabanci genetik materyalleri ayristirarak
mutasyonlar1 6nlemek ve boylece bakteri DNA’sin1 korumaktir. Bakteriye 6zgii olan
bu enzimler, cift iplikli DNA iizerinde 6zgiin bir bolgeyi tanirlar ve ¢ift iplikli
DNA’nin her iki zincirindeki fosfo-diester bagin1 keserek DNA’y1 tanidiklar1 kesim
noktalarindan parcalara ayirirlar. Giintimiizde 500’e¢ yakin restriksiyon enzimi
degisik mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Isimleri izole edildikleri
bakterilerin ilk {i¢ harfi; ayn1 bakteriden birkag¢ enzim elde edildi ise Roma rakami ile
belirtilir (171).

PZR sonrasi, agaroz jelde uygun bant uzunlugu elde edilebildigi tesbit
edildikten sonra CYP19 CI558T mutasyon analizi restriksiyon enzim kesimi
sonucuna gore yapildi.
3.2.1.4.1. CYP19 geni C1558T polimorfizmi i¢cin restriksiyon enzim kesimi

CYP19 geni C1558T polimorfizmi analizi i¢in Bsp1286 I restriksiyon enzimi,
kullanilmigtir. Bsp1286 1 restriksiyon enziminin tanima bolgesi asagida
gosterilmektedir.

5 GDGCH/C 3

3 CHCGDG ¥

CYPI19 geninin PZR ile ¢ogaltilan hedef bolgesi (190bp), Bsp1286 I restriksiyon
enzimi i¢in normalde kesim bolgesi icermemektedir. Eger onuncu ekzon’daki hedef
gen bolgesinin 1558. pozisyonundaki C bazi T ile transisyon tiirii mutasyona
ugradiysa Bsp1286 I restriksiyon enzimi i¢in kesim noktasina sahip olmaktadir.
CYP19 geninin hedef bolgesinin ¢ogaltilmasiyla elde edilen PZR {iriiniiniin, Bsp1286
I restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda bireylerin genotipine gore elde edilecek

bantlar asagida verilmistir (172).
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-Mutasyon igermeyen yabanil allele sahip bireylerden, 190 bp uzunlugunda tek DNA
pargast,

-Heterozigot mutant bireylerden, 190 bp, 169 bp, 21 bp uzunlugunda iic DNA
pargast,

-Homozigot mutant bireylerden, 169 bp, 21 bp uzunlugunda iki DNA pargas1 elde
edilmektedir. Ancak 21 bp’lik DNA parcasinin goriilmesi oldukca zor oldugu icin
169 bp’lik DNA parcasinin goriilmesi enzimin kestiginin gostergesi olarak kabul
edildi.

PZR firiinlintin Bsp1286 1 restriksiyon enzimi ile kesilebilmesi i¢in 25 pl’lik
reaksiyon karistmi hazirlandi. 10 pl PZR diriinii, 2.5 pl 10x tampon, 0.5 iinite
Bsp1286 I restriksiyon enzimi, steril 0.5 ml’lik ependorf tiiplerine konulduktan sonra,
toplam hacim steril distile su ile 25 ul’ye tamamlandi. Tiipler 37°C’lik etiivde bir
gece bekletildi ve bekleme zamani tamamlandiktan sonra, restriksion enzim kesimini
sonlandirmak amaciyla —20°C’lik derin dondurucuya aktarildi.

3.2.1.4.2 Restriksiyon enzim kesimi iiriinlerinin goriintiilenmesi

CYPI19 geninin PZR ile ¢ogaltilan 190 bp’lik bolgesinin Bsp1286 I restriksiyon
enzimi ile kesim reaksiyonu sonucu olusan {iriin, yatay jel elektroforezinde (Resim)
52’lik nusiv agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi. Jeli hazirlamak i¢in, 2 gr agaroz,
TBE tamponu ile 100 ml’ ye tamamlandi, kaynatilarak erimesi saglandi, jel kalibina
dokmeden once yaklasik 65°C’ye kadar sogutuldu. Igerisine 4,5 pl Etidyum Bromid
eklendi, karistirild1 ve jel kalibina dokiildii, kuyucuklarin olugsmasini saglayan tarak
takildi ve donmaya birakildi. Jel polimerize olduktan sonra taraklar ¢ikarildi ve jel
yatay elektroforez tankina yerlestirildi. Jelin lizerine 1-2 mm gececek sekilde 1x
TAE tampon ¢ozeltisi ilave edildi. PZR {irliniiniin agaroz jele yiiklenmesi sirasinda
jelin ilk ve son kuyucuguna riiniin bant boyutunu karsilastirmak amaciyla DNA
boyut markir1 yiiklendi. PZR {iriiniinden 0,5’lik Ependof tiipe 13 pl alind1 ve {izerine
2ul loading buffer eklendi. Mikropipetle karistirildiktan sonra sirasiyla herbir PZR
{iriinii  kuyucuga yiiklendi. Uriinler 30 dakika vyiiriitiildii. Daha sonra jel,

transiliiminatorde degerlendirildi.
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Sekil 4 CYP19 geninin PZR ile ¢ogaltilan 190 bp’lik bolgesinin Bsp1286 1

restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu sonucu olusan iiriiniin, yatay jel
elektroforezinde goriintiisii. 1, 190 bp’lik TT varyant genotip; 2,3, 169 bp’lik CC
yabanil genotip goriiniimii; 4-7, CT heterozigot genotip; 8, 190 bp’lik TT varyant
genotip.

3.2.1.5 DNA Dizi Analizi ile Mutasyon Analizi

DNA dizi analizi ya da "Sequencing" DNA'in niikleotid dizilerinin saptanmasi
anlamina gelmektedir.

Mutasyonlarin belirlenmesi amaciyla uygulanan DNA dizi analizleri Maxam-Gilbert
tarafindan gelistirilen kimyasal ve Sanger ve arkadaslari tarafindan gelistirilen
enzimatik metotlar olarak ikiye ayrilir. Her iki yonteminde dizi analizi yapilacak
DNA'in hazirlanmasi, reaksiyonlar ve yiiksek voltaj jel elektroforezi olmak tizere ii¢
ana asamast bulunmaktadir. Kullanim kolaylig1 ve hassasiyeti agisindan giiniimiizde
tercih edilen metod Sanger’in enzimatik yontemi olup Sanger veya dideoksiniikleotid
metodu olarak da adlandirilmaktadir (111,112).

3.2.1.5.1 Sanger (Dideoksiniikleotid) Yontemi

Dideoksintikleotidler, seker alt biriminin 2 ve 3 numarali karbonlarinda hidroksil
(-OH) grubu tasimayan, suni niikleotid molekiilleridir. Buna karsilik, dogal bir
riboniikleotid seker alt birimi 3 nolu karbonunda hidroksil grubu tagimaktadir. DNA
replikasyonu sirasinda, replikasyona katilacak olan niikleotid kalip DNA tarafindan
belirlenir. Kalip DNA zinciri ile baz eslesmesi yapabilen niikleosid trifosfat, 5° a-
fosfat grubu ile biiyiiyen zincirin son niikleotidinin 3’-OH grubuna fosfodiester bagi
ile baglanir. Biiyiiyen zincirin sonuna dideoksiniikleotid eklenecek olursa, daha sonra

gelecek olan niikleotid, biiyiiyen zincir ile fosfodiester bagi kuramayacak ve DNA
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sentezi duracaktir. Sonug¢ olarak, Sanger yontemi; dideoksiniikleotidin DNA
sentezini durdurmasi prensibi lizerine kurulmustur. Sekans reaksiyonlari yeni
teknolojiler  sayesinde  otomatize edilmistir ve floresan boyalar ile
goriintiilenmektedirler.

Bu islem sirasi igerisinde yapilacak dizi analizi i¢in kullanilan basamaklar su
sekildedir:

1- Periferik kandan DNA eldesi, 2- I. PZR basamagi, 3- Agaroz jel elektroforez, 4-
DNA fragmentlerinin saflagtirilmasi, 5- II. PZR basamagi (DNA sekans
reaksiyonunun hazirlanmasi), 6- Etanol presipitasyonu, 7- DNA dizi analizi

3.3.6.4.2. Dizi analizi icin DNA orneklerinin PZR ile ¢cogaltilmasi

SRD5A2 geni A49T polimorfizmini tesbit etmek amaciyla genin 1. ekzonunda 308
bp’lik kisim PZR yontemiyle ¢cogaltildi. Her bir 6rnek DNA’simna PZR reaksiyonunu
gerceklestirebilmek amaciyla, 50 pl’lik PZR karisimi hazirlandi.

50 ul’lik PZR karigimi igerisinde bir hasta i¢in; 10 x PCR Tamponu’ndan 5 ul,
Primer 1 (sense) 10 pM’liikkden 3 pl, Primer 2 (antisense) 10 pM’likkden 3 pl, MgCl,
(25 mM’lik) 3 pl, ANTP (2,5 mM’lik) 3 pl, DNA 6rnegi 3 pl, Taqg DNA polimeraz
(5 U/ul) 0,5 pul, DMSO 5 pl konuldu ve toplam voliim distile su ile 50 ul’ ye
tamamladi. PZR programi ise 6n denatiirasyon 94°C’de 5 dakika, denatiirasyon,
94°C’de 30 saniye, hibridizasyon 53°C’de 50 saniye ve sentez, 72°C’de 1 dakika,
son ¢ siklusun 34 kere tekrari ve 72°C’de 5 dakika son uzama seklinde optimize
edildi, tirtinler 1s1 dongii (thermal cycler) cihazina yiiklendi.

3.2.1.5.3 PZR sonrasi agaroz jel elektroforezi

SRD5A2 geni A49T mutasyonunun analizi i¢in, PZR isleminin ardindan hedef DNA
bolgesinin amplifikasyonunun dogru gerceklesip gerceklesmedigi iiriinlerin jelde
kosturulmasi suretiyle kontrol edildi.

Jeli hazirlamak i¢in, 2 gr Agaroz, TBE tamponu ile 100 ml’ ye tamamlandi,
kaynatilarak erimesi saglandi, jel kalibina dokmeden 6nce yaklasik 65 °C’ye kadar
sogutuldu. Igerisine 4,5 pl Etidyum Bromid eklendi, karistirildi ve jel kalibina
dokildii, kuyucuklarin olugsmasini saglayan tarak takildi ve donmaya birakildi. Jel
polimerize olduktan sonra taraklar ¢ikarildi ve jel yatay elektroforez tankina
yerlestirildi. Jelin {izerine 1-2 mm gececek sekilde 1x TAE tampon ¢dzeltisi ilave
edildi. PZR {irlinlinlin agaroz jele yiiklenmesi sirasinda jelin ilk ve son kuyucuguna

lirlinlin bant boyutunu karsilastirmak amaciyla DNA boyut markir1 yiiklendi. PZR
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tirtintinden 0,5’lik Ependof tiipe 13 ul alind1 ve iizerine 2 pl loading buffer eklendi .

Mikropipetle karigtirildiktan sonra sirasiyla herbir PZR iiriinii kuyucuga yiiklendi.

Uriinler 30 dakika yiiriitiildii. Daha sonra jel, transiliiminatrde degerlendirildi.

Cogaltmay1 istedigimiz SRD5A2 geninin ekzon 1 bolgesi i¢indeki 308 bp lik PZR

{iriinii gdriildii.

3.2.2.5.4 PZR iiriinlerinin Saflagtirilmasi

Bu protokol; tek veya cift iplik DNA fragmentini PZR’dan ve diger enzimatik

reaksiyonlardan saflagtirmak amaciyla uygulanacaktir.

PZR iirlinlerinin saflagtirilmasi(temizlenmesi) piirifikasyon kiti kullanilarak yapildu.

Bu isemde yapilan basamaklar asagida siralanmustir;

v

PZR iirtinii (20-50 ul) 1.5 ml’lik ependorf tiipe konuldu ve {izerine 500ul
Binding tamponu eklendi. El ile karistirildi.

Oda 1s1sinda 1 dakika bu tampon igerisinde beklenildi.

Bu bekleme siiresi igerisinde 2 ml’lik toplama tiipiine spin kolonu
yerlestirildi.

Ornek toplama tiipiine alman spin kolona konuldu ve 13.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Toplama tiiplinde biriken siv1 atildi ve spin kolon tekrar
toplama tiiptline yerlestirildi.

Spin kolona 700 ul yikama tamponu eklendi ve 13.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken s1vi1 atild1 ve spin kolon tekrar ayni
toplama tiipline yerlestirildi.

Toplama tiipii ile beraber icindeki spin kolon 13.000 rpm’de 1 dakika iizerine
herhangi bir soliisyon eklenmeden santrifiij edildi.

Spin kolon steril ve temiz yeni bir santrifiij tlipine konuldu. 50 pl Elution
tamponu (10 mM Tris CI, pH 8.5) veya distile su spin kolon iizerine konuldu
ve 1 dakika beklenildi. Ardindan 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij tiipline gegen PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde 80 V ‘da 20 dakika

yiiriitiilerek kontrol edildi.
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3.2.2.5.5 DNA dizi analizi icin PZR

3.2.2.5.5.1 DNA dizi reaksiyonunun hazirlanmasi;

Bu basamakta amag, cogaltilan DNA bolgelerindeki her bir bazi etiketlemektir.

20 pl dizi reaksiyonu 0.2 ml ince duvarl tiiplerde veya mikroplate kuyucuklarda
hazirland1. Dizi reaksiyonu i¢in gerekli asagida listesi verilmis reaktanlar eklenirken
buz lizerinde ¢alisildu.

Premiksin Hazirlanmasi:

Bir ependorf tiip igerisine, 10x Dizi Reaksiyon Tamponundan 200 pl, 100 pul dANTP
Mix, 200 ul ddUTP Dye Terminator, 200 ul ddGTP Dye Terminator, 200 ul ddCTP
Dye Terminator, 200 pul ddATP Dye Terminator ve 100 pl Polimeraz enzimi eklenir.
Daha sonra hasta basina bu premiksden 12 pl, DNA template 0.5-4.0 ul, pUCI18
kontrol template 0.5 pl, primer (1.6 pmol/ul ya da 1.6 uM) 2.0 ul alinir ve total
voliim 20 pl olacak sekilde distile su eklenir.

Not: Tiim reaksiyon igerikleri kullanilmadan 6nce vorteksle karistirildi ve gerekli
oldugunda kisa santrifiij yapildi.

Daha sonra 30 dongii, 96°C’de 20 saniye, 56°C’de 20 saniye ve 60°C’de 4 dakika
sekans PZR’1 yapilmak iizere iiriinler 1s1 dongii cihazina yiiklenir.

3.2.2.5.5.2 Etanol Presipitasyonu

1-Her 6rnek i¢in steril 0.5 ml’lik santrifiyj tiipii hazirlandi.

2-Taze stop soliisyonu/Glikojen karisimi su sekilde hazirlandi: 2 pl 3 M Sodyum
Asetat (pH 5.2), 2 ul 100 mM Na,EDTA (pH 8.0), 1 ul 20 mg/ml glikojen.

3-Her tiipe 5 pl Stop soliisyonu/Glikojen karisimindan konuldu.

4-Sekans reaksiyon karisimi da eklenerek elle alt-iist edilmek suretiyle karistirildi.
5-60 pul -20°C’de bekletimis soguk %95°lik (v/v) etanol eklendi ve
karigtirildi.Ardinda hemen 14000 rpm’de 4°C’ye ayarlanan sogutmali santrifiijde 15
dakika santrifiij edildi. Dikkatli bir sekilde supernatant alind1 ve atildi.

6- Pellet iki kez 200 pl -20°C’de bekletimis soguk %70’lik etanolle yikandi ve her
yikama sonrasi 14000 rpm’de 4°C’ye ayarlanan sogutmali santrifiijde en az 2 dakika
santrifiij edildi. Dikkatli bir sekilde supernatant mikropipetle alind1 ve atildi.

7-Pellet kuruyuncaya kadar beklenildi.

8-Kuruyan pellet 40 pl 6rnek yiikleme soliisyonu igerisinde restispanse edildi.
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3.2.2.5.5.3 Sekansa yiiklemek icin 6rnek hazirlanmasi

1-Sekans icin Onerilmis olan polipropilen 6rnek plate’inin uygun kuyucuklarma
resiispanse edilmis drnekler transfer edildi.

2-Mineral yagun bir damlasi ile resiispanse edilmis Orneklerin herbirinin tizeri
kapatildi

3-Sekans igerisindeki plate 6rnekleri yiiklendi ve istenilen metotla sekansa baglandi.
3.2.2.5.5.4 Sonuclarin Analiz edilmesi

Sonuglar SRD5A2 geni 1. ekzonunda bulunan ve hedef bdlgeyi igeren 308 bp’lik
kismin SRD5A2 geninin 1. ekzonunun hedefledigimiz bolgesinin 5’23’ ve 3’25’
referans dizileriyle karsilastirilarak CEQ™ 8000 Genetik Analiz Sistem (Beckman
Coulter) yardimiyla analiz edildi.

3.2.2 Aromataz ve 5-alfa rediiktaz tip II genlerinin ekspresyonlarinin
arastirilmasi

3.2.2.1 Kandan RNA izolasyonu

3.2.2.1.1 Kandan RNA izolasyonu icin Lokosit eldesi

Idiyopatik hirsutizm tanisiyla gelen hastlardan ve saglikli kontrollerden EDTA’l1
tiplere alinan 6 ml periferik venoz kandan asagidaki basamaklarda belirtildigi

sekilde RNA izolasyonu i¢in l6kosit eldesi yapilmustir.

1- 2 ml EDTA’ I kan falkon tiipiine aktarildi, iizerine kulladigimiz kanin 3 kati
olacak sekilde (6 ml) Red cell lysis soliisyonundan konuldu. Oda 1sisinda
arasira alt iist edilerek 20 dakika bekletildi.

2- 2000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 tiipiin dip kisitminda
beyaz renkli pellet kaldi. Stipernatant atildi. Tiipteki pellet resiispanse edildi.

3- Pelleti eritrosit ve red cell lysis sollisyonundan armndirmak i¢in 5 ml PBS’ le
yikama islemi yapilir alt iist edildi. 1400 rpm’ de 8 dakika santrifiij edildi,

stipernatant atildi.

4- Lokositler (pellet) resiispanse edilerek kullanima hazir hale getirildi.
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3.2.2.1.2 Lokositlerden Total RNA’nin izolasyonu
Periferik kandan elde edilen 16kositlerden RNA izolasyonu kandan RNA izolasyonu
kiti ile asagidaki basamaklarda belirtilen sekilde yapilmistir.

1- 350 pl RA1 tamponu, 3,5 ul 2 — Merkaptoetanol ve maksimum 100 pl 16kosit
lizat1 veya sadece lokositten 30 pl alindi.Bunlarin hepsi ependorf tiipiine

konularak vortexlendi ve enjektorle pipetaj yapildi.

2- Pembe kapakli kolon tiiptine yukaridaki karisim konuldu. Kolon tiipii toplama
tiiptine yerlestirildi. 11000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Pembe kolon atildi.
Toplama tiiplindeki silispansiyon tizerine 350 ul %70’ lik etanol ilave edildi ve

karistirildi.

3- Siispansiyon mavi kapakli kolonlu tiipe aktarildi. 8000 g’de 30 sn santrifijj
edildi. Alttaki toplanan siv1 atildu.

4- Mavi kapakli filtre tizerine 350 ul MDB soliisyonu konuldu. 1 dakika 11 000
g’ de santrifiij edildi. Altta toplanan siv1 atildi.

5- Filtre tizerine 95 pul DNAase mix (DNAase mix: 90 ul DNA ase inkiibasyon
tamponu + 10 ul DNAase) soliisyonundan eklendi 15 dakika oda 1sisinda
bekletildi. Uzerine 200 pl RA2 soliisyonu eklendi ve 8000 g’de 30 sn.
santrifiij edildi. Alttaki siv1 atildi. Mavi kapakli kolon baska toplama tiipiine
alindr .

6- Kolon iizerine 600 pul RA3 tamponu ilave edildi. 8000 g’de 30 sn. santrifiij
edildi. Altta toplanan s1v1 atild1.

7- Kolon iizerine 250 pul RA3 tamponu ilave edildi. 11000 g’de 2 dakika
santrifiij edildi. Kolon yeni bir toplama tiipiine alindi.

8- 60 ul RNAase free water eklendi. 11000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

9- Toplama tiipiinde toplanan s1vi (RNA siispansiyonu) baska bir ependorfa

aktarildi.
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3.2.2.1.2 Dokudan RNA izolasyonu i¢in Lokosit eldesi

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Dermatoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Yrd.

Dog¢ Dr. M. Borlu tarafindan poliklinik sartlar1 altinda daha 6nce tedavi almamis

veya ilk kez tanisi konulan idiyopatik hirsutizm’li hastalardan ve aydinlatilmis

onamlar1 alinan saglikli goniilliilerin androjene duyarli oldugu bilinen gébek alt1 orta

hattan, lokal anestezi altinda steril sartlarda 0.2 mm’lik punch biyopsisi alindi ve

steril kiiltiir tiipii igerisine konulan steril SF icerisinde Tibbi Genetik Anabilim

Dali’na ulastirildi. Aliman doku steril petri kabi icerisinde steril bistiiri ve makas

esliginde invert mikroskop altinda dermal papillasindan epidermis ayrilarak kiiciik

parcalara boliindii ve dokudan RNA izolasyon kitiyle RNA elde edilmek iizere steril

ependorf tiipe konuldu. Dokudan RNA izolasyon kiti kullanilarak dokudan Total

RNA izolasyonu i¢in asagidaki islemler uygulands;

1-

Homojenize yaklasik 30 mg doku yeni bir toplama tiipii icerisindeki 600 pl
TMRUI’in igerisine konuldu ve flizerine 500 ul TMR2 eklendi.Ardindan
tizerlerine 250 pl TMR3’de konulduktan sonra alt1 kez altiist edilip 5 dakika
buz tizerinde bekletildi.

Tiip daha sonra 10 dakika 10.000xg’de santrifiij edildi.

Pelletten kacinilarak supernatant yeni bir toplayici tiipe alind1 ve lizerine 800
ul TMR4 soliisyonu konuldu.Pipetle karistirildi.

Yaklasik 650 ul’lik kismi spin filtreli yeni toplama tiipline konuldu ve
10.000xg’de 30 sn santrifiij edildi, her seferinde altta toplanan sivi bosaltilir
bu yaklasik 3 kez tekararlanir.

Spin kolonu {iizerine 500 pul TMRS eklendi ve 10.000xg’de 30 sn santrifiij
edildi.

Altta toplanan siv1 atildi. ve rezidiiel TMRS’1 uzaklagtirmak icin bir kez daha
santrifiij edildi.

Spin kolonu yeni bir toplama tiiptine alind1 ve {izerine 50 ul TMR6 (RNase

free su) spin kolonun tam ortasina konuldu. 30 sn santrifiij edildi.

Spin kolonu atild1 ve toplama tiipiinde toplanan RNA -20°C’ye kaldirildi.
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3.2.2.2 RNA’nin ol¢iimii

Elde edilen RNA’min miktar1 ve kalitesi asagida verilen formiiller ile
spektrofotometre kullanilarak olgiilmiistiir. Olgiim; 10 pl RNA’ya 490 pl distile su
eklenir (diliisyon orant 1/50). Elde edilen deger 40 sabiti ve dillisyon orani ile
carpilir.Sonu¢ pg/ml cinsinden elde edilir. Kalite i¢in spektrofotometrenin iki dalga
boyunda yaptig1 Ol¢limler birbirine oranlanir. 260 / 280 = 1.5 pg/ml - 1.9 pg/ml
olmalidir.

3.2.2.3 Total RNA’dan cDNA sentez edilmesi (Revers Transkripsiyon Asamasi)
Amag Total RNA’y1 revers trankriptaz enzimini (RNA’ya yliksek afiniteli DNA
polimeraz) kullanarak cDNA (Komplementer DNA)’ya ¢evirmektir. Yaygin olarak
kullanilan iki tane revers transkriptaz enzimi vardir (171). Myeloblastosis viriis
revers transkriptaz (AMV-RT) ve moloney murin 16semi viriis revers transkriptaz
(MMLV-RT). AMV-RT, MMLV-RT’dan daha uygundur. Ciinkii bu enzim
55°C’nin iizerinde ¢ok giiclii polimerizasyon aktivitesini korumaktadir ve RNA’nin
sekonder yapisindan kaynaklanan problemleri elimine etmeye yardimci
olabilmektedir. MMLV-RT, AMV-RT’ye goére Rnase H aktivitesi daha azdir.
Azalan Rnase H aktivitesi uzun amplikonlarin sentezini etkileyebileceginden tam
uzunluktaki ¢cDNA molekiillerinin amplifikasyonunda MMLV-RT’nin tercih
edilmesi tavsiye edilmektedir. RT reaksiyonlar1 genellikle 40°C veya 50°C’ta
spesifik primerler, random hekzamerler veya oligo-dT primerler kullanilarak
gerceklestirilmektedir.  Metodun tekrarlanabilirligini  etkileyen en Onemli
faktorlerden biri RT igin segilen yontemdir. Ornegin; random hekzamerler gibi
cDNA sentez metotlar se¢ildiginde yeterlilik azalmakta ve hatta cDNA’larin eksik
sentezlenmesi gerceklesebilmektedir. Bu nedenle, primer seg¢iminde dikkatli
olunmasi gerekmektedir. Clinkii mRNA spesifik primerlerin kullanimi1 arka plan
olugmasint engellemektedir (172-176). Bu amag¢ icin cDNA sentez Kkiti
kullanilmistir.

cDNA sentezi i¢in her bir hasta basma asagidaki gibi reaksiyon karisimi buz
tizerinde hazirlanmistir. Bir hasta i¢in; RNAse - free water 8 ul, 5 x RT PZR
tamponu 4 pul, ANTP (10 mM) 2 pl, Random Hexamer 1 pul, RNAse inhibitor 1 pl,
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AML Revers Transcriptase 1 pl, RNA 3 pl alinarak reaksiyon karigimi hazirlandu.
Hazirlanan bu karigim konvansiyonel PZR cihazina yerlestirildi ve 25°C’de 10
dakika ve 42°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi. Boylelikle RNA’dan tek
iplikcikli RNA’ya komplementer DNA sentez edildi.

3.2.2.4 Real-Time (Es Zamanh) PZR metoduyla SRD5SA2 ve CYP19 genlerinin

ekspresyonlarinin tesbit edilmesi

3.2.2.4.1 Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Molekiiler tekniklerdeki son gelismeler sayesinde elde edilen orneklerdeki genomik
degisiklikleri hizli ve dogru bir bigimde 6lgebilme olanagi dogmustur. DNA ve
RNA’dan sayisal veya nitelige yonelik olarak elde edilen yeni belirtegler morfolojik
kullanima girmis; medikal tanida son kararin konulmasina dogru uzanan bir yapiya
biirlinmiigtiir. Gerek DNA gerekse de RNA’ya yonelik sayimsal calismalar
biyolojide ve biyomedikal aragtirmalarda genis bir bigcimde kullanilmaktadir. ‘Gergek
zamanli sayimsal polimer zincir reaksiyonu’ son yillarda ortaya ¢ikan ve biyolojik
enstriimanlarin rutin kullanimiyla duyarlilik, tekrarlanabilirlik ve kolay kullanimin
saglandig1 bir teknolojidir. Bu teknoloji niikleik asidlerin sayimiyla; mutasyon

saptamasi, genotipleme, kimerizm analizleri yapabilen yaratici bir yontemdir.

Sayimsal RT-PZR, bilinen PZR teknolojisinin gelistirilmis bir bi¢imidir. Bu
teknoloji sayesinde artik gen kopya iriinlerinin diizeylerini sayisal degerlere
doniistiirerek 6lgmek miimkiin olmaktadir. Ustelik siiregelen PZR reaksiyonunu
ekranda izleyerek gercek zamanli “Real Time (RT)” olarak reaksiyonun gidisine
miidahale etmek ve PZR dongiilerinin sayisiyla oynayabilmek de miimkiindiir.
Bir¢ok adlandirmayla anilan bu teknolojiye floresan okuma yapmasi nedeniyle
yabanci yayinlarda Floresan Sayimsal RT-PZR, Sayimsal-kinetik PZR gibi ¢esitli

adlar altinda rastlamak mimkiindr.
3.2.2.4.1.1 Sayimsal RT-PZR Yontemi Nasil Uygulanir?
3.2.2.4.1.2. Orneklerin hazirlanmasi

Kantitasyondaki ana hedef, gen anlatiminin 6l¢iilmesi oldugunda sayimsal PZR
yontemi, mRNA iizerinden gerceklestirilir. RNA, her tiirlii dokudan elde edilebilir
Total RNA elde edilirken kullanilan yontemlerde genellikle DNA bulasig1 saptanir.
Iki farkli &rnek arasinda gozlenen farkli degerler, 6rneklerin DNA bulasiklik

seviyeleri arasindaki farkliliktan kaynaklanabilir. Bu nedenle elde edilen total RNA
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ornekleri DNase enzimi ile muamele edilerek DNA bulasimi giderilmelidir. DNase
enziminin cDNA sentezi dncesi ortamdan uzaklastirilmasi da reaksiyon 6zgiilliigii
acisindan Onemlidir. Elde edilen RNA’nin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile
konsantrasyonu ise UV spektrofotometresiyle tespit edilebilir. Kantitasyonun

basarili olmasi kullanilan en ¢ok RNA’nin kalitesine baghdir.

Kantitasyon islemi genellikle DNase enzimi ile islemis 1 pg total RNA {izerinden
sentezlenen cDNA ile gergeklestirilir. cDNA sentezi i¢in Ters Transkriptaz PZR
yontemi kullanilir. Bu yontemde 6zgiin primerler ve ‘Ters Transkriptaz’ enzimi

kullanilarak total RNA’dan cDNA elde edilir.
3.2.2.4.1.3 PZR asamasi

Kantitasyonda anlatim miktar1 belirlenmek istenen 6rnekler, icerdigi cDNA miktari
bilinen standartlarla PZR sonunda karsilastirilir. Bu standartlar genellikle 10’1u
dilisyonlar halinde hazirlanir ve amplifikasyonlari, her dokuda ayni diizeyde
anlattima girdigi bilinen genlerle (‘housekeeping gen’ler) gergeklestirilir. Dis
kontrol olarak da adlandirilan bu standart 6rneklerin esik degerine girdikleri dongii
PZR aleti tarafindan saptanir. Bu dongii, ortam kirliliginden kaynaklanan floresan
sinyalinin istiinde bir floresan sinyalin alindigi dongiidiir. Reaksiyon sonunda,
standartlarin esik degerleri belirlenerek bir egri olusturulur. Miktarlar1 bilinmeyen
orneklerin bu egriyi kestigi dongiiler belirlenerek miktar sayimi yapilabilir.
Eger yapilacak olan goreceli gen saymmu ise, ¢alisilacak her 6rnek i¢in iki farkl
karigtm hazirlanir. Karigimlardan ilki “house keeping gen” adi verilen anlatimi
sabit gen primerlerini igerirken, ikincisi anlatimi Olgiilecek gene ait primerleri
icerir. Yani tiim Ornekler hem incelenecek genle hem de ‘housekeeping gen’le
amplifiye edilir. Bu ikinci 6rnek i¢ kontrol olarak da adlandirilmaktadir. PZR
sonunda aragtirilan genin degeri, i¢ kontrol genin degerine oranlanarak olgiiliir ve

normalize edilir.

Kisisel deneylerimizde yararlandigimiz SYBR Green I boyasi floresan 1simay1
saptamak icin en sik kullanilan boyadir (177,178). SYBR Green I diginda isaretli
problardan da yararlanilabilir. Bu daha masrafli bir yaklasimdir. SYBR Green I,
cift iplikli DNA’ya baglanir. Ortamdaki ¢ift iplikli DNA sayis1 arttikga, yani
amplifiye olan cDNA miktar1 arttik¢a elde edilen floresan miktar1 da artacaktir.

PZR sonucu elde edilen iiriinlerin ger¢cek PZR iiriinti olup olmadig1 “erime egrisi”
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yontemi ile kontrol edilmelidir. Erime 1sis1 (Tm), bir amplifikasyon {iriinii genin
%350’sinin denatiire oldugu sicaklik degeridir ve bu deger genin dizisine ve %GC
oranina bagli olarak faklilik gosterir. Erime egrisi yontemi de bu ozellikten
yararlanarak, PZR sonunda elde edilen amplifikasyon egrilerinin gen {irlinii mii
yoksa primer dimer ya da ortam kirliligine bagl bir egri olup olmadigini belirler.
3.2.2.4.1.4. Sayimsal RT-PZR Uygulamasinda Dikkat Edilmesi Gereken
Noktalar Nelerdir?

Sayimsal RT-PZR uygulamalari teknigin asir1 duyarliligindan dolay1 ayn1 zamanda
cok risklidir. Elde edilen sonuglar1 giivenilir kilabilmek i¢in su diizenlemelerin

yapilmast 6nemlidir (177,178):

a) Hedef bolge uzunluklarinin diizenlenmesi: ABI Prism 7700 ile 400 bp’e kadar
varan kopyalar elde edilebildigi bildirilmesine karsin RT-PZR’de optimal hedef
uzunlugunun 100 bp’den daha kisa olmasi hedeflenir ve 80 bp civarina diismesi
arzu edilir (179). Bunun nedeni, 92-95°C arasina diisen denatiirasyon araligini

gerek primer gerek problarla yakalayabilme arzusudur.

b) Primer diizenlenmesi: lyi diizenlenmis primerler dogru bdlgelere baglanarak
amplifikasyon ya da genomik DNA kontaminasyonundan kaynaklanan yanlig
pozitif sonuglar1 onleyebilir. Ideal bir amplifikasyon igin, primer se¢imi Tm
sonucuna bakilarak yapilmalidir ve primer boylari birbirine yakin olmalidir.
Genomda hedeflenenden bagka bolgelere uyumlu olup olmadiginin tiirler arasinda
da kontrol edilmesi dnemlidir. Bu nedenle primer diizenlenmesi i¢in hazirlanmisg
cesitli bilgisayar programlar1 kullanilmaktadir ki bunlarin bir bolimiinii sistem
tiretici firmalar da saglamaktadir. Genel olarak tek zincirli primerler 15-20 baz
uzunlugunda ve G/C igerikleri arasindaki fark %20-%70 arasinda olmalidir. Tm
dereceleri 1-2°C’den fazla olmamali ve maksimum Tm 58-60°C olmalidir.
Primerler konsantrasyon olarak genelde 50-200 nm arasinda ortamda bulunur ve
daha fazla ya da daha diisiikk konsantrasyonlar nonspesifik iirlinler veya hedef
kopya sayisinda goreceli diistikliikle analizlerde zorluga yol acabilir. Ayrica 3’
ucundaki son 5 bazda G-C bazlarinin sayisin1 bir ya da ikiden fazla olmayacak
sekilde bi¢imlendirmek de faydalidir. Bdylece DNA polimerazin non-spesifik

uzantilandirmalarinin 6niine gegilebilir.
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¢) Sayimsal RT-PZR’de esik degerlerin ve dis standart egrilerinin diizenlenmesi:
Floresan bazli RT-PZR’de esikler, dogru ve yenilenebilir kantifikasyon yapmada
en Onemli noktalardir (180). RT-PZR’de floresan degerler her dongii sonunda
Olciilerek kopyalanip iirlin miktar1 hakkinda bilgi edinilmektedir. Fakat
baslangigtaki ortam kirliliginin yarattigi sinyal karmasasini devredisi birakarak

6lecmek i¢in esik noktasinin tayini ¢cok dnemlidir.

Bir diger 6nemli nokta da standart egrilerinin dogru diizenlenmesidir. Bu amagla
‘goreceli’ ya da ‘saf’ kantifikasyon yaklagimlarindan birini se¢gmek miimkiindiir.
Baslangi¢ ve dolayisiyla sonu¢ miktarini bildigimiz standartlar gesitli seyreltiler
halinde reaksiyona konulur. Amplifikasyon sonucu ortaya ¢ikan matematik egri
sayesinde diger iirlinlerimizin de matematik kantifikasyonu miimkiin olacaktir.
‘Goreceli kantifikasyon’da bilinen bir amplikonun varliginda bir niikleik asidin
kalibrator olarak kullanilist s6z konusudur. Elde edilen sonu¢ bu bilinen
amplikonla kiyaslanarak hesaplanir. Bagka bir deyisle hedef genin esik degerini
asan kopyalar1 kalibrator genin esik degerini asan kopyalariyla deney sonunda
kiyaslanir. ‘Saf kantifikasyon’daysa hiicre tam sayis1 dl¢lilmektedir ve bu nedenle
saf standart egri konsantrasyonlarinin 6l¢limii her bir amplikonun igerdigi hiicre

sayisini anlamak i¢in onemlidir.

d) Saymsal RT-PZR sonuglarinin normalizasyonu: RT-PZR’de mRNA
kantifikasyonuna ait yanlishklar baslangic materyaline ait kiiciik farkliliklarin
amplifikasyon {iiriinde katlanarak yansimasindan da kaynaklanabilir. Bu durum
ozellikle farkli bireylerden alinan 6rneklerle baslanan reaksiyonlarda izlenir. Bir i¢
kontrol kullanilarak bu baslangi¢ farkliliklarini standardize etmek ve elde edilen
sonucun normalizasyonu bu yiizden ¢ok faydalidir. ideal bir i¢ kontrol (ya da genel
tanimiyla internal standart) farkli doku ve organizmalarda belli bir bi¢imde
anlattma girmeli ve terapilerden etkilenmemelidir. Bu amagla kullanilan
‘housekeeping gen’ler oOkaryotlarda c¢ok c¢esitli olmakla birlikte en iinliileri
GAPDH, f aktin ve rRNA’dirlar. Oysa 6zellikle hematolojide bu genlerin kararl
davraniglar1 hakkinda 6nemli kuskular olusmustur. GAPDH yillardir 6nerilmekle
birlikte buna ciddi itirazlar da gelmistir (181,182). B aktin ise daha eski ve ¢ok
kullanilmig bir internal standarttir (183). Ama [ aktin’in mRNA’sinin kolaylikla
bulasik DNA’y1 da amplifiye ettigi bildirilmistir (184). Ribozomal RNA’lar ise
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Ozellikle insan ¢alismalarinda daha giivenilir olmakla birlikte biyolojik faktorlerden

etkilenebildigi de rapor edilmistir (185,186).

Son zamanlarda 6zellikle hematolojide 2 mikroglobulin ve ABL genleri tizerinde
bir uzlagmaya varilmig ve internal housekeeping kullaniminda yalnizca bu genlerin

kullanilmas1 bigiminde bir ortak diisiinceye ulasilabilmistir (187).

3.2.2.4.1.5 Gercek Zamanh PZR’da kantitatif miktar 6l¢cmede kullamlan

yontem ve Kavramlar

Esik Siklus Kavrami: Egik siklus kavrami floresans temelli RT-PZR kullanarak
dogru ve tekrarlanabilir miktar O6lgmenin temelini olusturmaktadir. Floresans
degerler her dongiide kaydedilmektedir ve OGlgiilen floresans amplifikasyonun o
noktasinda ortamda var olan iirlinlerin miktarin1 gostermektedir. PZR’1in erken
fazlar1 boyunca floresans diizey arka plan iizerinde ayirt edilemez. Floresans
ilerleyen sikluslar boyunca bir {ist katlar fazi, bir lineer faz ve sonunda bir plato
faz1 olusturacak sekilde bir dongli floresans grafigi olusturmaktadir. Bu
amplifikasyon grafigi siklus sayisina kargin olusan floresans sinyalin grafigidir.
PZR ilk sikluslardan baglayarak her dongiide iist katlar seklinde bir mekanizmayla
devam etmektedir. Ancak reaksiyon bilesenleri sinirlayict oldugundan eninde
sonunda herhangi bir {iriin artisinin gergeklesmedigi bir plato fazina ulasilmaktadir.
Bu faza ulasilincaya kadar hedefin amplifikasyon orani azalacaktir. Ve sonunda
duracaktir. Ancak floresans tesbiti st katlar seklinde isleyen ve iiriinlerin herhangi
bir smirlayici etkisinin olmadigi iist katlar fazinda o&lgiilmektedir. ilk PZR
sikluslarinda floresans miktarinda c¢ok kii¢iik bir degisim vardir. Bu grafikte
anlamli bir deger ifade etmediginden temel deger (baseline) olarak
adlandirilmaktadir. Y Temel deger {izerinde floresansda olusan artig biriken PZR
tiriinlerinin gostergesidir. Sabit bir floresans esik deger, temel deger iizerinde tesbit
edilmektedir. Esik siklus (treshold cycle, Ct) floresansin sabitlenmis esigi gectigi
kesri dongii sayisi olarak veya floresans sinyalin arka plan iizerinde istatistik olarak
anlamli bir degere ulstign nokta olarak tanimlanmaktadir. ilk 3-15 dongiiler
boyunca arka plan tizerinde 10 standart sapmayla hesaplanmaktadir. Ct degerine
her zaman amplifikasyonun iist katlar (eksponansiyel) fazinda ulasilmaktadir. Bu
nedenle Ct degeri reaksiyonun plato fazinin reaksiyonu simirlayici bilesenlerinden
etkilenmemektedir. Bu Ct degeri daha sonra standart bir egri olusturularak

kantitatif bir sonucun hesaplanmasinda kullanilmaktadir (175,188).
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3.2.2.4.1.5.1. Miktar Ol¢cmede Kullanilan Yontemler

Kantitatif ger¢cek zamanli PZR analizleriyle mRNA’nin miktarinin 6l¢iilmesinde,
nispi (relatif) ve standart egri metodlar1 kullanilabilmektedir. Standart egri metodu
tam (absolute) miktar 6lgme olarak da bilinmektedir. Ama bu metod i¢in en dogru

adlandirma standart egri metodudur (189).
3.2.2.4.1.5.1.1 Nispi Miktar Ol¢me:

Nispi miktar 6lgme bir genin mevcut durumdaki transkripsionundaki degisimleri
tanimlamaktadir ve genellikle yeterlidir. Nispi miktar O6lgmenin tam olarak

anlagilmasi i¢in agagidaki terimlerin tam olarak anlasilmasi gerekmektedir.

STANDART: Bilinen konsantrasyonlarda bir 6rnek standart bir egri olusturmak

i¢in kullanilmaktadir.

REFERANS: Deneysel sonuglart normalize etmek icin kullanilan pasif veya aktif
sinyaldir. Endojen ve eksojen kontroller aktif referansin 6rnekleridir. Aktif referans
terimi ile sinyalin PZR amplifikasyonunun sonucu olarak meydana gelmesi

kastedilmektedir. Aktif referans primer ve prob setleridir.

ENDOJEN KONTROL: izole edilmis olan ve her érnekte bulunan DNA veya
RNA’dir. Aktif referans olarak endojen kontroller kullanilarak, her reaksiyona
giren total RNA’nin miktarindaki farkliliklar1 normalize etmek miimkiindiir.
mRNA transkriptlerinin miktarinin 6l¢iilmesinde RT-PZR spesifik hatalar daha ¢ok
orneklerin baslangi¢ miktarlarinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
ozellikle oOrneklerin farkli bireylerden elde edildigi durumlarda ekspresyon
profillerinin yanlis ifade edilmesine neden olmaktadir. Sonug¢ olarak uygun bir
standartin kullanilmas1 gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Standart deneyin en 6nemli
bilesenlerinden biridir. Ornekler arasidaki varyasyonu gidermek ve hatalar1 en aza
indirgemek icin en fazla kabul goren metod hedefle es zamanlh bir i¢ referans
olarak hizmet veren hiicresel bir RNA’nin hedefle es zamanl cogaltilmasidir.
Boylece tiim RNA degerleri normalize edilebilmektedir. ideal bir i¢ standartin bir
organizmanin tiim gelisim sathalarinda ve farkli dokularinda degismez bir diizeyde
eksprese olmasi ve deneysel uygulamalardan etkilenmemesi gerekmektedir.
[laveten, i¢ standart olarak kullanilan RNA’nin ¢alisilan RNA ile kabaca aym
diizeyde eksprese olmasi gerekmektedir. Boylece bir i¢ standart RNA

bulunamadiginda, 3 farkli RNA gen ekspresyonunu normalize etmek igin
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kullanilabilmektedir. Bunlar gliseraldehit-3-fosfat-dehidrojenaz (GAPDH), Beta
aktin ve ribozomal RNA’dir. Ilaveten H3 ve siklofilinde bazen kullanilabilmektedir

(175).

EKZOJEN KONTROL: Bu bilinen miktarlarda her bir ornek igine konan
karakteristik bir DNA yada RNA’dir. Ekzojen bir aktif referans genellikle invitro
olarak olusturulmaktadir ve ayni zamanda internal pozitif kontrol olarak
kullanilmaktadir. Ekzojen bir referans ayn1 zamanda revers transkriptaz tarafindan
sentezlenen DNA veya Ornek ekstraksiyon yeterliligindeki farkliliklari normalize
etmek icin de kullanilabilmektedir. Aktif bir referans kullanilip kullanilmamasi
floresans sinyaldeki PZR ile ilgili olmayan dalgalanmalar1 normalize etmek pasif

bir referans kullanmakta 6nemlidir.

NiSPi STANDART EGRI: Nispi miktar 6lgmek igin standart egriler hazirlamak
oldukca kolaydir. Ciinkii miktar kalibratdr gibi bazi temel 6rneklere bagl olarak
ifade edilmektedir. Nispi bir standart kalibrator olarak adlandirilan bir 6rnek
icermektedir. Kalibratér keyfi {initeleri iceren diliisyon serisi olusturmakta
kullanilmaktadir ve herhangi bir niikleik asit bu amag i¢in uygundur. Ancak

konsantrasyonun ve amplikonun uzunlugunun bilinmesi gerekmektedir.

Tim deneysel oOrnekler i¢in, hedefin miktar1 standartla tanimlanmaktadir ve
kalibratoriin miktarma boliinmektedir. Ornegin ekspresyon iizerine ilaglarin etkileri
calisilirken ilacin uygulanmadigi bir 6rnek kalibrator olarak kullanilabilmektedir.
RNA’nin nispi miktarinin belirlenmesi i¢in bir DNA kullanmak miimkiindiir. Bunu
yapmak icin hedefin RT yeterliliginin tim Orneklerde ayni oldugunun kabul

edilmesi gerekmektedir.

Miktar 6lgmek i¢in bir endojen kontrolle normalizasyon yapilmalidir. Standart
egriler hem hedef hemde endojen referans i¢in hazirlanmalidir. Her bir deneysel
ornek i¢in, hedef ve endojen referansin miktar1 uygun standart egriden
tanimlanmalidir. Sonra, hedef miktar normalize edilmis bir hedef deger elde etmek

icin endojen referans miktarina boliinmelidir.

Nispi miktar 6lgme metodu kullanildiginda tiim genlerin PZR yeterliliginin
birbirine yakin veya %90’1n {izerinde olmas1 gerekmektedir. Bu pozitif bir kontrol
kalibinin tipik olarak 5 veya 10 katlik seri diliisyonlar1 standart egri olusturmak i¢in

kullanilmaktadir ve kalibin log10 konsantrasyonuna karsin Ct’nin grafiklenmesiyle
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miktar Olglilmektedir. Olusan meyil ¢izgisinin meyili PZR yeterliligini
gostermektedir. —3.32°lik meyil PZR yeterliliginin %100 oldugunu gdstermektedir.
PZR yeterliligini etkileyen etkenler arasinda MgCl,, primer ve prob
konsantrasyonu sayilabilir. Eger dl¢iilen PZR yeterliligi —3.32’den daha biiyiikse
bilinen oOrneklerin pipetlemesinde hatalar mevcuttur yada standartta bir PZR
inhibitorii vardir. Eger bu fark edilmezse bilinmeyen 6rneklerdeki kalibin miktar
olandan daha fazla Olgiilecektir. Reaksiyona giren kalip miktarina bagli olarak
olusan Ct degerleri giren kalip miktarinin log(10) konsantrasyonlarinin fonksiyonu

olarak grafiklenmistir (189).
3.2.2.4.1.5.1.2 Karsilastirmah Ct Metodu:

Standart egri metoduna benzemektedir. Karsilastirmali Ct metodunda, relatif
miktar 6lgme ile ayni sonuglara ulagsmak i¢in aritmetik formiiller kullanilmaktadir.
Bu metotda gecerlilik deneyi yapildig1 siirece relatif miktar 6lgmedeki standart
egrilerin kullanimini elimine etmek miimkiindiir. Hedefin miktar1 bir kalibrator
bagl olarak ve bir endojen referansla normalize edilmektedir. Metodun temelinde
2 farkli ornek icin elde edilen Ct degerlerindeki farkliliklar1 kullanmak
yatmaktadir. Ct degerleri PZR’in iist katlar fazinda elde edilmektedir ve
baslangictaki hedefin kopya sayisiyla arantilidir (188).

3.2.2.4.1.5.1.3 Standart Egri metodu (Tam miktar 6lcme):

Transkripsiyonun tam miktarinin 6l¢iilmesinde her hiicredeki kopya sayisinin tam
olarak tanimlanmasi gergeklestirilmektedir. Bir i¢ veya dis kalibrasyon egrisinden
faydalanilmaktadir. Ama standartin kopya sayisinin tam olarak bilinmesi
gerekmektedir. Standart olarak bir plazmid veya bir gen fragmenti
kullanilabilmektedir. RNA standartin miktar1 UV spektrofotometresi veya
yarigmali RT-PZR veya RPA gibi diger alternatif metodlarla dl¢iilmektedir. RNA
ile calisihiyorsa RT asamasindan kaynaklanabilecek potansiyel farkliliklar:
gidermek icin standart bir RNA olmalidir. Alternatif bir metod olarak dis sentetik
RNA hazirlanabilir ve yarigmali RT-PZR i¢in standartin hazirlanmasinda
kullanilarak benzer bir sekilde miktar1 6lgiilebilmektedir. Stabil ve giivenilir bir
standart materyalin olusturulmasi tam miktar 6lgmek icin gerekmektedir. Endojen

bir standartla hedef genin normalizasyonu tavsiye edilmektedir. Standart egri
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metodunda bilinmeyen 6rnek miktarinin Slgiilmesi icin bilinen bir pozitif kontrol

Orneginin 5 veya 10 katlik seri diliisyonlar1 kullanilmktadir (188-190).

Tekrarlanabilirligi: Gergek zamanli PZR reaksiyonu bir ¢ok dezavantaja sahiptir ve
farkli labaratuvarlarda tekrarlandiginda ayni Ornekten farkli sonuglar ortaya
cikmast ve tekrarlanabililigin olduk¢a az olmasiyla karakterisitktir (191). RT-
PZR’1n tekrarlanabilirligi 2 ardigtk enzimatik asamanin gerekliligi ve RT
asamasinin yeterliliginin degisken olamsinda etkilenmektedir (192). PZR’1n erken
sathalarinda meydana gelen yanlis slesme olaylari,reaksiyon bilesenleirndeki ufak
varyasyonlar, hedef molekiillerin ¢ok kiiciik miktarlarda olmasi ve PZR’mn iist
katlar seklinde isleyen mekanizmasi reaksiyon sonunda amplifiye olmus iirlinlerin
son miktarint oldukc¢a fazla etkilemektedir. Bu 6zellikle klinikte rutin deneylerde
kullanildiginda RT-PZR’1n giivenilirligi ve yarar1 hakkinda belirsizliklere neden
olmaktadir. Bu 6zellikle kanser hastalalrinda mikrometastaik hastaligin varliginin
taranmasimad 6nemli bir problemdir. Ayn1 zamanda prognoz ve hasta yagaminin

belirlenmesi lizerindeki yarar1 oldukca ciddi sekilde sinirlamaktadir (175).

Optimizasyon ve tutarlilik gercek zamanli RT-PZR deneylerinde tekrarlanabilir
sonuglarin elde edilmesinde kritik neme sahiptir.Bunula beraber, ger¢ek zamanli
RT-PZR deneylerinin diger konvansiyonel RT-PZR prosediirlerine gore daha az
degisken oldugu sphe gotiirmez bir gergektir. Olgiimlerde Ct verileri igin
degiskenlik katsayisinin ¢ok kiiciik oldugu gosterilmistir.Bu deger Tag-Man i¢in
%?2’den daha azdir (193,194). Konvansiyonel RT PZR i¢in bu deger %14 olarak
rapor edilmistir (195).

3.2.2.4.2 SRD5A2 Geninin Kandaki Ve Dokudaki Ekspresyonunun Tesbit

Edilmesi

Hasta ve saglikli kontrol grubunun kan ve hedef dokularindan izole edilen
RNA'’lardan sentez edilen cDNA hedef genin ekspresyonunu tesbit etmek amaciyla
Real-Time PZR cihazina yerlestirilir. Bunun i¢in her bir hasta basina Sybergreen
Mix’den 25 pl, Primer forward (10 pmol)’den 3 pl, Primer reverse (10 pmol)’den
3 pl alimir 5 pl cDNA eklenerek reaksiyon karigimi hazirlandi. Bu karigima toplam
volim 50 ul’ye tamamlanacak sekilde dH,O eklendi. Tiim karistm hazirlama
islemleri buz iizerinde gergeklestirildi. Herbir hasta i¢in hazirlanan bu PZR

karisimlar1 amplifikasyon i¢in cihazin platine yiiklenerek amplifikasyon programi

baslatildi. Amplifikasyon programi 95°C’de 5 dakika, 94°C’de 1 dakika, 61°C’de
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40 saniye, 72°C’de 1 dakika ve son ii¢ sikusun 40 kere tekrarlanmasi ve son uzama

72°C’de 2 dakika olarak optimize edildi.

3.2.2.4.3 CYP19 Geninin Kandaki Ve Dokudaki Ekspresyonunun Tesbit

Edilmesi

Hasta ve saglikli kontrol grubunun kan ve hedef dokularindan izole edilen
RNA’lardan sentez edilen cDNA hedef genin ekspresyonunu tesbit etmek amaciyla
Real-Time PCR cihazina yerlestirildi. Bunun i¢in her bir hasta bagina Sybergreen
Mix’den 25 pl, Primer forward (10 pmol)’den 3 ul, Primer reverse (10 pmol)’den 3
pl almir 5 pul ¢cDNA eklenerek reaksiyon karisimi hazirlandi. Bu karisima toplam
volim 50 ul’ye tamamlanacak sekilde dH,O eklendi. Tiim karisgim hazirlama
islemleri buz {iizerinde gerceklestirildi. Herbir hasta i¢in hazirlanan bu PZR
karigimlar1 amplifikasyon icin cihazin platine yiliklenerek amplifikasyon programi
baslatildi. Amplifikasyon programi 95°C’de 3 dakika, 94°C’de 1 dakika, 63°C’de
50 saniye, 72°C’de 0.5 dakika ve son ii¢ siklusun 35 kere tekrarlanmasi ve son

uzama 72°C’de 5 dakika olarak optimize edildi.

3.2.2.4.3 Beta Aktin Geninin Kandaki Ve Dokudaki Ekspresyonunun Tesbit

Edilmesi

Hasta ve saglikli kontrol grubunun kan ve hedef dokularindan izole edilen
RNA’lardan sentez edilen cDNA hedef genin ekspresyonunu tesbit etmek amaciyla

Real-Time PCR cihazina yerlestirildi.

Bunun i¢in her bir hasta basina Sybergreen Mix’den 25 pl, Primer forward (10
pmol)’den 3 pl, Primer reverse (10 pmol)’den 3 ul alinir. 5 pl cDNA eklenerek
reaksiyon karisimi hazirlandi. Bu karisima toplam voliim 50 pl’ye tamamlanacak
sekilde dH,O eklendi. Tiim karisim hazirlama islemleri buz iizerinde
gerceklestirildi. Herbir hasta i¢in hazirlanan bu PZR karigimlart amplifikasyon i¢in
cihazin platine yiiklenerek amplifikasyon programi baslatildi. Amplifikasyon
programi 95°C’de 5 dakika, 94°C’de 1 dakika, 61°C’de 40 saniye, 72°C’de 1 dakika
ve son li¢ sikusun 35 kere tekrarlanmasi ve son uzama 72°C’de 2 dakika olarak
optimize edildi.

3.2.3 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismanin, idiyopatik hirsutizmli hastalarda CYP19 geni C1558T polimorfizmi ve
SRD5A2 geni A49T polimorfizmi i¢in PZR’a dayali agaroz jel elektroforzi
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yapildiktan sonra elde edilen bulgularin degerlendirilmesinde kullanilan istatistiksel
analiz testleri agagida agiklanmaktadir.

Hasta ve kontrol grubunun kan ve doku daki CYP19 ve SRDS5SA2 genlerinin
ekspresyonlarinin karsilagirilmasinda Student t Testi kullanilmistir. Bagimsiz iki
grup ortalamasinin karsilastirildigir Student t Test’inde ortak ve temel amag, grup
ortalamalar1 arasindaki farkin hesaplanmasidir.

Hasta ve kontrol grubunun, CYPI9 geni CI1558T ve SRDS5SA2 geni A49T
mutasyonlarmin kargilagtirllmasinda Ki-kare testi ve Fisher’in Keskin Testi
uygulanmistir. Her iki test i¢in de anlamlilik degeri p<0.05’dir.

Ki-kare Testi, saglik arastirmalarinda en giivenilir bulunan ve siklikla kullanilan,
analiz yontemidir. Ki-kare analizi, gruplari ¢apraz tablo gozlerindeki go6zlenen
degerler ile beklenen degerler arasindaki farki dikkate alarak karsilagtiran bir testtir.
Fisher’in Keskin testi, bir ki-kare testi olmamasina karsin, genellikle onun uzantisi
olarak ya da onunla birlikte sunulur. N<20 ise ya da 20<n<40 ve beklene degerden
en az bir tanesi besin altinda ise, elde edilecek sonucun hatali olma olasilig

artacaktir. Boyle durumlarda ki-kare testi yerine Fisher’in Keskin Testi kullanilir.
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4. BULGULAR

CYP19 geni C1558T genotipi i¢in hasta ve kontrol grubunun periferik venoz
kanlarindan elde edilen DNA’larinin mutasyon spesifik PZR sonrasi elde edilen
tiriinlerin Bsp 12861 restriksiyon enzimiyle muamelesi (RFLP metodu) sonucu elde

edilen veriler;

Tablo 2. IH ve kontrol gruplar1 arasinda CYP19 C1558T genotip dagilim ve
allel sikhiklar

n Genotip (%) Total alleller

48 CC CT TT C T
IH 16 1(6) 7(44) 8(50) 9 23
Controls 32 2(7) 11(34) 19(59) 15 49
x2 0.417 0.063
p 0.884 0.803
OR
T alleli icin OR:0.78 RR:0.94
C alleli icin OR:1.29

RR:1.2

Hasta ve kontrol grubu arasinda CYP19 C1558T polimorfizminin goriilme oraninin

karsilastirilmasinda X” analizine gore fark bulunamadi.
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SRD5A2 geni A49T genotipi i¢in, hasta ve kontrol grubunun periferik vendz
kanlarindan elde edilen DNA’larmin SRD5A2 geni ekzon 1 bolgesinin hedef

mutasyonu icerecek sekilde yapilan dizi analizi sonuglari;

Tablo 3. IH ve kontrol gruplar1 arasinda SRD5A2 A49T genotip dagilimi ve
aminoasit sonuclari

n Kodon

30 TGT AGT
(Threonin) (Alanin)

IH 16 16 -
Controls 14 14 -

D 1
Hasta ve kontrol grubu arasinda SRD5A2 A49T polimorfizminin goriilme oraninin

karsilastirllmasinda X analizine gére fark bulunamadi.

Hasta ve kontrol gruplarindan elde edilen periferik kan ve androjene duyarh
umblikus alt1 orta hattan elde edilen dokularda SRDS5A2 ve CYP19 genlerinin
ekspresyonlarinin real-time pzr cihaziyla sybergreen kullanilarak aragtirilmasi

sonucu elde edilen bulgular;
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Tablo 4. Sonuclarin tiimiiniin goriiniimii

. SRD5A2 / B- CYP19/ p-
SRD5A2 | CYP19 | B-AKTIN ARTIN AKTIN
1D 0.119 0.156 0.16 0.744 0.975
2D 0.445 0.242 0.506 0.88 0.48
3D 0.122 | 0.0348 | 0.162 0.753 0.215
4D | 0.0294 | 0.0198 | 0.0676 0.435 0.293
5D 0.191 0.163 0.125 1.528 1.304
6D 0.598 0.51 2.18 0.274 0.234
7D 0.103 | 0.0719 | 0.149 0.691 0.482
8D 0.138 | 0.0632 | 0.303 0.455 0.208
1K 0.424 0.476 19.9 0.021 0.024
2K | 0.0954 | 0.106 18.2 0.0052 0.0058
3K 0.056 | 0.0467 | 0.0147 3.81 3.18
4K 0.12 0.276 1.34 0.09 0.205
5K 0.927 0.515 3.2 0.29 0.161
6K 0.13 0.207 1.29 0.1 0.16
7K 6.00 5.54 4.96 1.21 1.117
8K 2.08 1.91 1.58 1.32 1.21
IKD | 037 1.14 0.145 2.55 7.86
2KD | 0.292 3.9 0.201 1.45 19.4
3KD 1.18 1.78 0.540 2.185 3.3
4KD | 0311 1.21 0.537 0.58 2.253
5KD | 0.0209 | 0.975 0.116 0.180 8.405
6KD | 0.613 0.625 0.757 0.809 0.825
7KD | 0.304 0.303 0.229 1.327 1.323
8KD | 0.580 0.517 1.02 0.568 0.506
IKK [ 0.102 0.369 0.198 0.515 1.863
2KK | 0.0256 2.01 0.115 0.222 17.47
3KK | 0.826 0.745 0.965 0.856 0.772
4KK 1.23 0.927 1.03 1.194 0.9
5KK | 6.16 4.71 2.94 2.095 1.602
6KK | 4.67 2.53 0.0186 251 136
7KK 1.38 1.22 1.19 1.156 1.025
8KK | 0.562 2.1 2.1 0.267 1
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Tablo 5. Hastalarin kan ve

karsilastirilmasi;

Hasta Grubu: SRD5A2 / B-AKTIN

KAN DOKU
1 0.021 0.744
2 0.0052 0.88
3 3.81 0.753
4 0.09 0.435
5 0.29 1.528
6 0.1 0.274
7 1.21 0.691
8 1.32 0.455
Median 0.195 0.717
(Min-Max) | (0-1.32) | (0.27-1.53)
P=0.279

dokudaki SRD5A2 geni ekspresyonlarinin

Tablo 6. Kontrol grubunun kan ve dokudaki SRDSA2 geni ekspresyonlarinin
karsilastirilmasi;

Kontrol Grubu: SRD5A2 / B-AKTIN

KAN DOKU
1 0.515 2.55
2 0.222 1.45
3 0.856 2.185
4 1.194 0.58
5 2.095 0.180
6 251 0.809
7 1.156 1.327
8 0.267 0.568
Median 1 1.068
(Min-Max) | (0.22-251) | (0.18-2.55)
P=0.959

Hasta ve kontrol dokularinda ve kanlarinda SRD5A2 geni ekspresyonlar1 arasindaki

ortancalarin karsilagtirilmasinda Mann-Whitney U Testi kullanildi ve anlaml1 bir fark

bulunamad:.

Hasta Grubu: SRD5A2 / B-AKTIN-

KAN
Hasta Kontrol
Median 0.19 1.06
(Min-Max) | (0-1.32) (0.22-251)
P=0.08
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Hasta Grubu: SRD5A2 / B-AKTIN-

DOKU
Hasta Kontrol
Median 0.71 1.06
(Min-Max) | (0.27-1.53) | (0.18-2.55)
P=0.328




Tablo 7. Hastalarin kan ve

dokudaki CYP19A geni ekspresyonlarinin

karsilastirilmasi;
Hasta Grubu: CYP19/ B-AKTIN
KAN DOKU
1 0.024 0.975
2 0.0058 0.48
3 3.18 0.215
4 0.205 0.293
5 0.161 1.304
6 0.16 0.234
7 1.117 0.482
8 1.21 0.208
Median 0.183 0.3865
(Min-Max) | (0.01-3.18) | (0.21-1.3)
P=0.328

Tablo 8. Kontrol grubunun kan ve dokudaki CYP19A geni ekspresyonlarinin

karsilastirilmasi;
Kontrol Grubu: CYP19A/ B-AKTIN
KAN DOKU
1 1.863 7.86
2 17.47 19.4
3 0.772 3.3
4 0.9 2.253
5 1.602 8.405
6 136 0.825
7 1.025 1.323
8 1 0.506
Median 1.3 2.77
(Min-Max) | (0.77-136) | (0.51-19.4)
P=0.721

Hasta Grubu: CYP19A / B-AKTIN- Hasta Grubu: CYP19A / B-AKTIN-
KAN DOKU
Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Median 0.183 1.3 Median 0.38 40
(Min-Max) | (0.01-3.18) | (0.77-136) || Min-Max) | (0.21-1.3) | (0.51-19.4)
P=0.06 P=0.02

Hasta ve kontrol dokularinda ve kanlarinda CYP19A geni ekspresyonlart arasindaki
ortancalarin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U Testi kullanild1 ve kanlar arasinda

anlaml bir fark bulunamazken dokular arasinda anlamli bir fark tesbit edildi.
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Sekil 5. CYP19 geninin Real-Time Melting-Curve analizi

goriiniimii

- d(RFLG 1 dT

Sekil 6. SRD5SA2 geninin Real-Time analizi sonu¢larinin goriiniimii
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350
300
£50
200
150
100

=0

|:|.

-50
-100
-130

sonuc¢larinin

2_

=
-

24 56 58 60 62 64 66 65 Y0 Y2 Y4 Ve Y3 80 82 B4 86 85 90 92 94 95 93

350
300
250
Z00
150
100

S0

-50
-100
-150
-200

Temperature, Celsius

'\\.\
!
]
)

=)

1]

il

L

=
[~

24 56 58 60 62 64 66 65 Y0 Y2 Y4 Ve Y3 80 82 B4 86 85 90 92 94 95 93

Temperature, Celsius

61



Sekil 7. Beta aktin geninin Real-Time Melting-Curve analizi sonuclarinin

goriiniimii
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Sekil 8: SRD5A2 geni A49T polimorfizminin Dizi analizi ile tesbit edilmesi

Fluarescence
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Sekil 9

KLINIK OLARAK IDiYOPATIK HIRSUTIZM TANISI KONULAN HASTA

ENDOKRIN BOLUMUNDE HASTALARIN HERBIRINDEN 4 TANE CBC TUPUNE (3 cc’lik,EDTA’h) TOPLAM 12cc
PERIFERIK VENOZ KANIN ALDIRILMASI

DERMATOLOJI BOLUMU TARAFINDAN

HIRSUTIK HASTALARIN SUPRAPUBIK

CILT BOLGESINDEN DERMAL PAPILLAYI ICINE ALACAK
SEKIiLDE 4mm’lik PUNCH BiYOPSININ YAPILMASI VE

SF ICERISINE KONULMASI
v
DERMAL PAPILLAYI ICEREN PERIFERIK VENOZ KANLARIN
BIYOPSI MATERYALININ TIBBI GENETIK BOLUMUNE ULASTIRILMASI

TIBBI GENETIK BOLUMUNE ULASTIRILMASI

l l

BIYOPSI MATERYALINDEN RNA’NIN PERIFERIK VENOZ KANDAN RNA ve DNA ICIN
iZOLE EDILMESI LOKOSITLERIN ELDE EDILMESI
RNA’NIN CALISILINCAYA KADAR HASTALAR CALISILINCAYA KADAR
-80 DERECEDE SAKLANMASI LOKOSITLERIN —80 DERECEDE SAKLANMASI
BU RNA’DAN REAL TiME PZR LOKOSITLERDEN LOKOSITLERDEN
METODUYLA AROMATAZ VE SRD5A2 RNA ELDESI DNA ELDESI

GENLERININ EKSPRESYONLARINA

BAKILMASI /\l

CYP19
GENINDE
C1558T
POLIMORFIiZM
v INE

RFLP YONTEMIYLE CYP19 VE SRD5A2 BAKILMASI

GENLERININ EKSPRESYONLARINA SRD5A2 GENINDE

REAL-TIME PZR YONTEMIYLE BAKILMASI A49T POLIMORFIZMINE SEQUANCING YONTEMIYLE

BAKILMASI

63



5.TARTISMA

Hirsutizm tiim kadinlarin %5-10’unu etkilemektedir (23-25). Idiyopatik
hirsutizm tanisi ise hirsutizmi bulunan kadinlarin %5-15’ine konulmaktadir (26).
Hirsutizmin varligi hastalar i¢in bir stres faktorii olmakta ve onlarin psikososyal
gelisiminde oldukca 6nemli bir negatif etki yapmaktadir (27,28).

Idiyopatik hirsutizmin patogenezinde az sayida bilgi mevcuttur. En iyi bilinen
hipotez 50—RA enziminin ciltteki artmus aktivitesidir. Bu hipotez Serafini ve
Lobo’nun (11) idiyopatik hirsutizmli 10 kadinda yaptig1 bir ¢alismada genital ciltte
biyokimyasal olarak oOlgiilen alfa rediiktaz aktivitesinin kontrollere gore fazla
oldugunun tesbit etmesiyle 6ne siirlilmiistiir. Hipoteze gore ciltteki bu artmis Sa—RA
enzim aktivitesinin mekanizmast androjenlerden bagimsiz ve belki genetik
belirleyiciler ile ilgili idi. Diger taraftan cilt 50—-RA enzim aktivitesi yalnizca
androjenler tarafindan degil ayrica biiyiik oranda ciltte mevcut olan ve gorev yapan
insiilin benzeri biiylime faktorii I (IGF-I), insiilin ve transforming growth factor-3
(TGF-B) gibi baz1 hormonlar ve mediatorler tarafindan da diizenlenmektedir. Bu
nedenle lokal olarak 50-RA enzim aktivitesini diizenleyen mekanizmalardaki
degisikliklerin idiyopatik hirsutizme neden olabilecegi diisiinilmiistiir. Ama
polikistik over sendromlu vakalarda yapilan ¢alismalar sonucu 50—RA aktivitesinin
hirsutizmle beraber arttigi bulunmus ve bu yiizden idiyopatik hirsutizmdeki artmis
periferal S5a—RA aktivitesinin idiyopatik hirsutizmin nedeni olmaksizin basit olarak

hirsutizmin gelismesini yansitmasinin muhtemel olabilecegi de diistiniilmiistiir (11).

64



Deri 5a—RA aktivitelerinde artis, muhtemelen her iki izoenzim tiirlerinde ve
muhtemelen androjen alict fonksiyonlarinda degisiklik yaratmasi beklenmektedir.
Bununla birlikte, bu hipotezlerin kabul edilmesi, ¢oklu viicut bdlgelerinden ve
molekiiler incelemelerinden elde edilen deri biyopsi ornekleri kullanilarak dogru
teshis edilmis hastalar ile miimkiin olacaktir. Ikinci en yaygin SRD5A2 germ-line
polimorfizm, 49. kodondaki alaninden valine degisime neden olan tek missens
mutasyondan kaynaklanmaktadir. Bu polimorfizm invitro enzim aktivitesi normalden
5 kat daha fazla olan varyant proteinin liretimi ile sonuglanmaktadir (15). Bilinen
SRDS5A2 polimorfizmlerinin 50—RA enziminin aktivitesinde degisiklige neden olan
etkisi muhtemelen mRNA stabilitesindeki degisikliktir (196). Bu ¢alismada A49T
polimorfizmi idiyopatik hirsutizmli hastalarda calisildi ve gercekten aktivitesininin
artmasmin artmis ekspresyonla iliskili olup olmadigi tesbit edildi. A49T
polimorfizmi simdiye kadar ¢alisilmis popiilasyonlarda nadir olarak bulunmus ve
varyant olan T allelinin beyaz irkta (%5-6;196) Afriko Amerikanlar (%1;15) veya
Latin Amerikalilara (%2;198) gore prevalansinin daha fazla oldugu tesbit edilmistir.
Asya popiilasyonunda ise heniiz bdyle bir baglanti bildirilmemistir (199).

Asada ve ark. (2001;198) yaptig1 ¢alismada AR ve SDR5SA1 mRNA’sinin kil
folikiiliiniin tiim bolgelerinde ama SRD5A2 mRNA’siin sadece dermal papilla ve
bag dokuyu iceren mezankimal kisim ve epitelyal kisimda eksprese oldugunu ve bu
ekspresyon intensitelerinin sacli ve sacsiz kafa derisinde farklilik gdstermedigini
bulmuslardir. Bununla beraber Sawaya ve ark (1997;61) yaptig1 baska bir ¢alismada
AR, SDR5A1 ve SRD5A2 genlerinin ekspresyonlar1 sagsiz kafa derisinde saclh
bolgelere nazaran daha fazla bulunmustur.

Daha onceki bazi ¢alismalar SRD5A2 geninin iriinliniin sakal killarinin
biiylimesi i¢in gerekli oldugunu ama pubik ve aksiller killarin biiylimesi i¢in gerekli
olmadigini bildirmislerdir (61, 200-203).

Bu calismada literatiirde bildirilenden farkli olarak SRDS5A2 geninin
idiyopatik hirsutizmli hastalarda androjene duyarli dokudaki lokal ekspresyonun
degismedigi tesbit edilmistir.

Bir diger hipotez olan degismis androjen reseptor aktivitesinin hirsutizm
gelismesine yardimci olabilecegidir (100). Bazi ¢alismalar gostermistir ki androjen
reseptor geninin 1. ekzonundaki CAG triniikleotidlerinin sayis1 ile hirsutizm
gelismesi arasinda ters bir korelasyon vardir (104). Diisiik sayida CAG triniikleotid

sayisina sahip androjen reseptor geni androjenlere daha yiiksek afinite ile baglanan
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reseptore yol agmakta ve bazi kisilerde dolagimdaki normal androjen seviyesine
ragmen hirsutizm gelismesine yardimci olabilmektedir (104).

Bazi hirsutik hastalarda degismis periferal androjen metabolizmasi tesbit
edilmistir. Idiyopatik hirsutizmli bazi hastalarda artmis cilt 17-B-hidroksisteroid
dehidrojenaz aktivitesi ve dolayisiyla testosteronun, androstenediondan artmis
formasyonu tesbit edilmistir (116). Diger ¢alismalar sadece diisiik miktarda androjen
iretim artig1 tesbit etmislerdir (204,205). Ancak bu artislarin hirsutizme neden
olamayacag diisiiniilmiistiir.

Bazi ¢alismacilar kil biiylimesinin, androjenlerden bagimsiz oldugu ama lokal
hormon ve mediatorlerle baglantili oldugunu savunmuslardir (206).

Ostrojen  biyosentezi ve  metabolizmasinda rol alan  genlerin
polimorfizmlerinin, etyopatogenezinde direkt veya indirekt, fayda veya zarar olarak
Ostrojenin rol aldigi hastalik durumlarinda (fayda-postmenapozal fraktiir riskinde
kemik mineral dansitesini etkiledigi i¢in veya zarar-Ostrojen reseptorii pozitif meme
kanseri) 6nemli oldugu daha onceki ¢alismalarda gosterilmistir. Aromataz knockout
(ArKO) fareler artmis kemik rezorbsiyonu nedeniyle kemik kaybi yasamigslar (207)
ve insanda inaktive edici mutasyonlarin her iki cinste de kemik mineral dansitesinde
kayba neden oldugu bulunmustur (208,209). Polimorfizmler CYP19 da gen
ekspresyon degisikligi ve dolayisiyla sex steroidlerinin etkisini etkileyebilirler. Bu
gende de bir c¢ok tek niikleotid polimorfizmi (SNP) bulunmaktadir (210-212).
Ozellikle meme kanseri ¢alismalarinda, bizim calismamiza dahil ettigimiz silent
(sessiz) tek niikleotid polimorfizmi olan onuncu ekzondaki C1558T mutasyonunun
mRNA’nin 3’ translasyon edilmeyen bolgesinde oldugu i¢in fonksiyonel olarak etkili
oldugu yani yiiksek Ostrojen profili ile iliskili oldugu Onerilmistir ¢iinkii bu tek
niikleotid polimorfizmi T alleli i¢in tiimor hiicreleri i¢indeki aromataz mRNA diizeyi
ile iligkili bulunmustur (213).

Bu calismada CYP19 geninin idiyopatik hirsutizmli hastalarda androjene
duyarli dokudaki lokal ekspresyonun diistiigii tesbit edilmistir. Bu sonug ile ilgili
literatiirde benzer bir bilgi bulunmamaktadir. Ayrica bakilan CI558T
polimorfizminin azalan aromataz ekspresyonui ile iligkili bir genotipinin varlig
tesbit edilmemistir. Lokal olarak azalan aromataz aktivitesi ve dolayisiyla lokal
olarak  androjen lehine degismis androjen metabolizmasi  hirsutizmin

etiyopatogenezinde olduk¢ca Onemli olabilir. Ancak aromataz mRNA diizeyi ile
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iliskili oldugu bilinen C1558T polimorfizminin aromataz ekspresyonu ile iligkili
¢ikmamasinin diisiik denek sayisi ile iliskili olabilecegi diisliniilmiistiir.

Idiyopatik hirsutizm de insiilin rezistans1 ve hiperinsiilinizm yeni tanimlanmis
onemli bir dzelliktir. invitro olarak insiilininin kil folikiil biiyiimesini stimiile ettigi
bulunmustur. Tsilchorozidou ve ark. yaptigi bir ¢alismada PCOS’lu vakalarda
inslilinin dolasimdaki androjen konsantrasyonunu arttirmadan 5 alfa rediiksiyonu
arttirdigr bulunmustur (51). Ancak hala idiyopatik hirsutizmli hastalara insiilinin

etkisi agik degildir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hirsutizmin varligr hastalar icin bir stres faktorii olmakta ve onlarin
psikososyal gelisiminde olduk¢a 6nemli bir negatif etki yapmaktadir. Bu nedenle
mutlaka tedavi edilmesi gereken bir hastaliktir.

Idiyopatik hirsutizmin patogenezinde az sayida bilgi mevcuttur. Bu nedenle
yapilan tedaviler sadece semptomatik olabilmektedir.

Idiyopatik hirsutizmin etiyopatogenezi igin giiniimiizde en ¢ok kabul goren
hipotezler 5 alfa rediiktaz enziminin ciltteki artmis aktivitesi ve lokal androjen
meabolizmasindaki muhtemel degisikliktir.

Bu calismada hem 5 alfa rediiktaz enziminin hirsutizmde rol aldig:
gosterilmig Tip 2 izoenzimini kodlayan SRD5A2 genin hemde aromataz enzimini
kodlayan CYP19 geninin idiyopatik hirsutizmli hastalarda ve kontrol grubunda lokal
olarak ekspresyonu Real-Time PZR metodu ile tesbit edilmistir. Sonugta SRD5A2
geninin ekspresyonu kontrol grubu ile farklilik gostermez iken CYP19 geninin

ekspresyonunun kontrollere gore diisiik oldugu tesbit edilmistir.
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Ayrica aym grup hastada hedef genlerdeki mutasyon nedeniyle iiriiniin
aktivitesini degistirdigi tesbit edilen polimorfimlere bakilmistir. Bu polimorfizmler
SRD5A2 geni icin A49T ve CYP19 icin C1558T dir. Bu polimorfizmlerin 6zellikle
kontrol grubuna gore diisiik ekspresyonu tesbit edilen CYP19 geni i¢in C1558T
polimorfizminin genotip dagiliminin kontrollere goére istatistiksel olarak farkli
olmadig1 tesbit edilmistir.

Literatiire ilk kez kazandirilan idiyopatik hirsutizmli hastalarda aromataz
ekspresyonunun kontrollere gore diisiik olmasi bilgisinin daha fazla hasta {izerinde
tekrarlanarak yapilmasi gerekmektedir. Ayrica bu ¢alismada bakilan polimorfizmde
dahil olmak {izere aromataz genindeki enzim aktivitesini etkileyen diger
polimorfizmlerin de daha fazla sayida hasta grubunda arastirilmasi idiyopatik

hirsutizm’e yatkinlik veya koruyuculugun tesbitinde dnemli bir yer alacaktir.
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