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OZET
KROMOZOMAL OLMAYAN PREMATURE OVARYEN YETMEZLIGINDE
BMP15, INHA VE FOX0O3 GENLERINDEKI MUTASYON SIKLIGININ
ARASTIRILMASI
Amag: Prematiire ovaryen yetmezligi (POY) 40 yasindan dnce gozlenen ve toplumdaki
sikligi %1 olan bir diizensizliktir. POY, multifaktoriyel 6zellikte olan bir infertilite
nedenidir. Calismada amacimiz, INHA, BMP15 ve FOXO3 gen mutasyonlar1 ile
prematiire ovaryen yetmezlik arasindaki iliskiyi incelemektir.
Materyal ve Metot: Bu ¢alisma, 60 POY hastasi ve 60 saglikli fertil olan kontrol grubu
kadin tizerinde gergeklestirildi. Kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapildiktan sonra
INHA, BMP15 ve FOXO3 genleri i¢in elde edilen PCR iiriinlerine, DNA dizi analizi
yapilarak mutasyon taramasi yapildi.
Bulgular: BMP15 geni ekzon 1'in DNA dizi analizinde, hasta grubunun yaklasik
%1,7’sinde 308A>G (rs41308602) homozigot missense varyasyon, %21,7’°sinde
insersiyon G homozigot yeni missense mutasyonun yani sira bir hastada %1,7 28C>G
heterozigot missense ve 62A>G heterozigot missense durumda iki yeni mutasyon
saptanmistir. Kontrol grubunun yaklasik %21,7°sinde 46T>C heterozigot missense
mutasyon gozlenmistir. INHA geni ekzon 2 i¢in, hasta grubunun %3,3’iinde 769G>A rs
(12720062) heterozigot missense varyasyonu, %1,7’sinde 973G>A ve 920G>A iki yeni
heterozigot missense mutasyon gézlenmistir. Kontrol grubunun %21,7’sinde ise 971G>A
heterozigot yeni bir missense mutasyon gézlenmistir. FOXO3 geni ekzon 1 i¢in hasta
grubunda %1,7 345C>G ve kontrol grubunda, 343C>T heterozigot iki yeni missense
mutasyonun yani sira hasta grubunda %18,3 kontrol grubunda ise %10 siklikta
€.159C>T (rs11757217) sessiz varyasyon saptanmustir.
Sonu¢: Her ii¢ gende saptanan varyasyon ve Mmissense mutasyonlarin fonksiyonel
oldugu ancak istatistiksel olarak POY ile iligkisinin olmadig1 saptanmistir (p>0.05).
INHA, BMP15, FOXO3 genleri i¢in incelenen populasyon sayisi arttirildiginda, daha
belirleyici sonuglar elde edilebilecegi kanaatindeyiz.
Anahtar Kelimeler: BMP15, FOXO3, INHA gen mutasyonlari, Premature Ovaryen
Yetmezlik
Mustafa ASCI, Doktora Tezi
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESi-SAMSUN

Mart-2015



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BMP15, INH AND FOXO3 MUTATION FREQUENCY IN THE
GENES OF THE
NON-CHROMOSOMAL PREMATURE OVARIAN FAILURE
Aim: Premature ovarian failure (POF) is a disorder that observed before the age of 40, and the

frequency is %1 in the community. POY is a cause of infertility which has a multifactorial
feature. Our aim in this study; analysis the relationship between INHA, BMP15 and FOXO3
gene mutations and premature ovarian failure.

Materials and Methods : This study was performed on 60 POY patients and 60 healthy
women. After DNA isolation from blood samples, PCR products obtained for INHA, BMP15
and FOXO3 gene was performed mutation screening.

Results: BMP15 gene exon 1 of the DNA sequence analysis, approximately 1.7% of patients
308A>G (rs41308602) were homozygous missense variation, 1.7% insertion G homozygotes
in a patient as a new missense mutation as 1.7% 28C>G heterozygous missense and 62A>G
heterozygous missense mutations in two new cases were detected. Approximately 1.7% of the
control group 46 T>C heterozygous missense mutations were observed. For INH gene exon 2
in 3.3% of patients 769G>A rs (12720062) heterozygous missense variation, 1.7% two new
of 973G>A and 920G>A heterozygous missense mutations were observed. In 1.7% of the
control group a new of 971G>A heterozygous missense mutations were observed. In FOXO03
gene exon 1.7% in the patient group for 1 345C>G and the control group, 343C>T
heterozygotes two new missense mutations as well as the group of patients 18.3% in the
control group in the frequency of 10% c¢.159C>T (rs11757217) silent variation were
determined.

Conclusion: Each of the three identified missense variation in genes and the functional
mutations, but it has no relation with POY statistically (p>0.05). Increasing the number of the
population studied for INHA, BMP15 and FOXO3 genes, we believe that we can obtain more
decisive results.

Keywords: BMP15, FOXO3, INHA gene mutations, Premature Ovarian Failure

Mustafa ASCI, Ph.D.Thesis
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITY-SAMSUN

March-2015
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1. GIRIS

Prematiire Ovaryen Yetmezligi (POY), 40 yasindan 6nce amenoreye neden olan
hipodstrojenizm ve yiiksek gonadotropin degerleri ile karakterize olan bir durumdur.
POY genel olarak kadinlarin %1'inde goriiliir ve hastalar primer veya sekonder amenore
olarak karsimiza c¢ikabilir. POY prevalansi cografik bolgelere ve etnik gruplara gore
%0,1 ile %1,4 arasinda degisiklik gostermektedir (Woad ve ark., 2006; Wang ve ark.,
2010). POY tanisi alan birgok kadin gergek menopozdan farkli olarak yillarca aralikli
bir sekilde over fonksiyonu gosterebilir. Beklenen yasam siiresinin uzamasi ile
menopozda gegirilen zaman dilimi artist kagmilmazdir. Kadinlar normal olarak
yasamlarinin 1/3'inii menopoz doéneminde gegirmektedirler. Erken menopoza giren
kadinlarda ise menopoz siiresi hayatlarinin yaklasik 1/2'sine denk gelmektedir. Yasamin
biiylik bir kismin1 etkilemesinden dolay1 erken menopoz, kadinlar i¢in olduk¢a 6nemli
bir donemdir. POY hastalari i¢in bu siirenin daha uzun olmasi sebebiyle seksiiel hormon
eksikliginin etkileri de artacaktir. Ayrica gen¢ yaslarda menopoza girilmesinin kisi
tizerinde negatif psikolojik etkileri olmaktadir. Bu hastalarin ¢ogunda {iremenin
tamamlanmamas1 da buna etki eder. Hastalarda gen¢ yasta hormon eksikligine bagh
olarak; sekstiel yasam, iirogenital sistem, kardiyovaskiiler sistem ve iskelet sistemi ile
ilgili problemler ortaya ¢ikmaktadir (Arikan ve ark., 2005).

Prematiire ovaryen yetmezligi multifaktoriyel bir diizensizliktir. Etkileri kesin
olmamakla birlikte olusum nedenleri su sekilde siralanabilir; menars yasi, gevresel
toksinler ve enfeksiyonlar, radyoterapi, kemoterapi, otoimmunite, sosyoekonomik
durum, sigara ve alkol kullanimi, dogum kontrol haplarmin kullanimi, beslenme
aligkanliklar1 ve genetik faktorlerdir. Prematiire ovaryen yetmezlige neden olan bu
faktorlerin belirlenmesi, bu bireylerin menopoz donemini en hafif sekilde gecirmelerine
ve prematiir menopoz gerceklesmeden oOnce risk tayini yapilabilmesine olanak
verecektir (Min ve ark., 2012; Watkins ve ark., 2006).

Son yillarda over i¢inde folikiillogenezi diizenleyen ve modifiye eden 6nemli
hormonlar tanimlanmistir. Kadinlarda over graniilosa hiicrelerinden, erkeklerde testis
sertoli hiicrelerinden salgilanan inhibinin, yumurta folikiillerinin gelisiminde rol
oynayan folikiil uyarict hormon (FSH)un, negatif feed back mekanizmasindaki

fonksiyonu nedeni ile prematiire ovaryen yetmezliginden sorumlu olabilecegi



diistiniilmektedir (Corre ve ark., 2009). Herhangi bir inhibin geninde meydana
gelebilecek bir mutasyon, biyoaktif inhibinlerin miktarinda bir azalmaya neden olur. Bu
durum da hipofize uygulanan negatif feed back mekanizmasinin ortadan kalkmasina ve
FSH konsantrasyonunun artisina neden olur. Bunun sonucunda folikiillerin erken
tiikenmesi olay1 gerceklesir. Bir ¢ok dokuda farkli seviyelerde salgilanan forkhead box
O3 (FOXO3) proteini, FOXO3 geninin aktivitesindeki degisim diger post translasyonel
modifikasyonlari igeren (asetilasyon, metilasyon) olaylar1 etkilemektedir.

FOXO3 proteinleri, hiicre olimiinden sorumlu genlerin upregiilasyonuyla
apoptosizi hedef alarak ya da antiapoptotik proteinlerin downregiilasyonunu saglayarak
etkili olur (Donlon ve ark., 2012). Overlerden sentezlenen Bone Morphogenetic Protein
15 (BMP15) proteini, oosit ve gelismis folikiillerin iginde bulunan parakrin sinyal
molekiiliinii igerir. BMP15 proteini homodimer bir yap1 olarak ya da Growth
Differentiation Factor 9 (GDF9) ile heterodimer bir yapi olusturarak oositlerin
olgunlastiriimas: ve folikiillerin gelismesini saglar (Otsuka ve ark., 2011). Idiyopatik
POY'da primordial folikiillerin hizla tiikenmesinin mekanizmasi yada mekanizmalarinin
belirlenmesi ¢ok onemlidir. Normal fizyolojik bozukluklarda, primordial folikiillerin
azalmasinda onemli etkilere sahiptir. Bu bozukluklarin birincisi oositlerin apoptozisi
digeri ise ilk folikiil olarak bilinen primordial folikiillerin aktivasyonudur.

Calismamizda Samsun 19 Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari
ve Dogum Anabilim Dali Polikliniginde prematiire ovaryen yetmezlik tanisi alan hasta
ve saglikli kontrol grubu kadinlardan alinan kan orneklerinden DNA izolasyonunu
takiben Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve DNA dizi analizi tekniklerini kullanarak
INHA, BMP15 ve FOXO3 genlerine ait birer ekzonlarindaki mutasyonlarin tesbiti ve

POY ile olan iligkisi incelenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Premature Ovaryen Yetmezligin Tanimi ve Epidemiyolojisi

Prematiire over yetmezligi (POY), 40 yasindan 6nce amenore, hipodstrojenizm
ve yiiksek gonadotropin seviyesi ile seyreden bir durumdur ( O'Herlihy ve ark., 1980).
Bu diizensizlik tip tarihine ilk olarak 1942 yilinda Fuller Albright tarafindan ‘“Primer
Ovaryen Yetmezlik” adi ile tanitilmistir  (Cooper ve ark., 2011). POY igin ii¢ tanisal
kistas mevcuttur; 4 aydan uzun siiren amenore, en az bir ay ara ile iki sefer
40mlU/ml'den fazla saptanan serum FSH seviyesi ve 40 yasinin altinda olunmasi POY
i¢in en 6nemli belirtegtir ( Lebovic ve Naz, 2004). POY, geng bir kadin igin yiizlesmesi
ve kabul etmesi ¢ok zor bir durumdur. Bu zor durum fiziksel ve ruh sagligini, tireme
kapasitesini, cinsel hayatini ve sosyal yasamini Onemli derecede etkilemektedir.
Kardiyovaskiiler hastaliklar, felg ve osteoporoz gibi belirli hastaliklar POY'lu hastalar
icin kendi yas grubundaki kontrollere gore daha fazla risk bulundurmaktadir. Ayrica,
cinsiyet hormonlarinin eksikligi de iirojinekolojik sistemde olumsuz negatif etkiler
olusturmaktadir.

POY insidansi, bolgesel ve etnik koken farkliligina bagli olarak ¢esitlilik
gostermektedir. Hispaniklerde %1.4, Kafkas irkinda %1, Cin %0.5 ve %0.1 Japon,
Afrika ve Amerika'da %1.4 oraninda goriilmektedir (Luborsky ve ark., 2003). Genel
populasyondaki insidansi %0,3 ile %]1,1 arasinda degismektedir (Luborsky ve ark.,
2002). Primer amenoreli grupta POY prevalansi %10-18, sekonder amenoreli grupta %
4-18'dir (O'Herlihy ve ark., 1980). POY insidansi yasa bagl olarak da degiskenlik
gosterir. 40 yasin altinda goriilme siklig1 ortalama 1:100 iken, 20'li yaslarda 1:10000,
30'u yaslarda 1:1000 siklikta goriiliir (Coulam ve ark., 1986).

2.2. Kromozomal ve Iatrojenik Olmayan POY

POY, rezistan over sendromu ve ovaryen folikiillerin erken atrezisi ile birbiri
izerine c¢akisan heterojen bir gruptur (Speroff ve ark., 2005). Agiklanamayan yaygin
ovaryen folikiil atrezisi sonucunda gelisen POY vakalarinda, overlerde ¢ok az miktarda
folikiil kalmis olabilir fakat kalan folikiiller, hipofizer folikiil uyarict hormon (FSH)
tizerinde negatif feedback olusturmaya yetecek kadar estraidol (E) ve inhibin tiretmezler
(Davis ve ark., 1996). Primer veya sekonder amenore ile bilikte tekrarlayan

biyokimyasal testlerde, siirekli gonadotropin yiiksekligi ile birlikte diisiik estradiol



seviyeleri ile karakterizedir (Conway ve Goswami, 2005). Adolesan populasyonda
goriilen POY vakalarinin bir ¢ogunda radyoterapi, kemoterapi oykiisii veya kromozom
anomalisi (Turner Sendromu gibi) oldugu i¢in spontan POY insidansi kesin olarak
belirlenememistir. Eriskin kadinlarda POY, diizenli menstruel sikluslar1 takiben
sekonder amenore ile karsimiza ¢ikmaktadir. Aksine, adolesan POY olgularinin
yaklasik %50'sinde primer amenore ile tantya gidilmektedir (Melissa ve ark., 2008).
Over rezervi ve fertilitenin prediksiyonunda plazma FSH, E ve Inhibin B
seviyeleri, diisiik sensitivite ve spesifiteye sahiptirler ( Massin ve ark., 2004). Ovaryen
folikiil varligimin belirteci olarak, serum Anti-Mullerian Hormon (AMH) seviyesi daha
kesin bir gosterge olarak kabul edilmektedir (Durlinger ve ark., 2002). AMH dogumla
birlikte serumda bulunabilen, puberteye kadar artis gosterip, ovaryen yaslanmayla
birlikte gittikce azalan bir belirtegc olup AMH, yasla negatif korelasyon gosterirken,
antral folikiil sayimi (AFC) ile pozitif korelasyon gosteremektedir. Son donemlerde
serum AMH diizeyi, ovaryen folikiil varliginin ve ovaryen yaslanmanin belirteci olarak

yiiksek sensitiviteli bir marker olarak gosterilmektedir ( Van Rooij ve ark., 2011).

2.3. Etyoloji

2.3.1 Gonadal gelisim defekti

Gonadal gelisim basamaginda (Sekil 1) meydana gelen hasarlar ve gonadlarin
disfonksiyonuna sebep olan faktorler POY etyolojisinde 6nemli derecede etkilidir. Bu
basamaklarda meydana gelebilecek degisimler su sekilde siralanabilir.
a. Normal granulosa hiicre tabakasinin gelisimindeki hasarlar.
b. Mayoz boéliinmenin profaz safhasinda duraksamasi sonucu oogonyum asamasindan
primer folikiil basamagina gegememesi.
C. Primordial germ hiicrelerin daha az kisminin iirogenital bayira migrasyonu.
d. Primordial germ hiicrelerinin mitoz boliinme ile ¢ogalmasi durumundaki hasarlar.
e. Germ hiicrelerinin in utero hasara ugramasi.
f. Primordial germ hiicrelerinin iirogenital bayira (ridge) migrasyonunun hi¢ olmamasi.

g. Primer folikiillerin fetal FSH'a yanitsiz olmasi (Colin ve ark. 2004).
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Sekil 1. Folikiil gelisim ve atrezisi (Chun ve ark.,1994' diizenlenmistir).

2.3.2.  Klinik Tablo

POY'lu kadinlar, dogal menopoz siirecini izleyen kadinlardan ¢ok daha uzun
sire Ostrojen eksikligine maruz kalmaktadir. Bu yetersizligin sonucunda POY'lu
kadinlarda, osteoporoz ve kardiyovaskiiler hastalik riski anlamli derecede artmis
durumdadir (Anasti ve ark., 1998). Inme, koroner arter hastalig1 ve periferal vaskiiler
hastalik bu gen¢ kadinlardaki temel 6liim sebeplerinin basinda gelmektedir (Colditz ve
ark., 1987). Menopoz, ortalama 51 yasinda goriilen, ovaryen folikiillerin tiikkenmesi
sonucunda ortaya ¢ikan dogal bir siirectir (Kalantaridou ve ark., 2005). Folikiillerin ¢cok
erken bir donemde tiikenmesi veya folikiil disfonksiyonu sonucunda meydana gelen
ovaryen yetmezlik, heterojen bir tablodur (Kalantaridou ve Nelson, 2000). Etyolojide
cok farkli etkenlerden siiphelenilse de, POY etyolojisi siklikla belirlenemez. Bu grupta
en sik, karyotip analizi olarak normal, spontan POY olgular1 karsimiza ¢ikar.

POY, erken dogal menopoz olarak diisiinlilmemelidir. Clinkli bu kadinlarda,
yiiksek gonadotropin diizeylerine ragmen, aralikli olarak Ostrojen iiretimi ve ovulasyon
olmaktadir (Nelson ve ark., 1994). Erken baslangigli over yetmezliginde, gecikmis
puberta ve primer amenore ile karsimiza ¢ikar. Sekonder seks karakterleri gelismemis
bir kiz ¢cocugunda, 14 yasindan sonra veya gelisimi ve sekonder seks karakterleri

normal olan bir kiz ¢ocugunda 16 yasindan sonra heniiz menarsin baglamamasi primer



amenore olarak tanimlanir. Diizenli adet goren bir kadinda, 6 ay veya ardisik olarak ii¢
siklus siiresi kadar zaman ge¢mis bir kadinda amenore goriilmesi sekonder amenoredir
(Speroff ve ark., 2005). Primer amenore ile karsimiza ¢ikan hasta grubunda Ostrojen
yetersizligine bagli ortaya ¢ikan semptomlar; gece terlemeleri, sicak basmasi, vaginal
kuruluk, disparoni beklenmez. Ciinkii bu semptomlarin goriilmesi i¢in once, puberta
sonras1 yiiksek Ostrojene maruz kalmak ve ardindan Ostrojen yetersizliginin olmast
gerekmektedir. Primer amenoreli grupta sitogenetik analize (Tablo 1) kesinlikle ihtiyag
vardir. Sekonder amenoreli grupta, X kromozomuna ait mikro delesyon veya
translokasyonlar ortalama % 10 oraninda goriiliir ( Davis ve ark., 2000).

POY, tanist almis bir kiside genetik bir hastalik yada izole bir hastalik, fiziksel
veya ruhsal hastaliklarla birlikte olmasina gore farklilik gosterir ve kisinin hayatini
onemli bir sekilde etkilemektedir. POY teshisi alan genc¢ bir kadinda, otoimmiin
hastaliklarin bulunmasi, anamnezde aile Oykiisiinlin olmasi, kalitsal sendromlara ait
stigmalarin izlenmesi klinisyen i¢in faydalidir. Aile soyagacinin belirlenmesi,
etkilenmemis bir erkek birey tarafindan kalitilmis POY olgusunda, ailedeki risk

altindaki diger kadinlarin ortaya konmasini saglar (Colin ve ark., 2004).

Tablo 1: 115 POY'lu hastalarda klinik bulgular (Davutoglu ve ark., 2008).

Primer amenore Sekonder amenore
Karyotip anomalisi %56 %13
Y kromozomu %10 -
Ostrojen eksiklik %22 %85
semptomlari
Teshis sonrast ovulasyon - %24

En sik hipotiroidizm ile birlikte goriilen ovaryen yetmezligin, %10-30 oraninda
otoimmiin hastaliklar ile birlikteligi bulunmaktadir. Hastalar incelenirken; diabet,
hipotiroidi, Addison's hastaligi, artrit ve inflamatuar barsak hastaliklar1 dikkate
alimmalidir. POY tanisiyla izlenilen bu hastalarda da otoimmiin hastaliklarin sonradan
ortaya cikabilecegi unutulmamalidir. Siklik mensturasyon periyotlariin kaybi, bu

kisileride kendilerini dogurgan ve saglikli bir kadin olarak hissetmelerini 6nemli 6lgiide



engeller. Biyolojik ritimlerinin bozulmasi nediyle bu durum kendilerini sagliksiz
hissetmelerine sebep olmaktadir. POY bireysel bir sorun olmayip, aileleri, mevcut ve

baslayabilecek iliskileri etkileyebilecek bir durumdur (Graziottin ve Basson, 2004).

2.3.3. Menopoz ve Fizyolojisi:

Normal embriyonel gelisim doneminde, endodermal kokenli yaklasik 1000-2000
primordial germ hiicresi gebeligin 5-6. haftalarinda, yolk salk'tan genital bayira (ridge)
ameboid hareketlerle go¢ ederek burada mitotik boliinme ile birlikte sayilarini artirmaya
baglarlar. Gebeligin 20. haftasinda, germ hiicrelerinin maksimum sayis1 kabul edilen, 6-
8 milyon degerine ulastiginda mitotik aktivite sonlanir. Bu donemden sonra primordial
germ hiicreleri atreziye ugrar. Germ hiicrelerinde meydana gelen bu azalma bifazik
sekildedir. En hizli azalma gebeligin 20. haftasindan doguma kadarki donemde izlenir.
Dogumda toplam oosit sayisi 1-2 milyon iken, pubertada oosit sayisi 400.000
civarindadir. Kadmin reprodiiktif yasami boyunca, 400-500 kadar germ hiicresi oviile
olur. Ikinci hizli azalma ortalama 37-38'i yaslarda goriiliir. Bu dénemi germ hiicre
sayisinin kritik degeri olarak kabul edilen saymin 25.000'lere ulastigi donemdir. Bu
donemden itibaren FSH artarken, menstruel sikluslar kisalmaya baslar ki bu durum
oositlerin tilkenme zamaniyla yerlesen menopoz tablosuna kadar siirer. Menopozu
belirleyen kritik o0osit say1s1 1000 civarindadir ( inceboz, 2005).

Menopozdan sonraki donemde overde folikiillerin tiikenmesiyle birlikte,
Luteinize Edici Hormon (LH) yaklasik 3 kat, FSH'da 10-20 katlik artis goriiliir. Bu artis
stireci menopozu takip eden 1-3 yil igerisinde maksimum seviyeye ulasirken, daha sonra
yavag ve kademeli olarak bir azalma goriilir. FSH ve LH artis ovaryen yetersizliginin
bir sonucudur. FSH degerinin LH'dan daha yiiksek olmasinin nedeni LH i¢in yarilanma
Omriiniin daha kisa olmasi (LH yarilanma siiresi 20 dakika, FSH yarilanma siiresi 3-4
saat) ve LH i¢in inhibin gibi negatif feedback yapacak spesifik bir peptidin
bulunmamasidir (Arikan ve ark., 2005).

2.3.4. Menstriiel Siklusda Noroendokrin Kontrolii
Menstriiel siklus diizenli periyotlar ile goriilen vajinal kanamalarla
karakterizedir. Menstriiel siklusun diizenlenmesi hipotalamus, hipofiz ve over

arasindaki koordinasyona ve buna bagli olarak hedef organ endometriumda meydana



gelen degisimlere baglidir. Menstriiel siklus; folikiiler ve luteal faz olmak iizere iki

boliime ayrilir (Arikan ve ark., 2005).

2.3.5. Folikiiler Faz

Daha onceki siklusun sonunda artmaya baslayan serum FSH seviyesi ve
folikiiler fazinin ilk bes giiniinde yiikselmeye devam eder. Gelismeye baglayan ve 1-2
mm. c¢apma ulagsmis olan 3 ila 30 antral folikiiliin gelisimlerinin devami FSH'in
yiikselmesine parelel olarak devam eder. Bu grup folikiilden bir tanesi biiylimesine
devam edecektir digerleri ise atreziye ugrayacaktir.

FSH, folikiildeki graniiloza hiicrelerinden inhibin ve aktivin sekresyonunu saglar
(Sekil 2). Inhibin hipofiz bezinden FSH sentez ve salgisim direkt inhibe eder ve teka
hiicrelerinden LH'a bagimli androjen salgisini artirir. FSH'a bagimli 6strojen ve inhibin
salgisint giiclendirir. Granuloza hiicrelerinden progesteron salgisini baskilar. Aktivin
aromataz aktivitesini artirarak ostrojen sentezini uyarirken FSH reseptorlerinin
cogalmasini da uyarir. Inhibin, teka hiicrelerinden androjen salgilatir bu da 6strojen
yapimi i¢in oncii madde gorevi goriir. Artan 6strojen ve inhibin negatif feed-back ile

FSH'1 baskilar ve sonugta siklusun 5-7. giinlerinde diismeye bagslar.

Hipofiz
Gonadotopin
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FSH
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Activin
Fallistatin
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Sekil 2. Folikiiler fazin olus mekanizmasi (Arikan ve ark., 2005).

FSH reseptorii (FSHR) bakimindan en zengin olan folikiil, baskinlik kazanip
gelisirken digerleri geriler. Dolasimdaki FSH, folikiiler fazin ikinci yarisinda diiserken
bazal LH'da yavas yavas yikselir. FSH ve 0ostrojen sinerjistik olarak graniiloza

hiicrelerinde LH reseptorlerinin  olusumunu indiiklerler. Ostrojen gonadotropin



salgisinin en giiglii inhibitori iken 200-300pg/ml diizeylerinde 50 saat kadar kalmasi
sonucu hipofize pozitif feed-back etki yapar ve LH'in ani yiikselmesine sebep olur
(Speroff ve ark. 1999). Menstural dongii esnasinda FSH, LH ve 6strojen hormonlarinin

diizeyleri ve meydana gelen diger olaylarin semasi1 Sekil 3'de verilmistir.
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Sekil 3. Normal menstrual siklusta goriilen baslica degisiklikler
(http://www.antiaging.org.tr/eski2/pg013.html.2014)

Inhibinin temel gorevi, hipofizden FSH salgilanmasini negatif feedback
mekanizmasi ile diizenlemektir. MacNaughton ve arkadaslarinin 1992 yilinda yaptiklar
caligmada, serum inhibin konsantrasyonunda azalma oldugunda, yumurta folikiillerinde
de azalma oldugunu belirlemislerdir. Inhibin salgilanmasinda meydana gelen bu
eksiklik, FSH miktarindaki artistan sorumludur. FSH miktarindaki artis yumurta
rezervinin azalmasina sebep olur. Menopoza gecis doneminde FSH salgilanmasindaki
artisin folikiil tiikenme oranindaki artisla paralel olusu, bu goriisiin dogru oldugunu
gostermektedir (MacNaughton ve ark., 1992).

Sonug olarak, inhibin geninde meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon, aktif
olan inhibinlerin miktarinda yetersizlige sebep olacaktir. Bdyle bir durumda, hipofize
uygulanan negatif feed back mekanizmasinin ortadan kalkmasina ve FSH

konsantrasyonunun artisina neden olacaktir. Bu durumun sonucunda da folikiillerin



erken tiikenmesi olayr gerceklesecektir. Bu mekanizmanin da prematiire menopoza
neden oldugu diistiniilmektedir (Mason ve ark., 1987; Vale ve ark., 1990).

2.3.6. Oogenezis

Gametogenezis, 6zellesmis tireme hiicreleri olan gametlerin olusum ve gelisme
stirecidir. Gametler primordiyal germ hiicrelerinden gelisir. Primordiyal germ hiicreleri
ilk olarak intrauterin 3. haftanin sonunda yolk kesesi duvarinin allantoise yakin olan
kisminda goriiliir. 3. haftanin sonu 4. haftanin baslarinda primordiyal germ hiicreleri
ameboid hareketlerle gelismekte olan barsak dorsal mezenterinden gecerek gelismekte
olan ilkel gonadlara goc eder. Primordiyal germ hiicreleri gonadlara ulasamaz ise
dejenere olur ve yok olurlar. Ayn1 sekilde gonadlarin da ileri gelisimi igin primordiyal
germ hiicrelerinin gonadlara ulagmis olmas1 gerekmektedir.

Primordiyal germ hiicreleri gelismekte olan gonadlara ulasir ulasmaz
oogoniumlara farklilagirlar. Bu sirada mitoz boliinme ile hizla ¢ogalarak oogoniumlarin
sayilar artar. Oogenezisi prenatal maturasyon ve postnatal maturasyon olmak tizere iki
evrede inceleyebiliriz. intrauterin 4. aydan sonra oogoniumlardan primer oositler
olusmaya baglar. Bu arada yiizeyel germinal epitelinin proliferasyonu ve
invaginasyonlar1 sonucu olusan folikiiler hiicreler de oogonia ve primer oosit kiimelerini
sarmaya baslar. Intrauterin 7. aydan sonra artik hi¢ oogonia kalmaz ve her primer oosit
ayr1 olarak folikiil hiicrelerince sarilir. Bu yapi artik primordiyal folikiil olarak
adlandirilir. Primer oositlerin ileri gelisimi folikiil hiicrelerince salgilanan oosit
maturasyonunu engelleyici faktdr (OMI) araciligi ile puberteye kadar engellenir ve 1.
mayozun profazinda (diploten evresinde) duraklar. Olusan primordial folikiillerin bir
kismu atrezi ile kaybolur ve primordiyal folikiil sayis1 doguma kadar bir miktar azalir.

Yenidoganin over korteksinde 700.000-2.000.000 civarinda primordiyal follikiil
bulunur. Devam eden atreziler sebebiyle say: puberteye kadar 400.000'e kadar diiser.
Puberte ile birlikte hipofizden salgilanan gonadotropinlerin etkisiyle her menstruel
siklus baginda 5-15 folikiil gelismeye baslar ancak tek nadiren de daha fazlasi1 ovulasyon
asamasina kadar ilerleyebilir. Dominant folikiil disindaki gelismeye baglayan diger
folikiiller atreziye ugrar. Bu sekilde folikiil sayis1 menapoza kadar gittikge azalir. Over
korteksinde hi¢ folikiil kalmadigi zaman menapoz gerceklesir. Puberteden menapoz

donemine kadar ancak 400-500 folikiil ovule olabilecek sansa sahip olur (Motta ve
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ark.,1997; Anwar ve Moussa, 2002; Sadler, 2005; Carlson, 2009; Kuyucu ve Tap, 2009;
Schoenwolf, 2009).

2.3.7. Folikiilogenezis

Gelisen folikiillerden bir tanesi dominant folikiildiir, bu folikiil ovulasyon
asamasina kadar ulasabilir. Ovulasyondan sonra gecici glanduler yapidaki korpus
luteumu olusturur. Antral bosluk kismi 6nce kanla dolar, daha sonra bag dokusu
yapisini alir. Graniiloza hiicreleri kollabe olarak kivrimli bir hal alir ve graniiloza lutein
hiicrelerini meydana getirir. Teka interna hiicreleri de teka lutein hiicrelerini olusturur.
Ovulasyona kadar gelisemeyen diger folikiiller dejenere olur ve bag doku yapisindaki
korpus atretikumu olusturur (Sekil 4). Korpus luteum gebelik olusmaz ise serum
seviyesi diisen gonadotropinlerin (Gn), esasen de luteinizan hormonun, sonucunda
geriler ve korpus albikansi olusturur (Motta ve ark.1997; Sadler 2005; Carlson 2009;
Schoenwolf 2009).
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Menstrual siklus giinleri

Sekil 4. Folikuler ve Luteal fazda meydana gelen hormonal degisimler.

(http://www.sharinginhealth.ca/biology/menstrual_cycle.html.2014' diizenlenmistir)

Folikiil gelisiminde puberteden sonra hipotalamustan salgilanan gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH), hipofizden salgilanan FSH ve LH ayrica overde sentezlenen
otokrin ve parakrin etkili lokal biiylime faktorleri (Growth differentiation factor 9
(GDF9), bone morfogenetic protein 6 (BMP6), bone morfogenetic protein 7 (BMP7),
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bone morfogenetic protein 15 (BMP15), c-Kit, Epitelial Growth Factor (EGF), bazic
Fibroblast Growth Factor (b0FGF) ve AMH rol alir. Bunlar oosit, graniiloza hiicreleri ve
teka hiicrelerinde sentezlenip salinabilir. AMH gelismekte olan folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde sentezlenip (Sekil 5) parakrin etki gostererek diger folikiillerin gelisimini
inhibe etmesi ve dominant folikiiliin belirlenmesi acisindan diger faktorlerden ayri bir
yere sahiptir (Fortune, 2003; Webb ve ark., 2004; Knight ve Glister, 2006 Picton ve
ark., 2008).

AMH
Inhibin

TGF-B Aktivin

BMP -4, -7 BMP -2, -5, -6

Grantuloza

Hdlcresi

AMH
Inhibin GDF -9
Aktivin BMP -5, -15

BMP -2, -5, -6

Sekil 5. Folikiil gelisiminde etkili olan lokal biiyiime faktorleri (Kuyucu ve Tap, 2009 diizenlenmistir).

Bir kadinin iireme yeteneginin ne zamana kadar siirecegini overlerindeki
primordial folikiillerin sayis1 belirler. Primordial folikiilleri sessiz (dorman) fazda tutan
inhibitor sinyallerin yaninda biiylimelerini aktive eden faktorlerde bulunmaktadir. Bu
faktorler folikiillerin  gonadotropinlere olan cevaplarinin  modifikasyonu ve
luteinizasyonun inhibisyonu gibi fonksiyonlar1 da istlenmektedirler. Bagslangicta
sayilar1 yliz kadar olan germ hiicreleri gebeligin ortasinda milyonlara ulasip ardindan
atreziye bagli olarak menopozda rezerv tiikeninceye kadar harcanarak yok olmaktadir.
Primordial germ hiicreleri (PGH) oositlerin en temel baslangi¢ Onciileri (progenitor)
olan PGH ekstraembriyonik ektoderme komsu proksimal epiblasttan ektraembryonik
ektodermal orijinli BMP4 and 8b ile ekstraembriyonik endodermal kaynakli BMP2
sinyali ile gelismektedir (Ying ve Zhao, 2001; Ohinata ve ark., 2009; Oktem ve Urman,
2012 ). BMP4'e yanit olarak epiblast, germ hiicre 6zellikleri kazanmaktadir. Go¢ eden

PGH'leri overe ulaginca ismi oogonia olur. Oogonia PGH'e gore daha hizli mitotik
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aktivite gosterir ve mayoza girmeden c¢esitli defalar mitoz boliinme gegirirler. Aslinda
oogonialarin mitotik aktivitesi over rezervinin ne kadar olacagini belirler. Pre-mayotik
DNA sentezinin baglamasi ile oogonial dénem biter oosit donemi baslar. Olusan
oositlere primer oositler denir. Mayoza giris 8 ile 13 haftalar arasinda olup ilk folikiil
olusumunun izlendigi 16. haftadan ¢ok oncedir. Stimulated by retinoic acid gene 8
(Stra8 geni) bu asamada ¢ok 6nemlidir. Bu genin inaktivasyonunda farede premayotik
DNA replikasyonu, mayotik kromozom kondensasyonu, kohezin, sinaps ve

rekombinasyon olmamaktadir (Baltus ve ark., 2006; Oktem ve Urman, 2012).

2.4.  Primordial Folikiiler Gelisimin Genetik Diizenleyicileri

Factor in the germline alpha (FIGLA) primordial folikiil gelisimi icin gerekli ilk
transkripsiyon faktoriidiir. Stem cell faktorle beraber PGH'lerin primordial folikiile
donilisimiinde rol alirlar. FIGLA “basic-helix-loop-helix” (bHLH) transkripsiyon
faktoriinii uyararak zona pellusida olusum genleri olan zona pellucida'nin (Zpl, Zp2 ve
Zp3) expresyonunu saglar. bHLH, Sohlhl ve 2-/- olgular homeobax protein 8 DNA
binding protein (Pou5f1:0ct4) ve newborn ovary homeobax (Nobox) ve figla gibi
transkripsiyon faktorlerini eksprese edemezler. Sonug olarak postnatal oosit kaybiyla
karakterize sterilite klinigi ortaya g¢ikar. FOXO3 gen mutasyonu olan olgularda ise
“Premature primordial folikiiler gelisim” tablosu ortaya ¢ikar ve olgular klinik olarak
prematiir ovaryen yetmezlige giderler. Benzer sekilde Phosphatase and tensin homolog
(PTEN) gen hasari olusturulan serilerde FOXO3 gen delesyonuna benzer bir klinik tablo
gosterirler. PTEN genin sadece over dokusundaki mutasyonu folikiiler gelisim defektine
yol acarken yaygin PTEN mutasyonlar1 graniiloza hiicreli timér olusumuna yol agar.
Graniiloza hiicre proliferasyonu ve metabolizmasindan sorumlu olan FOXO1 gen
defekti olan olgularda steroid sentezi yapilamamakta ve kolesterol biyosentez
basamaklari i¢in gerekli enzimatik yolaklar aktive olamamaktadir. Intrauterin dénemde
lethal mutasyonlu, FOXO1 adult donemde FSH, IGF1 ve insiilin metabolizmasi
tizerinden folikiiler gelisimin bozulmasina ve infertiliteye yol agar. Bu bulgu diabetik

infertil olgularin yénetiminde énem arz etmektedir ( Oktem ve Urman, 2012).
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2.4.1. Primer Folikiil Déniisiimii Inhibitorleri

Son zamanlarda yapilan genetik agidan modifiye edilmis fare ¢aligmalarinda,
primordial folikiilleri sessiz fazda kalmasini saglayan bazi inhibitor sinyaller oldugunu
gostermistir. Bu inhibitér molekiillerden bazilariin fonksiyonunun kaybolmasi
primordial folikiillerin aktive olmasina neden olmaktadir. Timor suppressor tuberous
sclerosis complex 1 (Tsc-1), FOXO3, PTEN, p27 and FoxI2 inhibitdr sinyallerinden
sorumludurlar. Bu molekiillerin eksikligi prematiir ve geri doniisiimsiiz primordial
folikiil aktivasyonuna neden olmaktadir (Adhikari ve ark., 2010; Rajareddy ve Reddy,
2012).

Bunun sonucunda ise folikiil havuzu erkenden tiikenerek prematiir over
yetmezligi tablosu gelismektedir. AMH, TGF-8 ailesinin bir iiyesi olup biiylimekte olan
folikiillerin granuloza hiicrelerinden salinmaktadir. AMH geni olmayan farede
primordial folikiillerden primer folikiil gelisimi hizlanmaktadir. Bu da AMH'n
primordial primer gegisini inhibe ettigi gorisiinii desteklemektedir (Durlinger ve ark.,
1999; 2002). Dimerik bir hormon olarak gelismekte olan preantral ve antral folikiillerde
(Visser ve Themmen, 2005) salinan AMH disi fetusta ilk olarak 36. gebelik haftasinda
tespit edilebilmektedir (Rajpert-De Meyts ve ark., 1999). En yiiksek degerine pubertede
ulasir ve menopoz sonrasi kanda 6lglimii yapilamaz (Hudson ve ark., 1990; de Vet ve
ark., 2002). AMH, son zamanlarda over rezervinin bir belirteci olarak ortaya ¢ikmustir.
Siklus i¢i ve siklusdan siklusa diizeyleri ¢cok az degisiklik gosterebilmesi AMH'1 over
rezervinin iyi bir belirteci yapmaktadir. Antral folikiil sayis1 ve yardimci iireme
tekniklerinde elde edilen oosit sayisi ile de kan AMH diizeyi korelasyon gostermektedir
(Van Rooij ve ark., 2002 ; Ebner ve ark., 2006 ).

2.4.2. Primer Folikiil Doniisiimii Aktivatorleri

Primordial folikiillerin aktive olarak biiylimeye baslamasinda rol alan bazi
aktivator sinyaller mevcuttur. Primordial folikiillerin primer folikiillere aktive olmalari
sireklidir ve fetal hayatta baslayip menopoza kadar devam eden uzun bir donemdir
(Oktem ve Oktay, 2008). Bu aktivasyonda TGF-B ailesinin bazi iiyeleri rol almaktadir
(Sekil 6). BMP, BMP-4 ve BMP-7 (Lee ve ark., 2001; Otsuka ve ark., 2001), GDF-9 bu

olayda rol oynamaktadir. GDF-9 geni olmayan fare infertil olup primer agsamadan ileri
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folikiil gelisimi izlenmezken (Dong ve ark., 1996; Carabatsos ve ark., 1998) GDF-9 'un

invitro primordial primer gegisinde etkileri tartigmalidir.
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Sekil 6. Folikiil gelisiminde gérev alan hormonlar ve faktorler ( Oktem ve Urman, 2012).

TGF-B iyelerinin etkileri agisindan tiirler arasinda da farklar oldugu
belirtilmelidir. Ornegin, oosit kaynakli BMP-6 and BMP-15 (GDF-9B) genleri olmayan
farede normal folikiil gelisimi ve fertilite izlenirken (Solloway ve ark., 1998; Yan ve
ark., 2001) BMP-15 mutasyonu insan ve koyunda prematiir over yetmezligi ile
karakterizedir (Galloway ve ark., 2000; Di Pasquale ve ark., 2004). FSH'in preantral
folikiil gelisimine olan tartigmali etkilerine karsin bu dénemde folikiil biiylimesinin
lokal olarak iiretilen baz1 faktorler vasitasi ile oldugu artik ¢ok iyi bilinen bir gercektir.
Yine TGF-8 ailesinin iiyelerinden ve graniilosa hiicrelerinden salinan aktivinler, teka
hiicrelerinden salinan BMP-4 ve BMP-7, oosit kaynakli GDF-9 ve BMP-15 preantral ve
antral folikiil gelisiminde rol oynamaktadir. Preantral-antral asamaya folikiil
biiylimesini indiikleyen bir bagka ajan BMP-15'dir. Oosit kaynakli bu biiylime faktorii
FSH'dan bagimsiz olarak graniiloza hiicrelerinin proliferasyonundan sorumludur
(Otsuka ve ark. 2000). Gonadotropin bagimliliginin olmadig1 erken folikiil biiylimesi
doneminde folikiil bliylimesini BMP-15 saglayabilmektedir. BMP-15 ilging olarak FSH

reseptor ekspresyonunu inhibe edebilmektedir (Otsuka ve ark., 2000) ve follistatin
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BMP-15'in bu etkilerini antagonize etmektedir. Follistatin ekspresyonu ise en fazla
dominant folikiilde mevcuttur dolayisiyla follistatin dominant folikiil se¢cimi esnasinda
folikiilde yeterince FSH reseptoriiniin bulunmasini saglamaktadir (Otsuka ve ark., 2001;
Oktem ve Urman, 2012)

2.4.3. Anti-Miillerian Hormon (AMH)

Anti-Miillerian Hormon (AMH); aktivinleri, inhibinleri, biiytime ve farklilasma
proteinleri, BMP'leri kapsayan TGFp siiper ailesinin iiyelerindendir. Bu tiyeler
mezansimal epitelyal etkilesimlerde, ekstra selliler matriks iiretiminde, hiicre
biiyiimesinde ve doku yeniden yapilanmasinda énemli gérevlere sahiptirler. Puberte ve
menstruel sikluslarin baslamasindan sonra serum AMH seviyeleri giderek azalir ve
menopoza yakin siirecte kaybolur. Primordiyal folikiil havuzundan primer folikiiller
olgunlagma siirecini baglatan AMH sadece overlerden salinir. Folikiil ovulasyon igin
secildigin de AMH salinimi durur. Folikiil atretik oldugun da AMH ekspresyonu
kaybolur. AMH'nun overde folikiil gelisimine etkileri ¢alisilmis; AMH'nun primordiyal
folikiil alimini inhibe ettigi, boylece overdeki folikiil havuzunun erken tiikkenmesini
engelledigi ve biiyiik preantral ve kiiciik antral folikiillerin FSH duyarliligin1 azalttigi,
boylece biiylimeye devam ederek preovulatuar evreye ulasabilecek biiylik preantral ve
kiigiik antral folikiil sayisin1 kontrol edebildigi bulunmustur.

Oosit kalitesi disinda, overlerde kalan primordiyal folikiil sayisida over rezervi
icin 6nemli bir parametredir. Ayn1 zamanda, biiyliyen folikiillerin sayisi alindiklari
primordiyal folikiil deposunun biiyiikligi ile uyumlu goriinse de, kadinlarda ki
primordiyal folikiil deposunun biiyiikligiini direkt olarak 6l¢mek zordur. Bundan
dolay1, primordiyal folikiil havuzundan biiyiime havuzuna gegis yapan tiim folikilleri
yansitan bir belirteg, over rezervinin nicel olarak iyi bir indirekt belirteci olabilir. AMH,
biiyiiyen folikiiller tarafindan diretildigi i¢cin AMH'nun over rezervinin belirteci
olabilecegi diistiniiliir (Gruij ve ark., 2003; Hazout ve ark., 2004; Figigioglu ve ark.,
2006; La Marca ve ark., 2006). AMH, toplanan oositler ile antral folikiil sayis1 arasinda
iliski oldugu bulunmus, bundan dolayr serum AMH seviyelerinin antral folikiil
havuzunun gostergesi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu durum ayrica kontrollii ovaryen
stimulasyon sonrasinda toplanmasi beklenen oosit sayisi ile iligkili bir belirtectir. Erken

folikiiler faz AMH seviyeleri intrauterin donemde iiretilmeye baslanan folikiil
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havuzundan kaynaklanmaktadir ve bu iiretim over rezervinin gonadotropin bagimli
belirteclerinden bagimsizdir. AMH'1 halen kullanilan serum belirtegleri ve ultrason
kullanimi ile elde edilmesi miimkiin olmayan bir perspektif saglamada 6nemli kilar
(Figigroglu ve ark., 2006). Artan yasla birlikte AMH'daki azalma yasla iliskili diger
degiskenlerden daha erken ortaya g¢ikmaktadir. Bu da serum AMH seviyelerinin
ovaryen yaglanma ve menopozal gecis i¢in en iyi belirte¢ olabilecegini gosterir (Durdag
ve Berker, 2008).

2.5. Genetik Etkenler:

Ailede, POY'dan etkilenmis iki veya daha fazla bireyin olmasi, genetik temeli
(Tablo 2) olan ovaryen yetmezlik vakalarini diistindiirnektedir (Aittomaki, 1990).
Dikkatli bir sekilde alinan aile Oykiisiiniin incelenmesi sonucu familyal POY
prevelansmin %19 oldugu bildirilmistir (Davis ve ark., 2000). idyopatik familyal POY
olgularinin, X'e bagli dominant, otozomal dominant ve otozomal resesif kalitim sekilleri

vardir (Van Kasteren ve ark., 1999).

Tablo 2. POY ile iliskili genetik bozukluklar (Persani ve ark., 2010).

Varyasyon POY insidans Gen bolgesi OMIM

Turner sendromu %4-5 - -

Fragile X sendromu %3-15 Xq27.3 309550
DIAPH2(translokasyon) | ? Xq21.33 300511-300108
BMP15 varyasyon %1.5 Xpli.2 300511-300247
PGRMC1 varyasyon ? Xq22-924 300435
Galaktozemi Nadir 9p13 230400-606999
FSH/LH direnci <%1 2p21-p16, 2p21 136435-238320
INHA varyasyon ? 2033-036 147380

GDF?9 varyasyonlar1 %1-4 5931.1 601918
NOBOX varyasyonlari %0-1 7935 611548-610934

2.5.1.  Inhibin Alfa Geni ve Inhibin Proteini

Inhibin o geni 2. kromozomun g33-q36 bolgesinde (NM_002191) yer almakta
olup (Sekil 7), 2 ekzonlu ve 366 aminoasitten (Sekil 8) olusan proteini 39669 Da
agirhgindadir (Carcamo ve ark., 1994). Olgunlasmig bir inhibin 31-32 kDa'luk
heterodimerik bir glikoproteindir. Bunun 18 kDa'luk o-subiinitesi, 14 kDa'luk B-
subiinitesine disiilfid baglarla baghdir (Santaro ve ark., 1999).inhibin A, TGF- B siiper

ailesindendir. Polipeptid bir hormondur, a ve B alt gruplari vardir. B alt grup inhibin A
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(o- B A) ve B (o0 - B A) olarak ayrilmaktadir (Sekil 9). Aktif sekilleri bu iki formdur.
Beta subiinitin homodimeri aktivin glukoproteindir ve inhibinin fonksiyonuna zit ¢aligir.
Inhibin subiiniti 3 ayr1 gen tarafindan kodlanmistir. INHa, INHBA ve INHPB olup
sirastyla 2q33-gter, 2cen-q13 ve 7pl15-p14 bolgelerinde lokalizedir. Inhibin, overin
graniiloza hiicrelerinde, testisin sertoli hiicrelerinde, beyin, hipofiz, kemik iligi,
plasenta, adrenaller ve bobreklerden sentezlenir. Bu peptidler viicudun birgok
dokusunda bulunmaktadir.
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Sekil 7. 2 nolu kromozom
(‘http://mww.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=INHA.2014)

MVLHLLLFLLLTPQGGHSCQ GLELARELVL AKVRALFLDA LGPPAVTREG GDPGVRRLPR
RHALGGFTHR GSEPEEEEDV SQAILFPATD ASCEDKSAAR GLAQEAEEGL FRYMFRPSQH
TRSRQVTSAQ LWFHTGLDRQ GTAASNSSEP LLGLLALSPG GPVAVPMSLG HAPPHWAVLH
LATSALSLLT HPVLVLLLRC PLCTCSARPE ATPFLVAHTR TRPPSGGERA RRSTPLMSWP
WSPSALRLLQ RPPEEPAAHA NCHRVALNISFQELGWERWI VYPPSFIFHY CHGGCGLHIP
PNLSLPVPGA PPTPAQPYSL LPGAQPCCAA LPGTMRPLHV RTTSDGGYSF KYETVPNLLT
QHCACI

Sekil 8. Inhibin alfa aminoasit dizisi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/124126893?repo rt=fasta.2014)

ekstrasellular

& subunit—

8 subunit

sitoplazmik

Sekil 9. inhibin proteinin yapist.
(http://www.bio.davidson.edu/people/midorcas/animalphysiology/Callahan/index.htm.2014

diizenlenmistir)
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Folikiilogenezin devami asamasinda, hipotalamik hipofizer ovaryen sistem gibi
folikiiler mikro cevredeki otokrin ve parakrin diizenleyici mekanizmalarin da rolii
bilinmektedir. Oosit ve granuloza hiicrelerinden salinan diizenleyici faktorlerin g¢ogu
TGF siiper ailesine aittir ve 35 iiyesi olan bu aile i¢inde, aktivin/inhibin, BMP ve GDF
alt gruplart yer alir (Mason ve Hayflick., 1985). INHA kadinlarda over granulosa
hiicrelerinden, erkekte testis sertoli hiicrelerinden salgilanmaktadir. Kadinlarda hem
INHA ve hem de INHB yapilmaktadir. INHA erkeklerde oOlgiilemez diizeydedir.
Kadinlarda ise puberteye kadar dlglilemez diizeyde olup, pubertede bir pik yapmakta ve
ondan sonra da menstruel siklusa uygun diizeyine ulasmaktadir (Matzuk ve ark., 1992).
Gonadotropin saliniminin kontroliinde hipothalamustan salgilanan GnRH, gonadlardan
salgilananan seks hormonlar1 ve inhibin, aktivin, follistatin ve benzeri peptidlerin
otokrin, parakrin modulasyonla etkilesimi rol oynar (Franks., 1995). Aktivin FSH
salnmmini arttirict etkide bulunurken, inhibin FSH salinimini baskilar. Inhibin ile
yapisal bagi olmayan follistatin, aktivine baglanip FSH salinimini inhibe eder (Birol,
2006). Graniiloza hiicreleri FSH'a yanit olarak bir ¢ok peptid sentezi yapmakta, bunu
folikiiler s1vi ve overin venoz kan akimina salgilamaktadir (Marshall ve Christine.,
1999). Menstruel siklusun belirli donemlerinde INHA veya INHB yiiksek diizeylere
ulagir ve FSH"1 inhibe ederler. Iki adet beta subiiniti disulfit bag ile birleserek FSH'in
salinimini aktive eden aktivin meydana gelir (Mason ve Hayflick., 1985). Serbest alfa
unitlerinin herhangi biyolojik aktivitesi yoktur. Inhibin ve aktivin overlerde hiicresel
bliylimeyi baskilayarak timor supresor proteinler simifinda yer alabilir. Yapilan
calismada inhibin iiretmeyen farelerde normal seksuel farklilasma ve gelisim olduktan
sonra yiliksek oranda gonadal stromal tiimor gelisimine duyarli oldugu gdzlenmistir.
Tiimoriin  gelisiminde inhibin yetmezligine bagli FSH'm yiiksek olmasina sebep
olabilecegi belirtilmistir (Taylor ve Adams., 1996).

Inhibinlerin rolii, gametogenezisin diizenlenmesidir. Bu diizenlemede hipofizden
salgilanan FSH ile negatif bir feed-back iliskisi vardir. Inhibinlerin ayrica gonadlarda
lokal olarak folikiil biiyiimesi ve oosit maturasyonunu etkiledigi bilinmektedir. Inhibin,
FSH" negatif feedback mekanizmasi ile kontrol ederek ovaryen folikiillogenezin
tamamlanmasini saglar. Pre-menopozal kadinlarda, heniiz menopoz semptomlar: ortaya

cikmadan, serum inhibin diizeyleri artmaya baslar. Overde azalmis folikiil kapasitesini
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yansitan inhibin, bu nedenle iyi bir belirtectir. Inhibin genlerindeki herhangi fonksiyonel
mutasyonlar biyoaktif inhibinin miktarinda ki azalmasina neden olacagi dnerilmektedir.
Bu azalma, folikiillerin azalmasina, hipofize negatif feed-back'i ortadan kaldirarak

FSH'un konsantrasyonunu artirmasi POY'un bir kanit1 olacaktir.

2.5.2. Kemik Morfogenetik Protein 15 (BMP15)

Oositten sekrete olan parakrin faktorler, over folikiiliiniin erken donem gelisim
asamasinda ve antral folikiiliin morfojenik gelisiminde ¢ok 6nemli gorevleri vardir. X
kromozomu {iizerinde bulunan, BMP15 geni tarafindan eksprese edilen ve oositlerde
tiretilen BMP15 proteini, GDF-9 ile ileri derecede homoloji (%52) gosterir. Primer
folikiil icinde bulunan oosit tarafindan eksprese olan BMP15, graniiloza hiicre
proliferasyonunu stimiile ederken ayrica selektif olarak FSH tarafindan indiiklenmis
progesteron tiretimini inhibe eder. BMP15 bakimindan yoksun disi farelerde ovulatuvar
defektlere bagl olarak azalmis fetus boyutlar1 azalmis dogurganlik vardir. Bmp15-/-,
Gdf9+/- veya Bmpl5-/-, Gdf9-/- ¢ift mutanth fareleri muayene ve karakterize ederken
BMP15 ve GDF-9 proteinlerinin over fonksiyonlarinda sinerjik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. BMP15'1 eksik fareler ovulasyon ve folikiilogezisin ge¢ donemlerinde
acik defektlerle birlikte subfertildir. GDF-9 ve BMP15'in koyunlarda ovulatuvar
fonksiyon kaybi gibi kesin bir rolii vardir ki molekiil immunizasyon yoluyla ya da
genetik eksiklik yoluyla over yetmezligine yol agar (Carabatsos ve ark., 1998; Otsuka
ve ark., 2000; Celik ve Yildirim, 2008).

2.5.3. BMP15 Geni

BMP15 proteini, BMP15 adli gen tarafindan kodlanmaktadir. BMP15 geni 2
ekzon igeren bir gendir. Ilk ekson 17 aa. sinyal peptidi kodlar ve propeptid bdlgenin ilk
kismini olusturur. Ikinci ekzon 125 aa. (Sekil 10) igeren olgun domain propeptid
bolgesinin geri kalan kismi kodlayan bolgesidir. BMP15 geni X kromozomunun kisa
kolundaki Xpl11.22 bolgesine lokalize olmustur (Sekil 11). BMP15 proteini TGF-
stiper ailesinin bir {iyesidir ve oosit ve gelismis folikiillerin iginde bulunan parakrin
sinyal molekiiliinii igerir. Bu protein TGF-B siiper ailesinin bir iyesidir. Bu protein
homodimer bir yap1 olarak yada GDF9 ile heterodimer bir yap1 olusturarak oositlerin

olgunlastirilmasi ve folikiillerin gelismesini saglar.
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Insanda BMP15'in promotor bolgesinde cesitli heterozigot nonkonservatif yer
degistirmeler idiyopatik hipergonodotropik ovaryen yetmezlik ile iliskilendirilmistir.
Yapilan ¢alismalarda GDF9 mRNA ve proteini hem insan overinde primer folikiillerin
oositlerinde bol miktarda bulunur hemde GDF9 transkriptleri folikogenezin erken
donemlerinde transle edilmistir. Insan GDF9B diisiik seviyelerdeki gonadlarda 6zellikle
eksprese olur. GDF9 mRNA'st ekspresyonu folikiiler gelisim boyunca insan
oositlerinde GDF9'dan once olmaktadir. Bu sonuglar GDF9 ve GDF9B'nin overlerde
folikiilogenezin diizenlenmesinde rol aldigim gostermektedir. in situ hibridizasyon ve
immiinohistokimyasal analizler folikiiler gelisim boyunca oositlerde BMP15'in
ekspresyonunu seci¢i olarak artirdigi belirlenmistir. Fonksiyonel analizlerde BMP15'e
ilave olarak DNA sentezini ve proliferasyonu artirdigi, FSH'u etkilemedigi goriilmiistiir
(Carabatsos ve ark., 1998; Otsuka ve ark., 2000).

"MVLLSILRILFLCELVLFMEHRAQMAEGGQSSIALLAEAPTLPLIEELLEESPGEQPRKPRLLGHS
LRYMLELYRRSADSHGHPRENRTIGATMVRLVKPLTVARPHRGTWHIQILGFPLRPNRGLYQLV
RATVVYRHHLQLTRFNLSCHVEPWVQKNPTNHFPSSEGDSSKPSLMSNAWKEMDITQLVQQRF
WNNKGHRILRLRFMCQQQKDSGGELWHGTSSLDIAFLLLFNDTHKSIRKAKFLPRGMEEFMERE
SLLRRTRQADGISAEVTASSSKHSGPENNQCSLHFQISFRQLGWDHWIIAPPFYTPNYCKGTCLRV
LRDGLNSPNHAIIQNLINQLVDQSVPRPSCVPYKYVPISVLMIEANGSILYKEYEGMIAESCTCR"

Sekil 10. BMP15 Geni amino asit dizisi.
(http://Awww.ncbi.nlm.nih.gov/protein/109659014?report=fasta.2014)
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Sekilll. BMP15 geni Xp11.22
(http://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=BMP15&search=f734a4b0037e2b5f96e5ba
b03c835d56.2014)
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2.5.4. FOXO3 Geni ve Forkhead Box (FOX)Transkripsiyon Faktorleri

[lk etkilenen ve canli kalan primordial folikiillerin gelisimindeki bozukluklar
premature ovaryen yetmezligin temel patolojisidir. Idiyopatik POY'da primordial
folikiillerin hizla tilkenmesinin mekanizmasi1 yada mekanizmalarinin belirlenmesi ¢ok
onemlidir. Normal fizyolojik defektler de primordial folikiillerin azalmasina major
etkilere sahiptir. Bu defektlerden birincisi oositlerin apoptozisi digeri ise ilk folikiil
olarak bilinen primordial folikiillerin aktivasyonudur. FOXO ailesi iiyeleri (FOXO1
FOXO06, FOXO3) transkripsiyon faktorii olarak goérev yaparlar. FOXO3 forkhead
ailesinin O subgrubunda bulunur. 6921 (Sekil 12) lokusunda kodlanir. Hiicre biiyiimesi,
gelismesi ve sag kaliminda ¢ok 6nemli rolleri vardir. Birgok FOXO (Sekil 13) proteini
embriyonik gelisimde de 6nemli rol oynar (Calnan ve ark., 2008; Maiese ve ark., 2008;
Huang ve ark., 2009; Ho KK ve ark., 2009).
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Sekil 12. FOXO3 geni ve lokalizasyonu ( http://ghr.nIm.nih.gov/gene/FOX03.2014)

Forkhead box proteinleri (Sekil 13); hiicre biiylimesi, gelisimi, ¢ogalmasi, apoptosiz ve

hiicre sag kaliminda etkili olan genlerin ekspresyonunu kontrol eden transripsiyon

faktoridiir. (Fu ve Tindall, 2008).

"MAEELDKPLAVDVDIDPDFEPQKRPRSCTWPLPRPESNSGKAEPSDVGIIPEEEVDENGTDDACA
SGDITGASKPASVTEGDPSSAAALPAIETNASANDKDIYGSPGSSQHALAACSDSSINGLIPQQPRK
SSARRNAWGNYSYADLITQAIESSPEKRLTLAQIYDWMVRNVPYFKDKGDSNSSAGWKNSIRHN
LSLHSRFVRVQNEGTGKSSWWMVNPDGGKGGKAPRRRAVSMDNSNKLIKSARGRAAKKKAAL
QASQDGSSESSSSLSKWTGSPTSRSSDELDAWTDFRSRTNSNASTLSGRLSPILANLEVDEVPDDD
SPLSPMLYSSPSSMSPSTGLTELPRLADLAGTMNLNDGLSDNLMDDLLDNISLTASQSPGHDESG
ANLQGSPVFTFSCSGSSLAIPSGSYGTNSLFSPPSVTGLRQSPMQTIQENKQATFSCGSLFSEQSLQ
DLLSSESSSRSDVLLTQSDPLMSQASASVSSQNARRILLRNDPMMSNQAGPAGQAGLKKASPSG
WRMNCVPSSESDYQSLMKQLQQSPFRSTSMQLNSSDSLLAGLNGSVTSAQSVSQDRFSSDLDLE
AFSGSFDCDMDIITRNDLMDAEGLELSFDSHLISSQNANLTSGSFSRTKRTSSQSWVPG"

Sekil 13. FOXO3 geni aminoasit dizisi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/42519916?report=fasta.2014)
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FOXO proteinlerinin esas belirleyici 6zelligi 80-100 aminoasitten meydana
gelen “winged helix” diye adlandirilan hedef genlerin DNA'larina baglanabilen
forkhead box bolgesidir (Huang ve ark., 2007). Bu bolge sayesinde hedef genlerin
aktivitesini degistirebilir. O subgrubu iyeleri (FOXO1, FOXO4, FOXO3) apoptosiz
(A126), hiicre siklus kontrolii (A87), metobolizma, hiicre proliferasyonu, immiin sistem,
oksidatif streslere karsi tolerans ve sag kalimi regiile ederler (Huang ve ark., 2007;
Calnan ve ark., 2008; Maiese ve ark., 2008; Ho KK ve ark., 2009). FOXO3 farkli
dokularda degisik derecelerde eksprese edilir. Farelerde karacigerde yiiksek diizeyde
olmak tizere beyin, kalp, bobrek, daha az miktarda over ve testisde tespit edilmistir
(Arden., 2009). Insan viicudunda genis bir dagilimi oldugu diisiiniilmekte ve birgok
farkli hiicre tipinde tespit edilmistir. Timor hiicrelerinde iiretiminin azaldig
belirlenmistir. Hiicre siklus kontrolii, apoptosiz ve sag kalim etkilerine ek olarak temel
olarak antiproliferatif ve proapopotiktir. FOXO3 diger FOX proteinleri gibi metilasyon,
fosforilasyon, asetilasyon ve ubiquitinasyon gibi postranslasyonel modifikasyonlarla
regiile edilir (Obsil ve Obsilova., 2008). En o6nemli kontol mekanizmasi
phosphatidylinolsitol-3-kinases (P13 kinaz)/AKT sinyal yoludur (Boudewijn ve ark.,
2003). Bu yolak FOXO3 aktivitesini fosforile ederek inhibe eder. Asetilasyon yolu ile
kontrol Sirtuin 1(SIRT 1) aktivitesi ile gergeklesir. SIRT1, FOXO3 iizerine etkisini The
Growth Arrest and DNA Damage-inducible 45 protein (GADDA45) gibi sagkalim
genlerini aktive ederek ve apoptotik genleri baskilayarak gergeklestirir (Brunet ve ark.,
1999; Yamagata ve ark., 2008; Bertoli ve ark., 2009). Sagkalim sinyallerinin
eksikliginde defosforile olan FOXO3 proteini ¢ekirdege tasinir ve hedef genlere
baglanarak hiicre siklusunun arresti ve apoptosizi indiikler. Bu nedenle bir tiimor
slipresor gen gibi aktiviteye sahiptir (You H ve ark., 2006; Dansen ve ark., 2008;
Dansen ve Burgering, 2011). FOXO3 tercihen hedef genlerin promotor bolgelerinde
yer alan FHRE (daf-16 baglanma bolgesi olarak da bilinir) bolgesine baglanarak etki
gosterir.

FOXO3 genis bir gen grubunun ekspresyonunu kontrol eder (Sekil 14). Aktivitesi
biiyiikk oranda antiproliferatif etkilidir. Hedef molekiillerinin ¢ogunlugu apoptosizden
sorumlu genlerdir ( FASL6, BCL2L11, TRAIL, PUMA) (You ve ark., 2006). Hiicre
siklusu ve apoptosiz kontrolii i¢in p53'e dogrudan baglanir, apoptosiz ve hiicre siklusu

diizenlenmesinde ortak fonksiyonlar1 vardir (Wang ve ark., 2008). Hiicre ¢cogalma ve
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gelisiminden sorumlu olan Mitojen-aktivated protein kinazi (MAP kinaz) inhibe eder
(Lehtinen ve ark., 2006). FOXO3 hiicrede biriken reaktif oksijen radikallerinin
temizlenmesinde etkili olan Catalaz 8, Siiperoksit Dismutaz 2 (SOD2), Sestrin 3 (redox
enzim) ve PINK’i (PTEN bagimli protein kinaz 1: hiicreleri strese bagimli mitokondrial
disfonksiyondan korur) aktive eder (Essers ve ark., 2004; Lehtinen ve ark., 2006).

FOXO proteinlerinin embriyonik gelisimde ©nemli fonksiyonlar1 vardir. Immiin
modiilator fonksiyonlari mevcuttur (Peng, 2008). FOXO3 Glukoz 6 fosfataz ve IGFBP
l'in tiretimini diizenleyerek metobolik olaylarda da gorev alir (Onuma ve ark., 2006).
FOXO3 o6strojen reseptor alfa ve betaya baglanarak Ostrojen aracili transkripsiyonu
inhibe eder (Zhao ve ark., 2008). Progesteron ve androjen reseptorlerine de ayni sekilde

baglanir.

Eadkhilagma Glukoz metabolizmasi

Kas atrofisi
e >
J
y Hiicre olumi
@ OS detoksifikasyonu
o
GADD45
DNA tamir

G2 Gecikme

G1 durdurma

Sekil 14. FOXO hedef genleri ve fonksiyonlari (www.cellsignaling.com). FOXO trankripsiyon faktorleri
boliinen hiicrelerdeki (mavi) ve mitoz sonrasi hiicrelerdeki (yesil), pek ¢ok degisik hedef genlerin
transkripsiyonunu tesvik eder. Bu tabloda hedef genlerin bir kismi yer almaktadir. BTG-1, B-cell
translocation gene 1; p21, cyclin-dependent kinase inhibitor 1A; p27, cyclin-dependent kinase inhibitor
1B; MnSOD, manganese superoxide dismutase; G6Pase, glucose-6-phosphatase; PEPCK,
phosphoenolpyruvate carboxykinase; FasL, Fas ligand; GADD45, growth arrest and DNA damage-
inducible protein 45; DDB1, damage-specific DNA-binding protein 1; DBE, DAF-16 family member-
binding element (Gok ve ark.2011).

Son yapilan giincel ¢aligmalardan olan Na Wang ve arkadaslarinin yapmis

olduklar1 ¢aligmanin sonucunda High-fat (HF) dietli ratlarda ovaryen folikiil gelisimi
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hizlanmakta ve silent information regulator (SIRT1) sinyallerinin siipresyonu ve aktive
mammalian target of rapamycin complex (mTOR) folikiil oranin1 azalmaktadir. Boylece
POY'a neden olmakta ve Caloric Restriction (CR'lerde) promordial folikiillerin
aktivasyonunu baskilamakta ve folikiiler gelisim kaybina neden olmaktadir. Fare
oositlerinde TSC2 ve TSC1'in delesyonu premature ovaryen yetmezlige ve promordial
folikiillerin agir1 aktivasyonuna neden olmaktadir.

FOXO3 SIRT'in 6nemli substrati ve FOXO3 -/- farelerde POY ve primordial
folikiillerde overaktivasyona neden olmaktadir (Wang Na ve ark., 2014). FOXO3
aktivasyonu mitokodriyal DNA kopya sayilarin1 azaltmaktadir. Mitokondriyal protein
ekspresyonunu, enerji kompleksleri, mitokondriyal enerji komplekslerini ve diger
aktivitelerini azaltmaktadir. Transgenik farelerde connexin 37 (Gja4) ve connexin43
(Gjal) ekspresyonunu da azaltir ve folikiillerde gap junciton haberlesmeler ve parakrin
uyari meydana gelmesinde 6nemli role sahiptir (Laissue ve ark., 2008). FOXO3-/- disi
farelerde FOXO3 transkripsiyonel aktivasyonunun kaybi sekonder infertilite, folikiiler
havuzun erken tiikkenmesi, oosit 6liimleriyle sonuglanmistir (Castrillon ve ark., 2003;
Hosoka ve ark., 2004).

2.6. Sendromik ve Kromozomal Premeture Ovaryen Yetmezligi

2.6.1.  Frajil X Sendromu

Fragile X Mental Reterdationl (FMR1) geni, Xq27.3 bolgesinde yer alan bir
gendir. Hastalik genin birinci ekzonunda, artmis tekrarlayan tglii niikleotid dizilerinin
meydana gelmesiyle ortaya ¢ikan klinik bir tablodur (Bates ve ark., 1990). Frajil X
sendromu, tekrarlayan {iclii niikleotid dizilerinin sayisinin ikiyiizii gegmesiyle meydana
gelir (Sekil 15). FMR1 geninde transkripsiyon meydana gelemez ve sonugta FMR1
proteini sentezlenemez (Jacobs, 1991). Normal bireylerde FMR1 gen bolgesinde 60'dan
daha az sayida tekrar dizisi bulunmaktadir. Frajil X premutasyonu, tekrar dizilerinin
sayisinin 60 ile 200 arasinda oldugu zaman meydana gelen ve FMR1 proteinin de
eksprese edildigi bir tablodur (Devys ve ark., 1993). Premutasyon tasiyicisi Kisilerde
dogum aninda overlerde beklenenden daha az oosit vardir (Conway ve ark., 1997).
Premutasyon tasiyicilarinda POY gelisme riski normal populasyona oranla 320 kat
fazladir. FMR1 premutasyonlu kadinlarin yaklasik %]15'inde POY  goriiliir.

Prememutasyon prevelansi, ailese POY vakalarinda %15 ve aile Oykiisii olmayan
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sporadik POY vakalarinda %1-7 arasindadir (Wittenberger ve ark., 2007). Heterozigot
frajil X tasiyicilarinda da POY tespit edilmistir (Ipek ve ark., 2004).

2.6.2.  Turner’s Sendromu

POY'a sebep olan ve en sik goriilen kromozom anomalisi X kromozomunun
eksikligidir (Pasquino ve ark., 1998). Ovaryumlarin farklilasmasi i¢in tek bir X
kromozomu yeterlidir (Zinn ve ark., 1999). Fakat 45, X Turner Sendrom'lu bireylerde
oldugu gibi, iki tam X kromozomu olmayan durumlarda, ovaryen folikiiller dogumla
birlikte dejenere olurlar. Ikinci X kromozomu, over fonksiyonunun devamini
saglamaktadir (Simpson ve Rajkovic., 1999). Ikinci X kromozomunun eksikligi her

zaman ovaryen disgenezi, primer veya nadiren sekonder amenoreye neden olur.
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Sekil 15. FMR1 alellerindeki iglii tekrar sayisinin degiskenligi saglikli (“normal”), premutasyon

(“premutation”) ve tam mutasyon (“full mutation”) olan bireylerde gosterilmistir (Cordts ve ark.2011).

2.6.3. X Kromozomunun Kritik Bolgesi

X kromozomunun kisa (p) kolunda meydana gelen delesyonlar, primer
amenoreye neden olurken; X kromozomunun uzun (g) kolundaki delesyonlar ise primer
veya sekonder ovaryen yetmezlige neden olabilirler (Sybert ve ark., 2004). Xq13-26,
normal over fonksiyonlarin siirdiiriilmesi i¢in kritik bir bolgedir. Xq21.3-Xq27'deki
(POY1 geni) delesyonlar; Xql13.3-g21.1'deki (POY 2 geni) translokasyonlar lireme

kapasitesini degisik derecelerde azaltarak overyan disgenezi ile POY arasindaki iki
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spektrum arasinda bir klinik tabloya yol acarlar (Powell ve ark., 1994). Genellikle X
kromozomundaki kiriklarin Xq13 ve Xq26 arasinda yer aldig1 gosterilmistir. X otozom
kromozomlar1 arasindaki dengeli translokasyonlar ve delesyonlarin Xql3'den Xg27'ye

kadar olan bolgede meydana geldigini tespit etmislerdir ( Rizzolio ve ark., 2006).

2.7. Otozomal Kromozomal Anomaliler

2.7.1. FSH Reseptor Bozuklugu
POY vakasindaki ilk mutasyon FSHR geninde inaktivasyona neden olan nokta
mutasyonu olup, otozomal resesif 6zelliktedir ve Ilk kez Finlandiyada tanimlanmistir
(Aittomaki ve ark., 1995). Ikinci kromozomun kisa (p) kolunda meydana gelen
mutasyon sonucunda valin aminoasiti yerine alanin aminoasiti sentezlenir.
Bu mutasyona sahip bireylerde, overler hipoplazik veya siklikla histolojik olarak daha
az miktarda primordial folikiil icermektedir. Fakat tamamiyla ovaryen disgenezi ve
streak over goriiniimiine hi¢ rastlanmamaktadir. FSHR mutasyonu olan bireylerde
normal puberteyi takip eden yillar igerisinde, sekonder amenore meydana gelir
(Aittomaki ve ark., 1996).

2.7.2.  Perrault’s sendromu
Gonadal disgenezi, konjenital sagirlik, kisa boy ile karakterize olan otozomal resesif
gegisli bir sendromdur. Sendroma 6zgiin gen defekti heniiz tanimlanmamustir (Laml ve
ark., 2002).

2.7.3.  Blefarofimozis-pitozis-epikantus inversus sendrom (BPES)

Otozomal dominant gegisli bu sendromda ilgili olan gen 3. kromozom
izerinde tamimlanmigtir. Etkilenen bireylerde tipik yiiz gorinimii ile karakterizedir
(Panidis ve ark., 1994). iki alt tipi vardir: Tip 1, sadece disi bireyleri etkilerken,
infertilite tiim etkilenen bireylerde goriilir. Tip 2 ise sadece tipik yliz goriinimiin

izlendigi formdur (Zlotogora ve ark., 1983).
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2.7.4. Otoimmiin Poliendokrinopati-Candidiazis-Ekdodermal-Distrofi
(Epeced)

Otozomal resesif kalittma sahip olan bu distrofide, 21. kromozomda
(21922.3) yer alan otoimmun regiilator gende (AIRE) meydana gelen mutasyonlar
hastaliktan (Epeced) sorumludur. Bu klinik tabloda:

-Endokrin glandlarin otoimmun hasar,

- Kronik superfisyel candidiasis,

- Ektodermal distrofi izlenir (Nagamine ve ark., 1997).

Kiz cocuklarinin %60''mda 12 yasindan sonra hipogonadizm goriiliirken, yarisinda
ovaryen atrofiye bagli pubertal gelisim hi¢ goriilmez (Perheentupa, 1996). Otozomal
resesif gecis gosteren hastaligin prevalanst 1/9000-1/80000 arasinda degismektedir
(Yildirim ve ark., 2013).

2.8. Edinsel Nedenler

2.8.1.  Cevresel Toksinler ve Enfeksiyonlar

Cevresel toksinlere bagli ovaryen disfonksiyon, GnRH, hipotalamustan
pulsatil saliniminin baskilanmasi yada direkt oosit sayisini azaltmasiyla meydana gelir
(Vermulen, 1993). Cevresel ajanlar arasinda alkol, sigara, besinler, stres ve viral
enfeksiyonlar sayilabilir. Varicella enfeksiyonu, POY vakalarinin %3.5'dan sorumlu
tutulurken (Rebar, 1996) POY'a neden olarak ispatlanmis en iyi ajan kabakulaktir
(Grassa, 1976). Immun baskilanmis hastalarda Citomegaloviriis (CMV) ooforit etkeni
olabilir (Familiari ve ark., 2000).

2.8.2.  Sigara kullanim

Sigara, menopoz yasii etkileyen cevresel etkendir (Brambilla ve Mckinlay,
1989). Genelde sigara icen kadinlar dogal menopoza, igmeyenlere gore 1-1.5 yil daha
once girerler. Sigaranin ovaryen germ hiicrelerine toksik olabilecek polisiklik
hidrokarbonlar icerdigini belirtilmistir. Alkaloid bilesenlerinden olan nikotin ve
anabasin, Ostrojen sentezini engelleyerek Ostrojen seviyesini diisiirebilmektedir. Sigara
dumani bilesenleri, granulosa hiicre aromatazi ve Ostrojen sentezindeki dier anahtar

enzimleri inhibe edebilmektedir. Sigara i¢cimi ile dogal menopoz yasi arasinda iliski
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gosterilmesine ragmen, sigara kullanim yogunlugu ve siiresi ile ilgili baglanti kesin

olarak belirtilmemistir (Bromberger ve ark., 1997).

2.8.3.  Reproduktif ézellikler

Menars yasi, menstruel siklus uzunlugu, oral kontraseptif kullanimi, parite ve
yasam boyu ovulatuar sikluslarin temel belirleyicileridir. Bir ¢alismada, erken menarsin
erken menopoz ile baglantili bulunurken (Cramer ve Xu, 1996) digerlerinde baglanti
bulunmamustir (Besen ve ark., 1994). Kisa siklus uzunluklari, dogal menopoz yasini 1-2
yil kisaltabilmektedir. Bazi ¢alismalar nulliparlarin erken dogal menopoz yast riskine

sahip olduklarini géstermistir (Davutoglu ve ark., 2008).

2.8.4.  Depresyon
Depresyon ve antidepresan tedavisinin erken menopozla iligkili olabilecegini
One siliren caligmalar mevcuttur. Ayrica depresyon, over fonksiyonlarinin erken

kaybinin bir markir1 olarak da kabul edilmektedir (Harlow ve ark., 1995).

2.8.5.  Antropometri

Obez kadinlarda endojen Ostrojen yiiksek, seks hormon baglayic1 globulin
(SHBG) degerleri diisiiktiir. Boylece folikiiler biiylime sabit olarak uyarilip, daha hizl
bir folikiil tiiketimine yol agabilir. Artan viicut kitle endeksi ve dogal menopoz yasi
arasindaki iliski ile ilgili epidemiyolojik ¢alismalar net sonu¢ vermemistir (Willett ve

ark.,1983).

2.8.6. Radyoterapi

Radyasyon ile iliskilendirilen over hasari, bireyin yasina ve maruz kalinan
radyasyon dozuna ve siiresine bagli olarak degisir (Tablo 3). Erken folikiiler gelisim
doneminde maksimum oosit hasari olusur (Ogilvy-Stuart ve Shalet, 1983). Prepubertal
donemdeki overler, irradyasyona kismen direnglidir. 40 yas ve lizerindeki bir kadinda,
600 rad ve lizeri radyasyon %90 olasilikla overyan yetmezlige sebep olur (Taylor ve
ark., 1996).
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Tablo 3. Doza bagl sterilite riski (Davutoglu ve ark., 2008)

Over dozu Sterilizasyon etkisi

60 rad etki yok

150 rad 40 yas uzerinde biraz risk
250-500 rad 15-40 yas: %60 sterilizasyon
500-800 rad 15-40 yas: %60-70 sterilizasyon
800 rad uzeri %100 kalic1 sterilizasyon

2.8.7.  Kemoterapi

Kemoteropatik ajanlar, teka hiicreleri ve matiir folikiillerdeki prolifere olan
graniilosa hiicreleri gibi hizli ¢ogalan hiicreler {lizerine etkilerini daha fazla
gostermektedir (Gradishar ve Schilsky, 1989). Radyoterapi de oldugu gibi, hasta yasi
doz ve siiresi, tedavide kullanilan ajanin tiirli, over hasarinin gelisiminde 6nemli rol
oynarlar. Prepubertal donemde overler, goreceli olarak alkilleyici ajanlarin etkilerine
direnglidirler. 40 yas Oncesi bir kadinda ovaryen yetersizlik gelisme olasilig1, daha yagh
bir kadina goére olduk¢a disiiktiir (Chapman ve Sutcliffe, 1981). Hormonal ajanlarla
over fonksiyonlarinin baskilanmasinin, kemoterapi sirasinda over reservini korudugu

gosterilememistir (Ataya ve ark., 1995).

2.8.8. Otoimmunite

Otoimmun etiyoloji 3 sekilde incelenmektedir :

2.8.8.1. Otoimmiin Hastahklarla Birliktelik

Cok sayida otoimmun hastalik POY ile birliktelik gostermektedir. En yaygin
olant %27 insidans ile hipotiroidizmdir, %2,5 ile diabetes mellitus ve yine %2,5 ile
Addison hastaligt takip eder. Addison hastalarinin yaklasik %10'unda POY
goriilmektedir ve POY hastalarinin %10'unda da adrenal bezlere karsi otoimmiinite
belirtilmistir. POY hastalarinin yaklasik %3'inde otoimmiin poliglandiiler sendrom

(APS) tip I veya II goriilmektedir (Lebovic ve Naz, 2004).
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2.8.8.2. Lenfositik Ooforit

Literatiirde 215 POY'lu over biyopsi materyali incelemesi sonucunda,
histolojik ooforit insidansi %11 olarak bildirilmistir (Hoek ve ark., 1997). Ooforit,
primer olarak makrofajlarin, T lenfositlerinin, naturel Kkiller hiicrelerinin plazma
hiicrelerinin ve ¢esitli B lenfositlerinin hiicresel infiltrasyonu olarak belirtilmistir
(Sedmak ve ark., 1987). Granuloza hiicreleri iizerindeki smif 2 Major
histocompatibility complex (MHC molekiilleri), lenfositlerin akimini uyaran muhtemel

tetikleyicisi olarak diisiiniilmektedir (Hill ve ark., 1990).

2.8.8.3. Over Antijenlerine Kars1 Olusan Otoantikorlar

POY hastalarinda antiovaryen antikor insidansi ¢ok farkli (%0-67) degisimler
gostermektedir. Klinik 6nemlerini ve fonksiyonlarin1 yorumlamak oldukga zordur.
Ciinkii, ¢ok farkli Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) testleri mevcuttur.
Antiovaryen antikorlar gegici olarak goriilebilir ve antikor degerleri ile hastaligin
ciddiyeti arasinda zayif bir iliski mevcuttur. IgG tipindeki steroid hiicre antikorlari,
overin hilar, granuloza ve teka hiicrelerine bagli olarak bulunmustur. Ancak, bu
antikorlar izole POY'dan ziyade Addison hastalarinda bulunmaktadir. Addison
hastalarinin steroid hiicre antikoru tasiyanlarmmin %42,8'inde 10-15 yil i¢inde POY
gelistigi bildirilmistir (Lebovic ve Naz, 2004).

2.8.8.4. Metabolik Nedenler (hemokromatosiz ve galaktozemi)

Metabolik etkenlere bagli olan POY genel olarak primer hastaligin gonadlara
direkt etkilerinden dolayr meydana gelmektedir. Ornegin, kan transfiizyonlar1 nedeniyle
Talasemi Majordeki demir birikimi veya hemokromatosiz. Demir birikimi genel olarak
hipofizer yetersizlik ile baglantilidir. Fakat, yiiksek gonadotropinlerle seyreden primer
over yetersizligi de nadir bir durum degildir (Eden, 1993). Hipergonadotropik
hipogonadizm, anormal galaktoz metabolizmasi ile birlikte bildirilmistir.

Klinik olarak heterojen bir tablo godsteren galaktozemi, otozomal resesif
kalitim gosterir. Galaktoz 1-fosfat uridil transferaz'in (GALT) tam veya kismi yoklugu
sonucunda ortaya ¢ikar. Bu bireylerde plazmada fazla miktarda galaktoz 1-fosfat (Gal 1-
P) birikir (Sardharwalla ve Wraith, 1987). Gal 1-P ve galaktilol gibi ana toksik

maddelerin dokularda birikmesi patogenezden sorumlu olsa da ovaryen yetmezlige
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sebep olan mekanizma kesin olarak agiklanamamaktadir (Fraser ve ark., 1986). Prenatal
ve postnatal donemde overlerde Gall-P birikmesi ve gonadotropinlerdeki karbonhidrat
metabolizmasinda, enzim defektine bagli olarak ortaya c¢ikan hasarlar ovaryen
yetmezlige sebep olmaktadir (Gitzelmann ve Steinman, 1984). Yapilan deneysel
caligmalarda, yiiksek maternal galaktoz diizeylerinin, primordiyal germ hiicrelerinin
gonadal bayira (ridge) migrasyonunu inhibe ederek baslangictaki oogonyum sayisini

azalttigin1 ve ovaryen yetmezlige sebep oldugunu gostermistir (Chen ve ark., 1981).

2.8.8.5. Rezistan Over sendromu

Gecikmis puberta ile karsimiza gelen bu klinik tabloda, ovaryen folikiiller
gonadotropin uyarisina cevap vermezler. Gonadotropin yoklugu veya reseptor hasari,
postreseptor sinyal defekti patogenezde iliskilendirilmektedir (Talbert ve ark., 1984).
Over biyopsisi ve laporotomi yapilarak, overde folikiil varliginin gosterilmesi ve
histolojik olarak otoimmiin durumlarda goriilen lenfositik infiltrasyonun olmayisi tanty1
destekler. Biyopsi veya ultrasonagrafi (USG) ile primordiyal folikiiler aktivitenin
belirlenmesi ovulatuar kapasiteyi belirlemez. Biyopside primordiyal folikiilleri olmayan
kadinlarda bile spontan gebelikler bildirilmistir (O'Herlihy ve ark., 1980). Bir ¢alismada
USG'de folikiil izlenmeyen hastalarin higbirinde, over biyopsisinde de histolojik olarak
folikiil belirlenememistir. Tam tersine USG'de folikiil izlenen, normal boyutta overlere

sahip hastalarin %56'sinda biyopsi ile folikiil goriilememistir (Massin ve ark., 2008).
Primordiyal folikiiller tesbit edildiginde, olas1 geri donen over fonksiyonlarini
belirlemek icin, gebelik istemi olan kadinlarin 6 ayda bir gonadotropin seviyelerine
bakmak uygun olacaktir. Nadir de olsa, POY teshisinin ardindan bazi kadinlar normal
over fonksiyonlarmi tekrar kazanip spontan remisyona girerler. Bu iyilesmenin
mekanizmasi tam olarak belirlenememistir. POY gelisen kadinlarin bir kisminda, tani
sonrasinda spontan gebelik olustugu goézlenmistir (O'Herlihy ve ark., 1980). Bir
calismada POY ve sekonder amenoresi olan kadinlarda aralikli olarak over
fonksiyonlarinin devam ettigi gosterilmis olup, ovulasyon oran1 %24, gebelik oranm1 da
%8 olarak bildirilmistir (Rebar ve Connoly, 1996). Serum LH seviyesi diisiik, iiriner
Ostrojen seviyesi daha yiiksek olanlarda spontan ovulasyon ihtimali artmigtir (O'Herlihy
ve ark., 1980). Yapilan ¢aligmalarin bir kisminda, strojen replasman tedavisi alan POY

olgularinda gebelik sansinin daha yiiksek oldugu bildirilse de (Nelson ve ark., 2001)
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aksini gosteren calismalar da vardir (Surrey ve Cedars, 1989). Farkli calismalar,
Ostrojen replasmani yapilan ve amenore siiresi 3 aydan daha kisa olan olgularda
ovulasyon oraninin Ostrojen replasmani yapilmayanlara oranla anlamli olarak farkli
oldugunu bildirmis olsalar bile yine benzer sekilde gebelik oranlar1 arasinda fark
gosterilememistir (Taylor ve ark., 1996). POY tanisi alan kadinlara asla kesin infertil
olduklar1 sdylenmemelidir. Bu populasyonun yasam boyu gebe kalma sans1 % 10-15'tir
(O'Herlihy ve ark., 1980). FSH/ LH orami 1'den kii¢iik, 6strojen degeri 50 pg/ml'den
yiiksek ise, ovulasyon indiiksiyonu diisiiniilebilir. Egzojen gonadotropin uygulamasi
oncesi GnRH agonistlerinin verilip yiiksek gonadotropinleri normal sinirlara getirmenin

her hangi bir avantaj1 gosterilememistir (Speroff ve ark., 2005; Davutoglu, 2008).

2.9. Tetkik ve Degerlendirme

POY olgularinda inhibin diizeyleri 6l¢iilemiyecek kadar disiiktiir. Aktivin A
inhibinin tersine FSH sentez ve sekresyonunu stimule eder. Fertil kadinlarda menstrual
siklus boyunca degisiklikler goriiliir. Ancak postmenopozal kadinlarda bu degisiklikler
gozlenmez (Burger ve ark., 1995). Karyotip analiz, 30 yas altindaki biitiin vakalara
yapilmalidir. Primer amenore On tanili bir hastada yaklasik %50 olasilikla kromozom
anomalisi beklenirken, sekonder amenore olgularinda bu oran %10 kadardir (Davis ve
ark., 2000). POY tanis1 almis kisilerde, kiz ¢ocuklari ve kiz kardesleri de benzer
kromozom anomalisinden etkilenmis olabilecegi igin bu kisilere de genetik danisma
tavsiye edilmelidir. Ailesel POY olgularinin %10-20 kadarinda Frajil X premutasyonu
sorumlu tutuldugu igin, aile Oykiisi de olan POY wvakalarinda bu mutasyon
aragtirmalidir.  Ovaryen otoantikorlar POY olgularinin ¢ok az bir grubunda
saptanmaktadir. Ovaryen otoantikor tarama sonucundaki bilgiler, klinik olarak ve hasta
yonetiminde belirleyici olmadigi i¢in giiniimiizde degerini kaybetmistir (Speroff ve ark.,
2005). Ultrasonografik olarak overlerin incelenmesiyle, over morfolojisi ve varsa
folikiiler aktivite bilgileri elde edilmelidir. Genelde ultrasonda normalden daha kii¢iik
overler belirlenir. Primer amenoreli gonadal disgenezili vakalarda ultrasonda streak over
goriintiisti vardir. Hipoplastik over izlenen (0.20 ml-0.30 ml) ovaryen yetmezlikli
olgularda laparoskopi ve over biyopsisi yapilarak overlerde primer folikiiller
belirlenebilmistir (Peccoz ve Pernani, 2006). Spontan POY vakalarinin %31'inde overde

3 mm.'den biiylik kistik intraovaryen yapilar goziikmektedir. Bazi durumlarda antral

33



folikiillere benzeyen daha biiyiik folikiillerin oldugu belirlenmistir ( Nelson ve ark.,
1994). Nelson ve arkadaslari, antral folikiil izledikleri 6 POY hastasinda, bu
folikiillerden biyopsi o©rnegi almislar ve histolojik degerendirmede folikiillerin
tamaminin luteinize graafian folikiilii oldugunu gostermislerdir. POY vakalarinda,
sonografide antral folikiil olarak gdrdiikleri bir folikiiliin %61 olasilikla luteinize olmus
bir Graafian folikiilii oldugu sonucuna ulagmiglardir. Spontan POY olgularinda yapilan
karyotip analizlerinde normal olan vakalarda, aralikli olarak over fonksiyonlarinin geri
dondiigii ve ovulasyonun oldugu bilinmektedir. Bu hastalarin, dolasimdaki Ostrojen

diizeyleri ile overlerindeki folikiillerin biiyiikliikleri arasindaki iliski zayiftir.

2.10. Tedavi ve Prognoz

POY tanisi, geng bir kadin igin oldukea iiziicii ve yikict bir durumdur. Bu
stirecte duygusal destek almak i¢in bir psikolog ile iletisim halinde olmakta hasta igin
yarar sagliyacaktir. Ozenli, daha hassas ve empatik bir yaklasimla hastalik ve ilerleyen
stiregler hakkinda yeterli ve detayli bilgiler hastalara aktarilmalidir. Ayni1 zamanda
hastalarda goriilen 6zgiiven eksikligi, depresif duygu durum hali yalnizca Ostrojen
eksikligine bagl degildir ( Colin ve ark., 2004). Uzunca bir zaman hormon tedavisi
alan bu hastalarin tedaviye uyumunu saglamak icin, dstrojen eksikliginin etkileri
hakkinda yeterli sekilde bilgilendirmekte fayda olacaktir. POY'lu olgular akut donemde,
irritabilite, sicak basmalari, vaginal kuruluk, gece terlemeleri ve konsantrasyon gii¢liigii
gibi sikayetler ile semptomatik haldedirler. Erken menopoza giren bayanlarda, tromboz
ve meme kanseri goriilme siklig1 azalir. Fakat daha da 6nemlisi, yasamlarinin uzun bir
doneminde Ostrojen eksikligine maruz kalan bu kisiler osteoporoz ve kardiyovaskiiler
hastalik riskine karsi aday hale gelirler (Colin ve ark., 2004). Sex steroidlerindeki
yetersizlige bagli olarak erken donemde baslayan endotelyal disfonksiyon,
kardiyovaskiiler hastalik riskindeki artisin temel etkenidir. POY izlenen kadinlarda yasa
bagl kardiyovaskiiler mortalite riski iki kat artmis durumdadir (Snowdon ve ark., 1989).
POY hastalarinin tedavisinin temeli hormon replasman tedavisidir. Replasman tedavisi,
akut donemde meydana gelen ostrojen eksikligi semptomlarint yok ettigi gibi, uzun
donemde hastalar1 kardiyovaskiiler hastalik ve osteoporoz riskine kars1 da korur. Siklik
hormon tedavisi uygulanan POY vakalarinda, tedaviden 6 ay sonra endotel

fonksiyonlarmin diizeldigi belirlenmistir (Kalantaridou ve ark., 2004). POY olgularinda,
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aralikli olarak over fonksiyonlarinin tekrar baslamasina bagli olarak ovulasyon ve
gebelik meydana gelse de infertilite bu vakalar i¢in en 6nemli sorunlarin basinda
gelmektedir. Bu yiizden, hi¢ bir zaman infertil olduklar1 séylenmemeli, diisiik olasilik
olsada spontan gebelik ihtimaline karsin bilgi verilmelidir. POY'lu bir hasta gebe
kaldiginda bu siirecin normal bir kadindan farkli gegmeyecegi konusunda bilgi
verilmelidir (Goosin ve ark., 1993).

POY tanili bireylerde, over fonksiyonlarinin tekrar geri kazanilma olasilig: ile
tedavi yoOntemi arasinda iliskinin varligi bir ¢ok arastirmada ortaya konulmaya
calisilmistir. Surrey ve arkadaslarimin FSH diizeylerinin, siklik konjuge 6strojen/MPA,
siklik etinil estradiol/MPA ve GnRH'a ile siipresyonu sonrasi ovulasyon oraninin
plasebo kontrollii grup ile benzer oldugu belirtilmistir (Surrey ve Cedars, 1989). Van
Kasteren ve arkadaslarinin yaptiklart plasebo kontrollii ¢alismada 9 mg/giin
dexametazon ile bir hafta immune supresyon yaptiklar1 grup ile kontrol grubu arasinda
ovulasyon ve gebelik oranlar1 arasinda fark saptamamigslardir (Van Kasteren ve ark.,
1999). Taylor ve arkadaslarinin E replasman tedavisinin, over fonksiyonlarinin ve
ovulasyonun geri kazaniminda roliinii inceledigi plasebo kontrollii ¢alismada iki grup
arasinda fark olmadigini gostermislerdir (Taylor ve ark., 1996). Anasti ve arkadaslarinin
kombine estradiol/MPA (endokrin supresyon) ve Danazol (endokrin ve immune
supresyon) ile hipofizer siipresyon sonrasi ovaryen fonksiyonlarin ayni bi¢imde
oldugunu belirtmislerdir (Anasti ve ark., 1994).

Son zamanlarda; ergenlik doneminde sik goriilen hematolojik maligniteler ve
geng erigskin donemde meme kanseri ve diger bir ¢ok malign hastaliklarin tedavisinde
olumlu gelismeler olmaktadir. Bu hastalar i¢in over dokusunu ve oosit dondurularak
saklanmas1 umut edilse de simdilik rutin Klinik bir uygulamaya baslama asamasinda
degildir. Giiniimiizde, kontrollii ovaryen hiperstimulasyon i¢in zaman taniyabilen kanser
hastalar1 i¢in, embriyo dondurma iglemi bu hastalarin fertilitesinin korunmasinda tek
secenektir (Oktay ve ark., 2003).

Giintimiizde, POY teshisi almig kisilerde uygulanilan hormon tedavisinin siiresi, dozu
ve riskleri konusunda kesin bilgiler olmamakla birlikte uygulanacak hormon tedavisinin

stiresi ile ilgili bir kisitlama yoktur (Speroff ve ark., 2005).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Arastirma Grubu ve Biyolojik Ornekler

Bu arastirma kromozomal ve sendromik olmayan prematiire ovaryen yetmezlige
sahip hastalarda BMP15, INHA, FOXO3 genlerindeki mutasyon sikliginin belirlenmesi
amactyla 2012-2013 yillar1 arasinda, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dalindan génderilen toplam 60 POY hasta (23 yas-40 yas) ve 60 saglikli fertil (42 yas-
71 yas) olan kontrol grubu iizerinde gerceklestirildi. Arastirmaya katilan hasta ve
kontrol grubu bireyler yapilacak islemlerle ilgili olarak bilgilendirildi ve hazirlanan
onay formlar1 imzalatildi. Calisma grubundan alinan kan 6rnekleri DNA izolasyonu igin
Etilendiamin tetra asetik asitli (EDTA) tiiplere (2-3 cc.) alinarak ve molekiiler
calismalarda kullanilmak {izere laboratuvarimiza gonderildi. Laboratuvarimiza
gonderilen toplam 120 kan 6rneginin DNA'lar1 izole edildi ve nanodrop ile miktar ve
saflik dereceleri belirlendi. DNA o6rnekleri {izerinde her {i¢ gen igin farkli PCR
protokolleri hazirlandi. Bu protokollere gore gen bolgeleri ¢ogaltildi. Her {i¢ gen i¢in
elde edilen PCR iirlinleri DNA dizi analizi i¢in ilgili merkeze (BM Yazilim Danis. ve
Lab. Sis. Ltd. Sti. Bornova-iZMIR) uygun kosullarda gonderildi. Ilgili sirket tarafindan
teslim alinan 6rnekler, DNA dizi analizi islemi yapilip, sonuglart daha sonra tarafimiza

gonderildi.

3.2.  Kullanilan Kimyasal Maddeler
Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edilen firmalar asagida verilmistir.
Magnezyum Kloriir (MgCl,.6H,0) (Merck)
HCI (Merck)
EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Merck)
Sodyum klorid (NaCl) (Merck)
Saf etanol (Riedel-de Haen)
Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck)
Tag DNA Polimeraz (Fermentas)
Primerler (ThermoScientific)
dNTP Mix (Fermentas)
DNA Izolasyon Kiti (blood) (Norgen)



UltraPure™ Agaroz (Prona)

DNA Ladder (Fermentas)

6X Loading Dye Solution (Sigma)
Borik Asit (Sigma)

Etidyum bromid(ETBr) (Sigma)
Dimetil siilfoksit(Dmso) (Sigma)

3.3.  Kullanilan Cihazlar ve Teknik Malzemeler
Asagida verilen ve bu calismada kullanilan cihazlar ve teknik malzelmeler,
aragtirmanin yapildigi yer olan Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda bulunmaktadir.
Otoklav (Niive)
Bidistile su cihazi (Niive)
Sogutmalr santrifiij (Niive)
Santrifiij (Sigma 3-15)
Mikrosantrifiij (Hettich)
Hassas terazi (Mettler AJ 100)
Isitic1 (Hotplate)
pH metre (Hanna)
Etliv (Dedeoglu)
Otomatik pipetler (Ependorf, Socorex, Rainin)
Yatay elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi (Scie-Plas)
Spektrofotometre (Jenway Genova Nano)
UV transillumunator (Viber Laurmat)
UV goriintii analiz sistemi (Biolab)
Buzdolabi (Argelik)
Derin dondurucu (Ariston)
Dijital Is1 Blogu (VWR Digital Hetblock)
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Thermal Cycler (Applied Biosystems GeneAmp 9700 PCR System)
Lamin Air (Holten HV2436)

Vorteks (Clifton Cyclone)

Vorteks (Boeco)

Vorteks (Niive NM 110)

3.4. Kullamlan Soliisyonlar ve Hazirlanmasi
10XTBE: 108 gr.Tris, 55 gr. Borik asit, 40 ml. EDTA 0.5M pH: 8 karistirilip toplam
hacim 1000 ml. olacak sekilde bidistile su ile tamamlanir. Oda 1sisinda saklanir.
IXTBE: 100 ml 10XTBE soliisyonu iizerine 900 ml. bidistile su eklenir. Oda 1sisinda
saklanir.
EDTA 0.5M pH 8,0: 18,6 gr. disodyum EDTA, 80 ml. bidistile su i¢inde ¢Oziiniir.
Soliisyona 2 gr. NaOH tableti atilarak eritilir, pH 8,0'e ulasinca bidistile su ile 100
ml.'ye tamamlanir. Otoklavda steril edilir ve +4°C'de saklanir.
Tris 500mM pH 7,5: 6,1 gr. Tris tizerine 95 ml. bidistile su eklenip iyice
calkalandiktan sonra yaklasik 3.25 ml. konsantre HCI ilave edilip pH 7,5'a ulasinca
bidistile su ile 100 ml.'ye tamamlanir. Otoklavda steril edilir ve +4°C'de saklanur.
Tris 500mM pH 8,0: 6,1 gr. Tris lizerine 95 ml. bidistile su eklenip iyice
calkalandiktan sonra yaklasik 0.42 ml. konsantre HCI ilave edilip pH 8,0'e ulasinca
bidistile su ile 100 ml.'ye tamamlanir. Otoklavda steril edilir ve +4°C'de saklanir.
%70 Etil alkol: 70 ml. % 99,5 etil alkol alinir ve lizerine 30 ml bidistile su eklenir.
Ethidium bromid soliisyonu (10 mg/ml): 1 gr. ethidium bromid, 10 ml. distile su
icinde ¢oziiniir. Isik almayan bir sise icinde +4°C'de saklanir. Calisma soliisyonu,
hazirlanan stok soliisyonundan konsantrasyon 0,5 mg/ml. olacak sekilde hazirlanir

0°C'de saklanir.

3.5.  DNA izolasyon Hazir Kit (Norgen Kit #46300)
1-Orneklerin hazirlanmasi
Protokol
200ul Kan ornekleri igin;
1- Mikrosantrifiij tiiptine 12 pl. Proteinaz K ilave edildi.
2-200ul. kan 6rnegi ilave edildi.
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3-600 pl. lizis soliisyonu ilave edilir,10 sn. diisiik tempoda vortekslendi.

4-55C'de 10 dk. Inkiibasyona birakild.

5- Eger orneklerde ¢okelme oluyorsa 14.000 RPM'de 2 dk. santrifiij yapildu.

6-160 ul. izopropanol ilave edilir (dikkatli), 10 sn. diisiik tempoda vortekslendi.
2-Orneklerin kolona baglanmasi

1-Kolon tiiplerine, 650 pl. agik renkli siipernatant 1 dk. 8000RPM'da santrifiij edildi.

2- Kolon ve toplama tiipii tekrar birlestirildi.

3- l.ve 2. adimlar tekrarlandi.

4- Lizatlar toplama tiiplerinden ¢ikartildi.

3-Kolon yikama

1- Lizatlarin iizerine 500 pl yikama soliisyonu ilave edildi. 1 dk. 8000RPM'da santrifiij
edildi. Toplama tiipii ile spin kolon yeniden birlestirildi. Eger yikama soliisyonu tam
gecmemis ise bir siire beklendi.

2-Yikama kolunu 2.kez 500 pl. yikama soliisyonu ilave edildi. 1 dk. 8000RPM'da
santrifiij edildi.

3-Tam kuruma olmasi i¢in 14.000 RPM’da 2dk. santrifiij edildi ve toplama tiipiinden
cikartildu.

4-DNA Eliisyon

1-Kolon tiipiiniin i¢ne 1.7ml. eliisyon tiip yerlestirildi.

2-Kolona eliisyon tamponun 200 pl. {lave edildi.

3- 1 dk. B000ORPM'da santrifiij edildi.

4- Eger eliisyon islemi tam olmadiysa 1. ve 2. kisim tekrarlandi ve yeni bir
mikrosantrifiij tliptine toplandi ikinci eliisyon yapildiginda tirtinlerin verimi artt.
5-DNA'nin saklanmasi

Elde edilen DNA ornekleri -20C’de saklandi.

3.6. DNA Miktarimin Tayini
Izole edilen DNA, nanodrop cihazi ile 2ul DNA 6rnegi iizerinden 6lgiildii. DNA
konsantrasyonu uygun olan ornekler daha sonra calisilmak iizere -20°C'lik derin

dondurucuya kaldirild.
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3.7.  PCR Reaksiyonunun Hazirlanmasi
Calismamizda farkli 3 gen ile calisilacagindan 3 farkli PCR protokolii hazirlanmistir.
PCR reaksiyonu hazirlanirken kullanilan bilesenler asagida verilmistir.
- Primerler
. Termostabil DNA polimeraz (Taq Polimeraz)
. dNTP mix
. MgCl,
" Reaksiyon tamponu
. Kalip DNA
. Buffer

PCR reaksiyonlar1 hazirlanmadan o6nce kullanilacak olan reaksiyon
bilesenlerinin stoklart gilinliikk kullanimlar seklinde hazirlanarak kontaminasyon riskini
onlemek amaci ile steril ependorf tiiplerine belirli hacimlerde paylastirildi. Orneklerimiz
icin optimum amplifikasyon kosullarinin belirlenmesi i¢in bazi denemeler
gerceklestirildi. Bu denemeler esnasinda farkli tampon bilesimi, dANTP ve MgCl,
konsantrasyonlari, termal cycler denatiirasyon sicakliklar1 degisimleri denenerek en
uygun sartlar saglandi. Her denemede sadece bir degisken disindakiler sabit tutuldu.

PCR reaksiyonunun hazirlanmasinda sirasiyla su basamaklar izlendi:

. Reaksiyonda kullanilacak DNA'lar ve ¢ozeltiler -20°C'den alinip oda 1sisinda
¢Ozdirildii.

* %70k alkolle temizlenmis laminar flow kabin ig¢inde, lizerlerine 6rnek kodu
yazilarak 200ul."lik PCR tiipleri hazirlandi.

* Tim DNA 06rnekleri ve ¢ozeltiler 6nce vortekslendi, daha sonra tiiplin duvarindaki
tiim damlalar1 toplamak amaciyla kisa bir siire santrifiij edildi.

* Reaksiyon hacmini tamamlamak i¢in steril bidistile su igeren bir ampiil kullanildi.

* PCR mix hazirlamak i¢in 200 pl.'lik bir PCR tiipiine daha 6nce hesaplanan miktarlarda
bidistile su, 10X tampon, MgCl,, primerler, ANTP mix eklendi.

» Kodlanmis her bir PCR tiipiine PCR reaksiyon karisimi esit olarak dagitildi.

+ Daha sonra 6nceden hesaplanan miktarda DNA eklendi.

* Boylece tiiplerin her birine tiim PCR bilesenleri (DNA, 10 X tampon, MgCly,
primerler, ANTP'ler, buffer, bidistile su ) eklenmis oldu.
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* Tiipler 6nce vortekslendi, daha sonra kisa bir siire santrifiij edildi.

* Tiipler 6nceden programlanmis thermal cycler'a yerlestirildi ve cihaz calistirildi.
Baslangi¢ denatiirasyonu ve 1. siklusda denatiirasyondan hemen sonraki hot start
uygulamasi 75°C'de yapilarak her bir 6rnegin i¢ine 1.25 {inite Taq polimeraz eklendi ve
amplifikasyona devam edildi.

Cihaz programlanan siklus sayisin1 tamamladiktan sonra PCR amplifikasyon
iriiniiniin elde edilip edilmedigini gérmek amaciyla iirlinler 6ncelikle %2'lik agaroz jel
elektroforezine tabi tutuldu.

INHA, BMP15 ve FOXO3 gen bdlgeleri icin elde edilen PCR iiriinleri agaroz
jelde sirasiyla 243bg., 477bg. ve 747bg. uzunlugunda olmasi beklenen fragmani
belirlemeye olanak verecek bir markir ile beraber yiiriitiildii. Jel gériintiileme cihazinda
jel goriintiilerinin fotograflar1 ¢ekilip bilgisayar ortamina aktarildi. PCR {iriinleri daha
sonra mutasyon analizi i¢in Sanger'in dideoksi zincir sonlandirma yontemi kullanilarak
otomatik dizi analizi cihazinda (ABI 3130) dizilendi. Gene scan programi kullanilarak

analiz edildi.

3.8  INHA Geni
INHA geni ekzon 2 bélgesini igeren 243 bg’lik bolge, Shelling ve ark. (2000)
tarafindan kullanilan primerler ve uygulanan PCR protokoliine gore yapilmistir (Tablo 4

ve 5).

INHA geni primerleri:
5’-GGCCCACACTCGGACCAGAC-3’ (forward)
Sequence: from 220439795 to 220439814
5’-AGCCCACAACCACCATGACAGTAG-3’ (reverse)
Sequence: from 220440014 to 220440037
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Tablo 4. INHA geni PCR bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Stok Konsantrasyonlar1 Alinan
Miktar

Primer inha(R) 100pmol/pl. 0.25ul.

Primer inha (F) 100pmol/pl. 0.25ul.

dNTP karigimi 40mM. 0,1ul.

MgCl, 25mM. 2ul.

Tagq DNA polimeraz 1,25U/2ul. 2ul.

Genomik DNA 100ng/5ul. Sul.

PCR Tamponu 10XPCR buffer 2.5ul.

Su (distile) 12.9 12.9ul.
25l

Tablo 5. inhibin alfa geni PCR termal cycler progran

Baslangic Denatiirasyon-Annealing-Extension | Final Saklama

denatiirasyon | 30 dongii Extension

95°C 94°C 60°C 72°C 72°C 4°C

120 sn. 120sn. 60 sn. 60 sn. 120 sn. 0




-~ 243bg

Marker

Sekil 16. INHA geni ekzonl PCR iiriinii (243bg) jel goriintiisi. pUC19 DNA7Mspl (Hpall) ( Fermantas)

TTCCACACCGGGCTGGACAGGCAGGGCACAGCAGCCTCCAATAGCTCTGAGCCCCTGCTAGGCCTGCTGG
CACTGTCACCGGGAGGACCCGTGGCTGTGCCCATGTCTTTGGGCCATGCTCCCCCTCACTGGGCCGTGCT
GCACCTGGCCACCTCTGCTCTCTCTCTGCTGACCCACCCCGTCCTGGTGCTGCTGCTGCGCTGTCCCCTC
TGTACCTGCTCAGCCCGGCCTGAGGCCACGCCCTTCCTGGTGGCCCACACTCGGACCAGACCACCCAGTG
GAGGGGAGAGAGCCCGACGCTCAACTCCCCTGATGTCCTGGCCTTGGTCTCCCTCTGCTCTGCGCCTGCT
GCAGAGGCCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCAACTGCCACAGAGTAGCACTGAACATCTCCTTCCAG
GAGCTGGGCTGGGAACGGTGGATCGTGTACCCTCCCAGTTTCATCTTCCACTACTGTCATGGTGGTTGTG
GGCTGCACATCCCACCAAACCTGTCCCTTCCAGTCCCTGGGGCTCCCCCTACCCCAGCCCAGCCCTACTC

Sekil 17: INHA geni niikleotid dizisi ve bu gene ait bolgeyi cogaltmada kullanidigimiz primerin gen
tizerindeki baglanma bolgesi.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000002.12?report=fasta&from=219572232&t0=219
575713)
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3.9. BMP15 Geni
BMP15 geni ekzon 1 bolgesini iceren 477 bg’lik (Sekill8) dizi Dixit ve ark. (2006)
tarafindan kullanilan primerler ve uygulanan PCR protokoliine gore yapilmistir (Tablo 6
ve 7).
BMP15 geni primer dizileri;
5" -AGTGACGTCCCTTGGGCTTG-3’ (forward)
Sequence: from 50653728 to 50653747
5" -CAAAGCCTGACAGTAAACCC-3’ (reverse)
Sequence: from 50654185 to 50654205

Tablo 6. BMP15 geni i¢in PCR bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Stok Konsantrasyonlari Alman Miktar
Primer inha(R) 100pmol/ul. 0.25ul.
Primer inha (F) 100pmol/ul. 0.25ul.
dNTP karigimi 40mM. 0,1ul.
MqgCl, 25mM. 1.5ul.
Tag DNA polimeraz 5U/ul. 2ul.
Genomik DNA 100ng/5pl. 5ul.
PCR Tamponu 10XPCR buffer 2.5pl.
Su (distile) 11.25. 11.25l.
DMSO %5 DMSO 1.25pl.
Toplam 25ul.

Tablo 7. BMP15 geni i¢in PCR termal cyler programi

Baslangic Denatiirasyon-Annealing- Final Saklama
denatiirasyonu Extension Extension

35 dongii
95°C 95°C 60°C 72°C 72°C 4°C
300sn. 60sn. 60 sn. 60 sn. 420 sn. 0
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== 477 bg

Marker

Sekil 18: BMP15 geni Ekzon 1 (477 bg) PCR firiiniine ait jel goriintiisi. pUC19 DNA7Mspl (Hpall)

(Fermantas)

AGGAGGCCTCTGGCCCTTTAAGGATGGATTAAGGGACTACTTTTAAGGCTGTAGGG

GCAAGTAGGATCAGGCTGCTTTTTTTCATTCTAGTGGATAAGTTAAGGAAGTGGGTCCTGAAATGGACCT
CTCCTTTTAAGTTACCTGAGCCTCTCAATAGGTACTATCTTGTTCTCAGCCCGGGAGAGCGGGAGGGGCA
TGCTGCCTTGTCCCACCTTCTGTTTCTGTTTCTTTTGATGCAAAGAGGCCAAGTTATGAGGCAACTTTGG
TCCAGGAGATCCTCTTAGAGAAAGCAACATAGGGCCTGCCTGCCTTTCTTTTTCTTGCCCCATCCTTGGT
TGTGGAGCCAGGATGCAGTTATCTGCATGAAAGGAAATGGTCAGAGTGACGTCCCTTGGGCTTGTGTTGG
GGCCTGTTGTTGAACACTAAGCCTTTCAAGATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGAATTCTTTTTCTTTGTG
AACTCGTGCTTTTCATGGAACACAGGGCCCAAATGGCAGAAGGAGGGCAGTCCTCTATTGCCCTTCTGGC
TGAGGCCCCTACTTTGCCCCTGATTGAGGAGCTGCTAGAAGAATCCCCTGGCGAACAGCCAAGGAAGCCC

Sekil 19: BMP15 geni niikleotid dizisi ve bu gene ait bolgeyi ¢ogaltmada kullanidigimiz primerin gen
iizerindeki baglanma bolgesi.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/74273659?report=fasta

3.10. FOXO3 Geni
FOXO3 geni ekzon 1 bolgesini igeren 747 bg’lik dizi (Sekil 20), Fallahian ve ark.
(2009) tarafindan kullanilan primerler ve uygulanan PCR protokoliine gore yapilmistir

(Tablo 8 ve 9).
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FOXO3 Geni primer dizisi;
Foxo3-E1-Forward-GAGAGGAGAGCGCGAGAG
Sequence: from 108882365 to 108882382
Foxo3-E1-Reverse-ACTCCGACGAATCCGAGAC
Sequence: from 108883094 to 108883112

Tablo 8. FOXO3 geni PCR bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Stok Konsantrasyonlar1  Alinan Miktar
Primer foxo3(R) 100pmol/pl. 0.25ul.
Primer foxo3 (F) 100pmol/pl. 0.25ul.
dNTP karisimu 40mM. 0,1ul.
MgCl, 25mM. 1.5ul.
Taq DNA polimeraz 1,25U/72ul. 2ul.
Genomik DNA 100ng/5ul. 2.5ul.
PCR Tamponu 10XPCR buffer 2.5ul.
Su (distile) 13.75 13.75pl.
DMSO %5 DMSO 1.25pl.
Toplam 25ul
Tablo 9. FOXO3 geni PCR termal cycler programi
Baslangi¢ Denatiirasyon-Annealing- Final Saklama
denatiirasyonu Extension Extension
35 dongii
95°C 95°C 55.4°C 72°C 72°C 4°C
6 dk. 30sn. 30 sn. 120 sn. | 7dk. o0
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747 b¢

Sekil 20: FOXO3 geni ekzon 1 (747 bg.) PCR trinii jel gortntiisti. Gene Ruler 100bp (Fermantas)

GAGGACTCGCCGAGGACGGGGCTCCGGCCCGGGATAACCAACTCTCCTTCTCTCTTCTTTGGTGCTTCCC
CAGGCGGCGGCGGCGGCGCCCGGGAGCCGGAGCCTTCGCGGCGTCCACGTCCCTCCCCCGCTGCACCCCG
CCCCGGCGCGAGAGGAGAGCGCGAGAGCCCCAGCCGCGGGCGEGCGEGGCGGCGAAGATGGCAGAGGCACC
GGCTTCCCCGGCCCCGCTCTCTCCGCTCGAAGTGGAGCTGGACCCGGAGTTCGAGCCCCAGAGCCGTCCG
CGATCCTGTACGTGGCCCCTGCAAAGGCCGGAGCTCCAAGCGAGCCCTGCCAAGCCCTCGGGGGAGACGG
CCGCCGACTCCATGATCCCCGAGGAGGAGGACGATGAAGACGACGAGGACGGCGGGGGACGGGLCCGGLTC
GGCCATGGCGATCGGCGGCGGCGGCGGGAGCGGCACGCTGGGCTCCGGGCTGCTCCTTGAGGACTCGGLC
CGGGTGCTGGCACCCGGAGGGCAAGACCCCGGGTCTGGGCCAGCCACCGCGGCGGGCGGGCTGAGCGGGEG
GTACACAGGCGCTGCTGCAGCCTCAGCAACCGCTGCCACCGCCGCAGCCGGGGGCGGCTGGGGGCTCCGG
GCAGCCGAGGAAATGTTCGTCGCGGCGGAACGCCTGGGGAAACCTGTCCTACGCGGACCTGATCACCCGC
GCCATCGAGAGCTCCCCGGACAAACGGCTCACTCTGTCCCAGATCTACGAGTGGATGGTGCGTTGCGTGC

Sekil 21: FOXO3 geni niikleotid dizisi ve bu gene ait bdlgeyi ¢ogaltmada kullanidigimiz primerin gen
iizerindeki baglanma bolgesi.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000006.12?report=fasta&from=108559823&t0=108
684769)
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3.11. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

PCR iiriinlerinin tayini i¢in %2" lik ve %3'liik nu-mikropor agaroz jel hazirlandi.
Bunlar igin sirasiyla 2gr. ve 3 gr. nu-micropor agaroz tartildi. Farkli erlen mayere alinan
bu agarozlarin iizerine 100ml. 1XTBE eklenip mikro dalga firinda ¢oziinene kadar
kaynatildi. Sogumaya birakilan jelin sicakligi 85°C'ye ulasinca tlizerine 100ul. EtBr
eklendi ve jel ¢alkalanip taragi dnceden yerlestirilmis olan jel kabina aktarildi. Bir saat

beklendikten sonra taraklar ¢ikarilip jelde olusan kuyulara PCR firtinleri yiiklendi.

3.12. Agaroz Jel Elektroforezi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Her bir gen i¢in amplifiye olan PCR iriinleri 5ul, ve 1ul 6X jele yiikkleme
boyasi (6x loading dye) ile karistirarak kuyucuklara yiiklendi. Her gen bolgesi igin elde
edilen PCR {iriinlerinin beklenen bant uzunluklari, boylari bilinen molekiiler belirteg ile
kontrol edildi. INHA ve BMP15 genleri i¢in pUC19 DNA7Mspl (Hpall) ( Fermantas),
FOXO03 i¢in Gene Ruler 100bp (Fermantas) molekiiler weight markiri kullanilda.

3.13. [Istatistiksel degerlendirme

Hasta ve kontrol grubuna ait veriler SPSS 15.0 istatistik programi kullanilarak
degerlendirildi. Genotip ve allel frekansi igin OpenEpi (versiyon 3.03) epidemiyolojik
istatistik programi kullanilarak Ki kare analizi yapilarak P degeri ve ( Dean ve ark.,
2014) olasilik oranlart (OR) hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma grubunun demografik ozellikleri

Bu ¢alismada, kromozomal olmayan premature ovaryen yetmezligine sahip olan
60 hasta ve 60 saghkli fertil kadin kontrol grubu olmak iizere toplam 120 kadinda
INHA, BMP15 ve FOXO3 genlerinin birer ekzonunda, mutasyon taramasi
gerceklestirilmisgtir. Hasta grubunda 40 yas alti serum estradiol sevileri diisiik
(E<10mU/mL.) FSH seviyeleri ise (FSH>40mU/mL.) yiiksek postmenopozal
seviyelerdeydi ve premature ovaryen yetmezlik tanis1 almis 60 vakada yas ortalamasi
34.8 (£ 3.4), en diisiik yas 23, en yiiksek 40, kontrol grubunda ise 40 yas iistii normal
mens dongiisiine devam eden ve normal menopoza girmis olan 60 kadinda, yas
ortalamasi 52.2 (+7.88), en diisiik 42, en yiiksek 71'dir.

4.2.  BMP15 GENI

BMP15'te gozlenen varyantlarin sikligi hasta grubunda (%6,7) kontrol grubuna
(%1,7) gore yaklasik 4 kat daha fazladir. Hasta grubunda goézlenen varyantlar tek tek
incelendiginde fonksiyonel oldugu ancak istatistiksel olarak POY ile iliskili olmadig
saptanmustir (p>0.05). BMP15 geni ekzon 1'in dizi analizinde hasta grubunun yaklagik
%1,7'sinde 308A>G (rs41308602) homozigot missense varyasyon sonucunda 103.aa
pozisyonunda Asparajin (N)> Serin (S) aa. degisimi meydana gelmistir. Calismamizda
BMP15 geninin dizi analizi sonucunda missense yeni mutasyonlar bulunmustur. Bunlar;
hasta grubunun %1,7'sinde insersiyon G homozigot mutasyonu sonucunda 25.aa
pozisyonundaki metiyonin (M) aa. Aspartik asit (D) aa. doniismiistiir.
Bunun yani sira bir hastada iki adet yeni missense mutasyon bulunmustur. Ilki 28C>G
heterozigot missense mutasyonu olup 10. aa. pozisyonunda Losin (L)>V degisimi,
ikinci mutasyon ise 62A>G heterozigot missense mutasyonudur ve 21.aa pozisyonunda
Histidin (H)>Arjinin (R) degisimi meydana gelmistir. Kontrol grubunun %1,7'sinde
46T>C heterozigot missense mutasyon sonucunda 16. aa. pozisyonunda Valin (V)
aminoasiti (aa.) Alanin (A) aminoasitine doniismiistir. BMP15 geni ekzon 1'de
gozlenen misssense varyasyon ve yeni mutasyonlarin fonksiyonel oldugu ancak
istatistiksel olarak POY ile iliskisinin olmadig1 saptanmistir (p>0.05) (Tablo 10, Sekil
22 ve Sekil 23).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Asparajin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Serin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Metiyonin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Aspartik_asit
http://tr.wikipedia.org/wiki/L%C3%B6sin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Histidin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Arjinin

Tablo 10 : BMP15 geni ekzon 1 dizi analizi sonuglari.

K40 46 T->C 16 V->A Heterozigot
H14 82 Insersiyon : G 25 M->D Homozigot
H18 28 C->G 10 L>V Heterozigot
62 A->G 21 H->R Heterozigot
H51 308 A->G 103 N->S Homozigot rs41308602

Dl

Sekil 22: BMP15 genine ait sekans sonucu. H51 308 A>G homozigot p.N103S (rs41308602)
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H11 GCGTTCAGCTGACTCGCATGGGCACCCTAGAGAGARCCGCACCATTGGGGCCACCATGGTGAGGCTGGTGARGCCCTTGACCARTGTGGCARGGCCTCACAGRGGTGAGTTGTTATGCCCCCATACTGEC

H51

H17
k14
k24
H15

H20
H14
H19

H12
kd0
k60

kdb
H18
H21

k58
H32
H50
H34

H1

H11
H51
H33

GCGTTCAGCTGACTCGCATGGGCACCCTAGAGAGARCCGCACCATTGGGGCCACCATGGTGAGGCTGGTGARGCCCTTGACCAGTGTGGCARGGCCTCACAGAGGTGAGTTGTTATGCCCCCATACTGEC

CGGGGGTCG--TCGTGACACTAGCCTTTAR-GATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGARTTCTTTTTCTTTGTGARCTCGTGCTTTTCATGGARCACAGGGCCCAR-ATGGCAGARGGAGGGCAGTCCT
GGGGGGCTCTGTCGACATARGGCTTTCA-GRTGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGRRTTCTTTTTCTTTGTGRACTCGCGCTTTTCATGGAACACAGGGCCCAR-ATGGCAGARGGAGGGCAGTCCT
GGGCGGACGGCTTGAACTA-GCCTTTCA-GATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGAATTCTTTTTCTTTGTGARCTCGTGCTTTTCATGGARCACAGGGCCCAR-ATGGCAGARGGAGGGCAGTCCT
CGGGGGTCGGCTTTGACTARGGCTTTCA-GATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGARTTCTTTTTCTTTGTGRACTCGTGCTTTTCATGGARCACAGGGCCCAR-ATGGCAGARGGAGGGCAGTCCT

GLGLG IGUGLU T 1T ITGHHUTHGGU T T TUH=-GHIGE TCCTCCTCHGTHTTCT THGHHTTCTTITICT TTGIGHHC TCG TG T 1T TUH T GGHHUHUHGEGUCUHH-H | GEUHGHHGGHEGECHG TCC )
GGGGGGGGCGTCTGTGAACTARGGCTTTCA-GATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGARTTCTTTTTCTTTGTGARCTCGTGCTTTTCATGGARCACAGGGCCCARGATGGCAGARGGAGGGCAGTCCT
GGGGGGTCGGCTTTGARCTARGCCTTTAR-GATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGARTTCTTTTTCTTTGTGARCTCGTGCTTTTCATGGARCACAGGGCCCAR-ATGGCAGARGGAGGGCAGTCCT

GGGGGTGCGCTA-TGARACTAGGCTTTCA-GATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGARTTCTTTTTCTTTGTGARCTCGTGCTTTTCATGGARCACAGGGCCCAR-ATGGCAGARGGAGGGCAGTCCT
TTTGGGGGTGCGATGCTGA-GCTAGGCTTTCA-GATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGARTTCTTTTTCTTTGTGARCTCGCGCTTTTCATGGARCACAGGGCCCAR-ATGGCAGARGGAGGGCAGTCCT
GGGGGTGCGATGCTGACNNTAGGCTTTCA-GATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGAATTCTTTTTCTTTGTGARCTCGTGCTTTTCATGGARCACAGGGCCCAR-ATGGCAGARGGAGGECAGTCCT

LLLLGHUGGE====U1 1 GLHHG TH=GUUT 1 TCH=GHIGGTCCTCCTCHGTHTTCT THGHHTICTIRTICT NTGIGHHCTUGTGET 1T TUH I GGHHCHUHGGGUCCHH=H 1 GEUHGHHGGHGGELHGE TCCT
CAAGCGGT-CGCGTGGACGTARGGCTTTCA-GATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGARTTGTTTTTCTTTGTGARCTCGTGCTTTTCATGGARCGCAGGGCCCAR-ATGGCAGAAGGAGGGCAGTCCT
CGGGGGTCGTCTTGARCGTA-GGCTTTCA-GATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGARTTCTTTTTCTTTGTGARCTCGTGCTTTTCATGGARCACAGGGCCCAR-ATGGCAGAAGGAGGGCAGTCCT

GGGGGACCGATGTCGACATARGGCTTTCA-GATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGARTTCTTTTTCTTTGTGAACTCGTGCTTTTCATGGARCACAGGGCCCAR-ATGGCAGARGGAGGGCAGTCCT
GCGGCGGC-ACACAGTNACTGTCTCG-GATTGACCTCCTCAGTATTCTTAGARTTCTTTTTCTTTGTGARCTCGTGCTTTTCATGGARCACAGGGCCCAR-ATGGCAGARGGAGGGCAGTCCT
GGGGAGACTGC-GTGGCGTARGGCTTTCA-GATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGRRTTCTTTTTCTTTGTGAACTCGTGCTTTTCATGGARCACAGGGCCCAR-ATGGCAGAAGGAGGGCAGTCCT
CGTGTCGCAGACGGCTTTCARGATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGRRTTCTTTTTCTTTGTGRACTCGTGCTTTTCATGGARCACAGGGCCCAR-ATGGCAGARGGAGGGCAGTCCT
GTGACCTA-GCCTTTCA-GATGGTCCTCCTCAGTATTCTTAGAATTCTTTTTCTTTGTGAR-TAGTGCTTTTCATGGAACACAGGGCCCAR-ATGGCAGARGGAGGGCAGTCCT

GCGTTCAGCTGACTCGCATGGGCACCCTAGAGAGARCCGCACCATTGGGGCCACCATGGTGAGGCTGGTGAAGCCCTTGACCARTGTGGCARGGCCTCACAGAGGTGAGTTGTTATGCCCCCATACTGEC
GCGTTCAGCTGACTCGCATGGGCACCCTAGAGAGRACCGCACCATTGGGGCCACCATGGTGAGGCTGGTGARGCCCTTGACCAGTGTGGCARGGCCTCACAGAGGTGAGTTGTTATGCCCCCATACTGCC
GCGTTCAGCTGACTCGCATGGGCACCCTAGAGAGARCCGCACCATTGGGGCCACCATGGTGAGGCTGGTGARGCCCTTGACCARTGTGGCARGGCCTCACAGAGGTGAGTTGTTATGCCCCCATACTGEC

Sekil 23. BMP15 geni dizi analizi sonuglari.

4.3. INHA Geni
INHA geninine ekzon 2'ye ait PCR firiinlerinin dizi analizinde (Tablo 11); hasta

grubunda %3.3 769G>A (rs12720062) heterozigot missense varyasyonu sonucunda

257. siradaki alanin'in (A), treonin (T) amino asitine degistigi saptanmistir. Bunun yan1

sira dizi analizinde ii¢ yeni missense mutasyon tespit edilmistir. Bunlardan birincisi

yaklasik %1,7 973G>A heterozigot missense mutasyondur ve 265. siradaki valin (V),

16sin (L) aminoasitine degismistir. Ikincisi % 1,7 920G>A heterozigot missense

mutasyondur ve 47. siradaki arjinin (R), histidin (H) amino asitine degismistir,

Uciinciisii ise bir kontrol orneginde yaklasik %1,7 971G>A heterozigot missense

mutasyonudur ve 264. siradaki arjinin (R), lizin (K) amino asitine degismistir (Tablo 11,

Sekil 24, 25 ve Sekil 26). INHA geni ekzon 2'de gozlenen missense varyasyon ve yeni

mutasyonlarin fonksiyonel oldugu ancak istatistiksel olarak POY ile iliskisinin olmadig1

saptanmugstir (p>0.05).
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Tablo 11. INHA geni dizi analizi sonuglari

H58 920 G->A 247 R->H Heterozigot

H39 912 G->A 257 A->T Heterozigot  rs12720062
H29 912 G->A 257 A->T Heterozigot  rs12720062
H26 973 G->A 265 V->L Heterozigot

K19 971 G->A 264 R-> K Heterozigot

R S L S S S S S S A A A

ul “ *

Sekil 24. INHA Geni ekzon 2 dizi analiz sonucu.H39 912G>A p.A257T (rs 12720062)
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Sekil 25. INHA geni ekzon dizi analizi sonucu. H29 912G>A p.A257T (rs12720062)

k1?7 GGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTRCTGCAGAGGCCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCAACTGCCACAGAGTAGCACTGAACATCTCCTTCCAGGAGCTGE
k19 CTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGARCCGGCTGCCCATGCCARCTGCCACARAGTAGCACTGAACATCTCCTTCCAGGAGCTGG
K18 TCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCARCTGCCACAGAGTAGCACTGAACATCTCCTTCCAGGAGCTGG
H11 GGTTGAGGGCAR-AGCCTTGGTCTCC-CTCTGLTCTG-CGLCTGLTGCAGAGGCL TCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCARCTGCCACAGAGTAGCACTGRACATCTCCT TCCAGGAGCTGGG
H39 GCGGCTGAGGGCTA-GGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGARCCGACTGCCCATGCCAACTGCCACAGAGTAGCACTGRAACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
kdl TGGTTGTGGGCTATAGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGARCCGGCTGCCCATGCCAACTGCCACAGAGTAGCACTGRACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
H24 GGETGGTTGTGGGCTATAGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGECTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCARCTGCCACAGAGTAGCACTGRACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
kdS GGETTGTGGGCTATAGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGLCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCARCTGCCACAGAGTAGCACTGRACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
K58 GGETTGTGGGCTATAGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCARCTGCCACAGAGTAGCACTGRACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG

H2 GGETGGTTGTGGGCTATAGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCA-CGGCCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCAACTGCCACAGAGTAGCACTGAACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
H47 TGGTTGTGGGCTA-AGACTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCACAGTCCTCCGGAGGARCCGGCTGCCCATGCCAACTGCCACAGAGTAGCACTGRACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
K56 GGETTGTGGGCTA-AGACTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCAGCGGTCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCARCTGCCACAGAGTAGCACTGRACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
H23  CAGGTGGTTGTGGGCAR-GGGCTTGGTCTCC-CTCTGCTCAG-CGCCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGAACCGACTGCCCATGCCARCTGCCACAGAGTAGCACTGRAACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
HZ26 GCTGATGTCCT-GGACTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGLCTGCTGCAGACGCCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCARCTGCCACAGARTAGCACTGAACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
kd) CGGCTGTGGGCTA-AGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCAGAGGLCTCCGGAGGARCCGGCTGCCCATGCCAACTGCCACAGAGTAGCACTGRACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
H21 GGCTGTGGGCTA-AGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCARCTGCCACAGAGTAGCACTGAACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
H51 GGCTGAGGGCTA-AGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCARCTGCCACAGAGTAGCACTGRAACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG

kd2 GGTGGTTGTGGGCTA-AGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGLCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCAACTGCCACAGAGTAGCACTGRACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
H36 AGGTGGTTGTGGGCTA-AGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGLCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCARCTGCCACAGAGTAGCACTGAACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG

k51 TGGTTGAGGGCTA-AGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGARCCGGCTGCCCATGCCAACTGCCACAGAGTAGCACTGRACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
kd? CGGTTGTGGGCTA-GGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGARCCGGCTGCCCATGCCAACTGCCACAGAGTAGCACTGRACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
HA0 TGGTTGAGGGLTA-AGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCHNGAGGCC TCCGGAGGACCCGRCTGCCCGTGLTCTCTGCCHCTRAGTCGCTCTGAACATCTCCTTCCAGGAGC TGGRG

H16 GGTGGTTGAGGGCTA-AGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGCCTGCTGCACAGGTCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCARCTGCCACAGAGTAGCACTGRAACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
kdd AGGCGETTGTGGGCTA-AGCCTTGGTCTCC~-CTCTGCTCTG-CGLCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCARCTGCCACAGAGTAGCACTGRAACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG

k38 CGTTGTGTGGCTTAGTGTTGGTCTCC~-CTCTGCTCTG-CGLCTGCTGCAGAGGCCTCCGGAGGAACCGGCTGCCCATGCCARCTGCCACAGAGTAGCACTGRACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
H15 TTIGCGTGTGGGCTATAGCCTTGGTCTCC-CTCTGCTCTG-CGLCTGCTGCT-CGGTCTACGGAGGARCCGGCTGCCCATGCCAACTGCCACAGAGTATCACTGRACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
k36 TTGTGGGCTA-AGACTTGGTCTCC-ATCTGCTCTG-CGCCTGCTGCAGAGGLC TCCGGAGGARCCGGCTGCCCATGCCAACTGCCACAGAGTAGCACTGRACATCTCCTTCCAGGAGCTGGG
VvRE? CeETTEOCCECr ToOTOr T TTeECE T e Ter r T T Tr T e Ter Teracoe e TeTrrecoccoorreer TerrroTerroor TerrorococTocror TeooraTr Ter TTrraccoer Tees

Sekil 26. INHA geni dizi analizi sonuglari.

4.4. FOXO3 Geni

FOXO3 geni i¢in ekzon 1'in PCR iirlinlerinin dizi analizi sonucunda ii¢ farkli
mutasyon bulunmustur. Bunlardan ikisi yeni missense mutasyondur. Yeni
mutasyonlardan biri hasta grubunda yaklasik %1,7 345C>G heterozigot missense

mutasyon olup 14. siradaki glutamik asit (Glu), prolin (pro) amino asitine degismistir.
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Ikincisi kontrol grubundan bir drnekte %1,7 343C>T heterozigot missense mutasyon
olup 14. siradaki 16sin (Leu) fenilalanine (Phe) degismistir. En sik gozlenen iiglincii
varyasyon ise 463C>T (rs11757217) sessiz varyasyondur ve sinonim bir aminoasit
degisimine (A>A) neden olmustur. Sessiz varyasyon hasta grubunun %18,3"linde
kontrol grubunun ise %10'unda gozlenmistir (Tablo 12, Sekil 27 ve Sekil 28, 29).
FOXO3 geni ekzon 1'de gozlenen missense varyasyon ve yeni mutasyonlarin
fonksiyonel oldugu ancak istatistiksel olarak POY ile iliskisinin olmadig1 saptanmigtir

(p>0.05).

Tablo 12. FOXO3 geni ekzon 1 dizi analizi sonuglari.

H12 Heterozigot

K6 343 CIT 14 Leu/Phe Heterozigot

K3 463 CIT 53 A/A Heterozigot rs11757217
€.159C>T

H44 463 CIT 53 AJA Homozigot rs11757217
€.159C>T

K36 463 CIT 53 AIA Heterozigot rs11757217

H53 463 CIT 53 AJA Heterozigot rs11757217
€.159C>T

H5 463 CIT 53 AIA Heterozigot rs11757217

K28 463 CIT 53 AJA Heterozigot rs11757217
€.159C>T

K9 463 CIT 53 AJIA Homozigot rs11757217
€.159C>T

H20 463 CIT 53 AJA Homozigot rs11757217
€.159C>T

H28 463 CIT 53 AJIA Homozigot rs11757217
€.159C>T

H59 463 CIT 53 AIA Homozigot rs11757217
€.159C>T

H51 463 CIT 53 AIA Heterozigot rs11757217
€.159C>T

54



H29

H36

H42

K21

K56

H56

463
€.159C>T
463
€.159C>T
463
€.159C>T
463
€.159C>T
463
€.159C>T
463
€.159C>T

(Tablo 12'nin devam)

Sekil 27. FOXO3 geni dizi analizine ait niikkleotid pikleri. K21 ¢.159C>T p.A53A (rs 11757217)
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Sekil 28. FOXO3 geni analizine ait niikleotid pikleri. H12 345C>G p.Glul4Pro

H42 CCCGGC-CC CGCT-CTCTC CGCTCGAAGT GGAGCTGGAC CCGGAGTTCG AGCCCCAGAG
H12 CCCGGC-CC CGCT-CTCTC CGCTGGAAGT GGAGCTGGAC CCGGAGTTCG AGCCCCAGAG
K21 CGCCGGC-CC CGCT-CTCTC CGCTCGAAGT GGAGCTGGAC CCGGAGTTCG AGCCCCAGAG
K6 AGCCCTCGGG GGAGACGGCC GCCGACTCCA TGATCCCCGA GGAGGAGGAC GATGAAGACG
K46 AGCCCTCGGG GGAGACGGCC GCCGACTCCA TGATCCCCGA GGTGGAGGAC GATGAAGACG
H47 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGCGGCTGGG GGCTCCGGGC
H50 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGCGGCTGGG GGCTCCGGGL
H28 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGTGGCTGGG GGCTCCGGGC
H59 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGTGGCTGGG GGCTCCGGGC
H51 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGTGGCTGGG GGCTCCGGGL
H29 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGTGGCTGGG GGCTCCGGGC
H36 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGTGGCTGGG GGCTCCGGGC
H42 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGTGGCTGGG GGCTCCGGGC
H12 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGCGGCTGGG GGCTCCGGGL
K57 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGCGGCTGGG GGCTCCGGGC
H53 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGCGGCTGGG GGCTCCGGGC
K21 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGTGGCTGGG GGCTCCGGGC
K45 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGCGGCTGGG GGCTCCGGGL
K56 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGTGGCTGGG GGCTCCGGGC
K14 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGCGGCTGGG GGCTCCGGGL
H8 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGCGGCTGGG GGCTCCGGGL
K6 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGCGGCTGGG GGCTCCGGGL
K46 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGCGGCTGGG GGCTCCGGGL
H54 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGCGGCTGGG GGCTCCGGGL
H56 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGTGGCTGGG GGCTCCGGGC

Sekil 29. FOXO3 geni dizi analizi sonuglart.

56



H20 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGTGGCTGGG GGCTCCGGGL
H5 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGCGGCTGGG GGCTCCGGGL
K9 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGTGGCTGGG GGCTCCGGGC
K15 TGCTGCAGCC TCAGCAACCG CTGCCACCGC CGCAGCCGGG GGCGGCTGGG GGCTCCGGGL
K21 AGCCCTCGGG GGAGACGGCC GCCGACTCCA TGATCCCCGA GGAGGAGGAC GATGAAGACG
K57 AGCCCTCGGG GGAGACGGCC GCCGACTCCA TGATCCCCGA GGAGGAGGAC GATGAAGACG
H53 AGCCCTCGGG GGAGACGGCC GCTGACTCCA TGATCCCCGA GGAGGAGGAC GATGAAGACG
K14 AGCCCTCGGG GGAGACGGCC GCCGACTCCA TGATCCCCGA GGAGGAGGAC GATGAAGACG
H8 CCGGC-CC CGCT-CTCTC CGCTCGAAGT GGAGCTGGAC T-GGAGTTCG AGCCCCAGAG

K6 GGGGC-CC CGCTGCTCTC CGTTCGAAGT GGAGCTGGAC CCGGAGTTCG AGCCCCAGAG

(Sekil 29'un devamm)
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5. TARTISMA

Prematiire ovaryen yetmezligi genel olarak toplumda %1 siklikta gézlenen bir
diizensizliktir ve giiniimiizde ilerleyen hamilelik yasma bagli olarak daha da
yayginlasmaktadir. Hormonal kontraseptiklerin kullanilmasi POY"'u siklikla gizler ve bu
durum kontraseptiklerin kullanimini birakip ¢ocuk sahibi oluncaya kadar devam eder.
Idiyopatik POY'un &nlenmesi igin etkenlerin tam olarak belirlenememesi, etyolojisinin
cok derinlerde yatmasi, POY'un teshisini siklikla geciktirmektedir. Toplumda sik
gbzlenen gen varyantlari, %1'den fazla ise polimorfizm olarak tanimlanir. Ancak aa.
degisikligine neden olan nadir polimorfizmler diisiik sikliktadir. Bunun yani sira, aa.
degisimi yapmayan nadir polimorfizmler sessiz mutasyonlar olup bunlar mRNA'da
splicing degisimi yapmadikga zararsizdir (Watkins ve ark., 2006).

INHA, BMP15 ve FOXO3 genlerinin POY gelisimindeki rolleri dikkate
alindiginda, bu genlerin POY ¢aligmalar1 i¢in potansiyel aday genlerden oldugu ileri
stirilmektedir. INHA, BMP15 ve FOXO3 genlerinin mutasyonlari ile POY arasindaki
iligkiyi incelemek i¢in farkli populasyon ve etnik gruplarda ¢ok sayida calismalar
yapilmistir. Bu c¢aligmalarda birgok benzerlik ve farkliklar bulunmustur (Suzumori ve
ark., 2007; Adhikari ve Liu, 2009; Shelling, 2010; Pouresmaeili ve Fazeli, 2014).

Calismamizda INHA, BMP15 ve FOXO3 genlerinin birer ekzonunda mutasyon
taramas1 yapmak amaciyla 60 POY'lu ve 60 saglikli fertil kadin kontrol olmak {izere
toplam 120 kisi incelenmistir. Hasta grubunda 40 yas alti ve premature ovaryen
yetmezlik tanis1 almis 60 vakada, kontrol grubunda ise 40 yas iistii normal mens
dongiisine devam eden ve normal menopoza girmis bireyler arastirmaya dahil
edilmistir. Hastalarin yas ortalamasi1 33,5 (en diisiik yas 23, en yiiksek 39), kontrollerin
yas ortalamasi ise 52,3'tlir (en diisik 42,en yiiksek 71). Arastirmaya katilan tim
bireylerin yas ortalamasi1 43,7'dir. Incelenen &rnek sayisi, yas, yiiksek FSH
(FSH>40mU/mL.) ve diisiik 6strojen (E<10mU/mL.) gibi demografik 6zellikler diger
caligmalar ile uygunluk gostermektedir (Fassnacht ve ark., 2006, Zhang ve ark., 2006;
Persani ve ark., 2009; Tiotiu ve ark., 2010; Usman ve ark., 2012; Rabet ve ark., 2012;

Ferrarini ve ark., 2013).



51. BMP15 Geni

POY biiyiik 6l¢iide heterojen bir hastaliktir ve etyolojisinin agiklanmasi oldukga
zordur. BMP15'in 6nemi fertilizasyonu diizenlenmesidir (Golloway ve ark., 2000). Son
yillarda BMP15in memeli disi tiremesinde anahtar role sahip oldugu belirtilmistir
(Shimsaki ve ark., 2004; Knight ve Glister, 2006). Overler igindeki oositlerden
sentezlenen BMP15, folikiillerin gelismesi ve biiylimesinde rol alir (Otsuka ve ark.,
2000). Yapilan ¢alismalarin sonuglart BMP15 genindeki mutasyonlarin sendromik
olmayan POY ile iliskili oldugunu gostermektedir ( Di Pasquale ve ark., 2004; 2006;
Laissue ve ark., 2006; Dixit ve ark., 2006; Veitia ve ark., 2009). Benzer sekilde bizim
calisma grubumuzda da BMP15 mutasyonlar1 sendromik ve kromozomal olmayan
POY'lu hastalarda gézlenmistir.

BMP15'de gozlenen varyantlarinin genel populasyondaki oram1 %1.5-%12'dir.
(Dipasquale ve ark., 2004; Dixit ve ark., 2006; Laissue ve ark., 2006; Rossetti ve ark.,
2009; Wang ve ark., 2010). Saglikli kontrol grubumuzda BMP15 varyant oran1 %]1,7
olup genel populasyondaki oran araligindadir. Bununla birlikte Persani ve arkadaslari
farkli etnik gruplar arasinda yapmis olduklari bir ¢alismada BMP15 varyantlarinin
oraninin 0-%12 arasinda degismekte oldugunu gozlemislerdir. BMP15 geni iizerinde
farkli populasyon (Asya, Cin, Hint, Kuzey Afrika ve USA) ve etnik gruplarda yapilan
caligmalarda saglikli kontrol ve POY vakalarinda gozlenen varyantlarin frekanslarinda
farkliliklar gézlenmistir (Dipasquale ve ark., 2004; Dixit ve ark., 2006; Laissue ve ark.,
2006; Rossetti ve ark., 2009; Persani ve ark., 2010). Di pasquale ve arkadaslari, ovaryen
disgenezli primer amenoreye sahip yiiksek gonadotropik ovaryen yetmezlik ile
karakterize iki kiz kardeste BMP15 geninin ilk mutasyonunu (p.Y235C) rapor etmistir.

Calismamizda POY vakalarinda BMP15'te gozlenen varyantlarin siklig1 (%6,7)
kontrol grubuna (%1,7) gore yaklasik 4 kat daha fazladir. Dixit ve arkadaslarinin
yapmis olduklari bir baska ¢alismada 133 POY vakasinin 13 tanesinde (%9.77) ve 197
kontrol vakasinin 10 tanesinde (%5,07) bu varyasyonu belirlemislerdir (Dixit ve ark.,
2006). BMP15 varyantlari bakimindan POY vakasinin kontrol vakasina gore 1,9 kat
fazla belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda ise bu oran 3 kat fazladir.

Kuzey Afrika, Kafkas ve Hint populasyonlarinda POY'un fenotipi BMP15 geniyle
iliskilendirilmistir. Buna karsin BMP15 mutasyonlar1 POY'lu 15 Japon, 38 Yeni
Zellandali, 92 Cinli POY vakalarinda belirlenememistir (Persani ve ark., 2009). Son
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zamanlarda Kafkas irkinda yapilan bir ¢aligmada POY vakalarimda FMR1 premutasyon
tastyicilarindan sonra BMP15 heterozigot varyasyonlar 2. siklikta yer almaktadir. Bu
bulgular BMP15 varyasyonlariin POY'un kompleks patogenezinde rol aldigini
gostermektedir (Rossetti ve ark., 2004). Buna bagli olarak BMP15 varyantlarinin
POY'un genetik orjininin desteklenmesinde ve premature ovaryen yaslanmasina
yatkinligin artmasinda en yiiksek frekansa sahip oldugu 6ne siiriillmektedir (Persani ve
ark., 2010).

BMP15 ve GDF9 genlerindeki missense mutasyonlar, proteinlerin eksikligi,
kismi fonksiyon kaybi veya tamamen kaybi, biyoaktivite kaybi, defektif sekresyon ve
protein kararliginda bozulma gibi etkilere yol agar (Di pasquale ark., 2004). Missense
mutasyonlar abnormal dimerik tiriinler ve tamamlanmamis monomerlerin sekresyonuyla
sonuclanir ve reseptore baglanmaya engel olarak normal protein fonksiyonlarin
antogonize ederek bu etkiyi gosterir (Otsuka ve ark., 2011). BMP15 geninin sekans
analizinde ekzon 1'deki G308A'nin (rs41308602) heterozigot missense en yaygin allel
oldugu ve 103. aa. pozisyonunda Asparajin (N) Serin (S) aa.'ine degisimine neden
oldugu saptanmistir (Laissue ve ark., 2006). Calismamizda saglikli kontrollerden farkli
olarak bir hastada % 1,7 308A>G homozigot missense mutasyon (%1,7) gézlenmistir.
Ayrica BMP15 geni ekzon 1'de simdiye kadar gézlenen mutasyonlardan farkli olarak bir
hastada % 1,7 homozigot insersiyon G missense mutasyonu sonucunda BMP15'in
propeptid kisminda 25. aa. pozisyonunda metiyonin (M) aspartik aside (D); diger bir
hastada 28C>G heterozigot mutasyon sonucunda BMP15'in sinyal peptid kisminda 10.
aa. pozisyonunda Losinin (L) Valine (V) degisimi, ikinci mutasyon ise 62A>G
heterozigot degisimi sonucunda BMP15'in propeptid kisminda 21.aa pozisyonunda
histidin (H) arjinine (R) degisimi olmak iizere iki farkli mutasyon saptanmigtir. Kontrol
grubunda 46T>C heterozigot mutasyon sonucunda BMP15'in sinyal peptid kisminda
16. aa. pozisyonunda valin (V) alanine (A) dontismiistiir. Toplumda POY'lu ve 46,XX
karyotipine sahip olanlarin %4.2'sinde  BMP15 geninde missense varyantlar
gozlenmistir (Ferrarini ve ark., 2013). Laissue ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada
BMP15 geni ekzon 1'de G308A heterozigot transisyonu, hastalarin %99'nda ve
kontrollerin de %99'da ayn1 varyasyonu belirlemislerdir. Dixit ve arkadaslar1 yaptiklar
bir ¢calismada POY ile iliskilendirilen ¢.-9C>G, ¢.308A>G ve 852 C>T olmak iizere 3

farkli varyasyon bulmuslardir. Fakat Peng ve arkadaslarinin, Cinli POY vakalarinda
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yaptigi ¢aligmada bu varyasyonlar tespit edilmemistir (Peng ve ark., 2007). Tiotiu ve
arkadaglar1 yapmis olduklar1 bir ¢alismada 50 POY'lu hastanin 7'sinde (%14) ve 214
kontrol vakasinin 25'inde (%11,7) 308A>G varyasyonu belirlemis olup bu varyasyon
POY vakalarinda kontrollere gore %1,19 kat fazladir (Tiotiu ve ark., 2010). POY
vakalarinda elde ettigimiz 308A>G varyasyonunun kontrollere gore %1,67 kat daha
fazla olmasi Tiotiu ve arkadaglarinin bulgularina benzerlik gostermektedir. Usman ve
arkadaslar1 (2013) yaptigi bir baska ¢alismada 42 POY hastasinda BMP15 geninin
kodlanan bolgesinde farkli dizi varyasyonlar1 bulmus olup bu varyasyonlar arasinda en
sik goriileni %4,7 308A>G'dir ve bizim buldugumuzdan yaklasik 2,8 kat fazladir. Bu
degisim etnik grup ve calisilan Ornek sayilarindaki farkliliklardan kaynaklanabilir.
Laisue ve arkadaglari yaptigi calismada hasta ve kontrollerde ayni oranda 308A>G
mutasyonu saptamiglardir.

Bizim ¢alismamizda oldugu gibi yapilan birgok ¢alismada ekzon 1'deki sekans
analizlerinde rs41308602 SNP (308A>G) ile birlikte farkli yeni mutasyonlar tespit
etmislerdir (Di Pasquale ve ark., 2004; Moron ve ark., 2007; Zhangve ark., 2007;
Ledigve ark., 2008; Laisue ve ark., 2008; Demars ve ark., 2013; Persani ve ark., 2014).
Rana Al-ajoury ve arkadaslarinin (2014) 65 Suriye kokenli POY hastasi ve 100 saglikli
kontrolde yaptiklart ¢alismada BMP15 ekzon 1'de 308A>G missense mutasyonu
belirlemiglerdir. Calisilan hasta grubu sayisi ve bulunan mutasyon orani bizim
calismamizin sonuclar1 ile benzerlik gostermektedir. Asir1 ovaryen stimiilasyon
sendromlu hastalarda yapilan bir ¢alismada BMP15 geninin ekzonl ve ¢evresinde 4 tane
yaygin 1541308602, rs3810682, 1s3897937, 1s1268730 SNP'ler belirlenmistir.
Bunlardan bizim de buldugumuz rs41308602 N103S varyant1 heterozigot olarak %27,3
oraninda olup bu varyantin istatistiksel olarak elde edilen sonuglar dogrultusunda asirt
ovaryen stimiilasyon ile iliskisi oldugu one stiriilmistiir (Moron ve ark., 2006).

Zhao ve arkadaglarinin (2008) spontan dizigotik ikizleri olan 933 kadin ve 1512
saglikli kontrol grubu iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, BMP15 geni varyant analizinde
BMP15 geni ekzon 1'de protein dizisinde degisiklige neden olan varyasyonlar c.181
C>T p.Arg6lTrp, c.182G>A p.Arg61Glu, ¢.202C>T,p.Arg68Trp, c.226 C>T
p.Arg76Cys, c.227G>A p.Arg76His bizim calismamizda da gozlenen varyantlardan
farklidir. Bulgularimizin farkli olusunun birinci nedeni POY’lu vakalar iizerinde

calismis olmamiz ikincisi ise bolgesel farklilik olabilir.
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Tiotiu ve arkadaslar1 50 POY ve 214 saglikli kontrolde yaptiklar1 ¢alismada hastalarin
7'sinde ve kontrollerin 25'inde N103S varyasyonu ile birlikte bircok yeni mutasyon
bulmuslardir (Tiotiu ve ark., 2010). Dixit (2006) ve arkadaslar1 yaptigi bir ¢alismada
ekzon 1 'de c.181C>T, ¢.182G>A, ¢.226C>T, ¢.227G>A, ve ¢.308A>G 5 yeni varyanti
5 hastada saptamisglar kontrollerde ise saptanmamustir. Di pasquale ve arkadaslari1 (2006)
yapmis olduklart bir baska c¢alismada 7 hastanin birinde ¢.202C>T, 5 hastada
€.538G>A, bir hastada ¢.704A>G BMP15 yeni varyantlarin1 bulmuslardir. Tiotiu ve
arkadaslar1 (2010) yaptigi bir ¢alismada 2 hasta ve 2 kontrolde BMP15 ekzon 1'de
308A>G ve bir hastada 242A>G ve 595G>A varyasyonu saptamiglardir. Liu ve
arkadaglar1 (2010) 216 POY ve 200 kontrolde yaptiklar1 ¢alismada BMP15 geni ekzon
1'de bir hastada A308G ve 4 hastada farkli yeni mutasyon (c.C34G, ¢.G109C, ¢.C169G,
€.G288C) bulmuslardir. Kontrol grubunda ise bu mutasyonlarin higbiri gézlenmemistir.

Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde hasta grubunda bulunan mutasyonlar
kontrol grubunda gdzlenmemistir (insersiyon G, C28G, A62G, A308G). BMP15 ekzon
1'de buldugumuz missense varyasyon ve mutasyonlarin aa. degisikligine neden oldugu
ancak istatistiksel olarak POY ile iliskili olmadig1 saptanmustir (p>0.05). Insan, koyun,
sigir, domuz ve farelerde BMP15 geni homoloji gostermektedir (Demars ve ark., 2013).
Farelerde yapilan caligmalarda biyolojik olarak BMP15'in eksikligi (Hashimoto ve ark.
2005) ve biyolojik olarak aktif olan BMP15'in asir1 ekspresyonunun ovaryen rezervin
erken tiikkenmesine neden oldugu gézlenmistir (McMahon ve ark., 2008). BMP15 geni
tizerinde calistigimiz ekzon 1, BMP15 proteinin sinyal ve propeptid kismini
kodlamaktadir. Kemirgen ve sigirlarda yapilan hiicresel (cov434) galismalarda sinyal ve
propeptid kismindaki aa. substutisyonlari BMP15 proteinin  wild-type ile
karsilastirildiginda proteinin aktivitesinin ve ekspresyonunun azalmasina yol agtigi 6ne
stiriilmiisttir (Al-Musawi ve ark., 2013).

Over biyopsisinde folikiillerin yetersizligi ile birlikte streak over ve primer
amenoresi olan Bat1 Hintli bir hastada BMP15'in propeptid kismindaki L148P varyanti
belirlenmistir (Laissue ve ark., 2006; Tiotiu ve ark., 2010). Benzer sekilde hasta
grubumuzda BMP15 geni ekzon 1'deki aa. degisimine neden olan mutasyonlarin
kemirgen ve sigirlarda oldugu gibi BMP15 proteinin aktivitesinin ve ekspresyonunun

azalmasina yol agabilir ve POY"'a neden olabilir.
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5.2. INHIBIN Geni

Inhibin, ovaryen fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol alir. inhibin geninin yam
sira diger genlerin POY'a olan etkileri, yasam bi¢imi, bolgesel ve etnik koken gibi
faktorlerde 6nemlidir (Corre ve ark., 2009). INHA mutasyonu POY'un erken baslangici
ile iliskilendirilmistir (Shelling ve ark., 2000). insan inhibin alfa geni at, sigir, domuz,
koyun, fare ve rat dizilerinde %80 homoloji gosterir (Yamanochive ark., 1995). Nadir
goriilen bir mutasyon olan Ala257Thr 3 farkli populasyonda POY ile iliskilendirilmistir.
POY'un etyolojisinde anahtar role sahip olan bu mutasyon 3'UTR 'deki varyantlar;
MRNA stabilitesini ve gen ekspresyonu ve translasyonun verimliligini etkileyerek
POY'a neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Chen ve ark., 2006; Corre ve ark., 2009;
Chand ve ark., 2010; Mark ve ark., 2014).

Bu tiirlerin INHA proteinin aminoasit dizileri karsilastirildiginda 257. kodondaki
alanin aa. at, domuz, sigir, koyun ve tavuklarda korundugu fakat ratlarda serin igerdigi
belirlenmistir. Bu bilgiler bize 257. kodonda alanin aa.'in protein fonksiyonunda énemli
bir role sahip oldugunu goéstermektedir. Ovaryen fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol
oynayan hormonlar veya reseptorleri kodlayan genlerdeki SNP varyasyonlari POY yada
premature ovaryen yaslanmasindan sorumlu olabilir (Hoogendoorn ve ark., 2003).
INHA kodon 257 (rs12720062) polimorfizminde, AA alleli tim populasyonda nadir
olarak bulunmaktadir. 257. kodondaki varyant aa.'in fonksiyonel 6nemi heniiz tam
olarak bilinmemekle beraber bazi varsayimlar bulunmaktadir. Birgok ¢alismada
769G>A varyanti ve Ala257Thr nonkonservatif aminoasit degisimi folikiiler gelisimde
onemli oldugu vurgulanmistir (Marozzi ve ark., 2002). Son zamanlarda yapilan
caligmalarda polimorfizm etkilerinin fertilite oranlarina olan etkisi iizerine
odaklanilmistir (Silva ve ark., 2014). Alaninin treonine doéniisiimii, olgun peptidin
resOptore baglanma bolgesinde degisim meydana getirir. Bu missense Ala257Thr
degisimi reseptor sinyal transdiiksiyon yolaginda aktivasyonda yetersizlikle sonuglanir
ve inhibinin baglanmasinda bozulmalara neden olur. Diger bir ifade ile inhibinin
resOptore baglanmasini engelleyerek negatif feedback ile FSH seviyesinde ve sinyal
yolaklarindaki degisim ile sonuglanmaktadir (Richardson ve ark., 1987; Welt ve ark.,
2009). Bu missense varyasyonun fonksiyonel etkisi i¢in bir baska alternatif hipotez ise
glikolizasyon degisimi yada motor proteinin bdliinmesi ve dimer olusumunun

onlenmesi olarak belirtilmistir. INHA genindeki gen mutasyonlar1 biyoaktif inhibin
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seviyesinin azalmasina ve siirekli olarak FSH seviyesinin artmasina ve folikiillerin hizl
tikenmesine neden olur (Shelling ve ark., 2000; Dixit ve ark., 2004; Jeong ve ark.,
2004; Chand ve ark., 2010).

POY'a neden olan INHA varyantlarinin siklig1 tam olarak belirlenmis degildir.
(Shelling ve ark., 2000; Marozzi ve ark., 2002; Dixit ve ark., 2006; Corre ve ark., 2009;
Persani ve ark., 2010). Populasyon ¢alismalarinda etnik kokene bagli INHA varyasyon
orani %0-11 arasinda degismektedir. Calismamizda hasta grubunda mutasyon oram
yaklagik %6,7 iken kontrol grubunda mutasyon orani yaklasik %]1,7 olarak
hesaplanmistir. Hasta grubumuzda mutasyon orani kontrol grubuna gore yaklasik 4 kat
fazladir. Hasta grubunda mutasyon orani (%6,7) genel populasyonda etnik kdkene bagli
mutasyon orani (%0-11) aralifindadir. Yapilan bir ¢alismada INHA varyantlarinin
siklig1 Italyan populasyonunda %4-5'tir, oysaki Alman, Kore (Jeong ve ark., 2004) ve
Arjantin  populasyonlarinda bu varyasyon ile POY arasinda bir iliski tespit
edilememistir (Sundblad ve ark., 2006). Bizim sonuglarimiz (%6,7) ile Jeong ve
arkadaglarinin (2004) sonuglarindan (%4-5) biraz yiiksektir. Bunun nedeni incelenen
ornek sayist ve bolgesel farkliliga bagli olabilir. Bolgesel ve etnik olarak farkli
populasyonlarda inhibin alfa gen polimorfizmlerinin POY riskini 6nemli derecede
etkiledigi gosterilmistir. Shelling (2000), Marozzi (2002) ve Dixit (2004) yapmis
olduklar1 ¢alismalarda G769A varyant1 9/80 hintli POY vakasinda, 7/157 italyan POY
vakasinda belirlenirken 0/84 Koreli POY vakasinda ve 0/43 Yeni Zellanda'li POY
vakasinda saptanmamistir (Shelling ve ark., 2000; Hanevik ve ark., 2011; Pouresmaeili
ve Fazeli, 2013). INHA genindeki A257T varyasyonu ilk olarak Yeni Zellanda'da rapor
edilmistir. Bu galismada 43 POY hastasinin sadece {igiinde A257T varyasyonu tespit
edilmistir (Shelling ve ark., 2000). 150 kisilik kontrol grubunda sadece bir kisi de ayni
varyasyon A257T rapor edilmistir (Anasti ve ark., 1998; Marozzi ve ark., 2002).
Fallahian ve arkadaslarmin (2009) Iranl 24 POY hastasi ve 24 kontrolde yaptigi bir
calismada, G769A niikleotid degisiminin 4 hastada gézlenmis olup kontrol grubunda ise
gozlenmemistir.

Calismamizda hasta grubunda A257T varyasyonu 2 hastada (%3,34) saptanmis
ancak kontrol grubunda ise bu varyasyon bulunmamistir. Hasta grubunda belirlenen bu
oran Shelling ve Marozzi'nin belirlemis olduklar1 varyasyon orani (0-%4-5) araliginda
yer almaktadir (Shelling ve ark.,, 2000; Marozzi ve ark., 2002). INHA gen
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polimorfizmlerinin belirli etnik populasyonlarda (Hindistan, italya, Almanya, iran)
yapilan calismalarda farklilik gosterdigi bulunmustur (Pouresmaeili ve Fazeli, 2013).
Calismamizda hasta grubundaki INHA genindeki mutasyon oranimiz kontrol grubuna
gore yaklasik 4 kat fazla olup daha O6nce yapilan ¢alismalarin sonuglar1 ile benzerlik
gostermektedir (Pouresmaeili ve Fazeli, 2013; Mark ve ark., 2014).

Shelling ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada 43 POY'lu hastanin
yaklagik %7'sinde 769G>A varyanti bulunmustur (Shelling ve ark., 2000). Corre ve
arkadaslar1 birbirinden bagimsiz olan Italyan ve Alman POY'lu 611 hasta ve 1084
kontrolde iki promotor bolge ve bir kodlanan bolgeyi (769G>A) incelemisler ve
promotor bolgenin allellik frekanslari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligkinin
olmadigi, kodlanan bolgedeki 769G>A varyantinin kontrol grubunda daha sik oldugunu
gozlemisglerdir (Corre ve ark., 2009). Bu ¢alismada onceki ¢alismalardan ¢ok daha fazla
ornek incelenmistir ve kodlayan bolgedeki 769G>A varyantinin ovaryen fonksiyonun
kaybina karsin koruyucu etkisi oldugu 6ne siiriilmiistiir. Calistigimiz 6rnek sayis1 Corre
ve arkadaglarinin ¢alistigi ornek sayisindan ¢ok daha az ve hasta grubunda kontrollere
gore 769G>A varyasyonun yiizde dagilimlarinin fazla olmasina ragmen POY ile
varyasyon arasinda benzer sekilde istatistiksel olarak bir iliski bulunamamistir (p>0.05).
POY etyolojisi ile ilgili yapilan bir ¢alismada POY ve INHA geni arasinda bir iligki
oldugu belirlenmistir. Fakat inhibinin ekspresyonunun azalmast ve INHA geni
polimorfizmleri arasindaki iliski kesin olarak belirlenememistir (Cordts ve ark., 2011).

Calismamizda hasta grubunda iki kontrol grubunda ise birbirinden farkli ii¢ yeni
mutasyon bulunmustur; hasta grubundan birinde 920G>A heterozigot missense
mutasyonu (%1,67) ile 247 aa. pozisyonunda R(arjinin) aminoasiti H (histidin)
aminoasitine degisimi, digerinde ise 973G>A heterozigot mutasyon (%1,67) ile 265 aa.
pozisyonunda V (valin) aa. L (18sin) aa. degisimi meydana gelmistir. Kontrol grubunda
ise bir kigside 971G>A heterozigot missense mutasyon (%1,67) ile 264 aa. pozisyonunda
R (arjinin) > K (lizin) aa. degisimine neden oldugu belirlenmistir. Bu degisimler yeni
mutasyon olarak degerlendirilmistir.

Shelling (2000), Marozzi (2002) ve Dixit ( 2005, 2006) primer ve sekonder amenoreli
hastalarda yapmis olduklar1 ¢alismalarda 769G>A mutasyonunu saptamislardir.Yapilan
bir diger caligmada 129C>T INHA gen SNP'leri POY ile iliskili olabilecegi
distiniilmiistir (Marozzi ve ark., 2002). Ayni zamanda Dixit ve arkadagslar1 (2004)
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yapmis olduklari ¢alismada sekonder amenoreli hastalarda bizim bulgularimizdan farkl
olarak 275G>A, 525C>A, primer amenoreli vakalarda ise 545C>A mutasyonlarini
bulmuslardir (Laissue ve ark., 2008). Rah ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 diger bir
calismada Koreli POY'lu kadinlarda INHA geninde 16C>T ve 124A>G varyasyonlarini
bulmuslar ve POY i¢in risk olusturabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Calismamizda INHA geninde hasta grubunda R247H ve V265L, kontrol
grubunda ise R264K yeni mutasyonlarin fonksiyonel oldugu ancak istatistiksel olarak
incelendiginde POY ile aralarinda bir iliski bulunmamistir (p>0.05). POY ve inhibin
alfa subunitindeki genetik varyasyonlari arasindaki iliskilerin anlasilmasi i¢in daha

genis populasyon c¢aligsmalarina ihtiyag¢ vardir.

5.3. FOXO3 GENi

FOXO3 proteini, overler tarafindan sentezlenir ve overlerin gelismesi ve
fonksiyonunda gorev yapar. FOXO3 proteininde aminoasit yer degisimleri proteinin
konformasyonunda degisimler meydana getirebilir ve bu degisimler fonksiyonel
bozulmalara neden olabilir (Timmer ve Reindollar, 2003). FOXO3 mutasyonu
bakimindan heterozigot tek forkhead transkripsiyon faktor allelinin mutasyonu,
fonksiyon kaybina bunun sonucunda bir ¢ok kalitsal hastaliklara neden olabilir
(Watkins ve ark., 2006). FOXO3 geninde polimorfizmler yada mutasyonlarin varligi
menarsdan dnce primordial folikiiliin tiikenmesi sonucu POY olusumuna etki edebilir
(Timmer ve Reindollar, 2003). Disi transgenik farelerde siirekli aktif olan FOXO3
folikiiler ve oosit gelisimine hasar vererek anovulasyona neden oldugu O©ne
stirilmektedir (Liu ve ark., 2007).

Bizim galismamizda FOXO3 geni ekzon 1'in dizi analizinde en sik gozlenen
varyasyon 463C>T, ¢.159C>T (rs11757217) sessiz varyasyonu olup hasta grubunda
%18,3 kontrol grubunda ise %10 siklikta gbzlenmistir. Bunun yan1 sira hasta grubunda
%1,7 345C>G heterozigot Glul4Pro missense ve kontrol grubunda %21,7 343C>T
heterozigot Leul4Phe missense mutasyon olmak iizere iki yeni mutasyon saptanmistir.
Yeni missense mutasyonlarin fonsiyonel oldugu ancak istatistiksel olarak POY ile
iliskisinin olmadig1 gozlenmistir (p>0.05).Gallardo ve arkadaslart POY'lu 93 italyan,
164 Kuzey Amerikali, 25 Fransiz, 10 Alman, 10 Giiney Koreli ile birlikte 22 Kuzey

Amerikali normal kontrol {izerinde yapmis olduklari bir calismada FOXO3 gen ekzon 1
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bolgesinde ¢alismamizda gozledigimiz ayn1t mutasyonu c.159C>T (rs 11757217) tespit
etmisler ancak bulduklar1 diger {i¢ yeni, c.280C>T p.L94P, c.281T>C sessiz mutasyon
ve €.419C>T p.Al40V missense mutasyonu bizim buldugumuz yeni mutasyonlardan
farklidir (Gallardo ve ark., 2008).

Watkins ve arkadaslarinin 120 hasta lizerinde yaptiklari bir ¢alismada 19 hastada
FOXO3 geni ekzonl'de bizim buldugumuz ayni ¢.159C>T p.A53A sessiz mutasyonun
yani sira, 5 hastada yeni ¢.419C>T A140V missense mutasyonu bulmuslardir (Watkins
ve ark., 2006). Cinli 114 POY vakasi iizerinde yapilan bir ¢alismada FOXO3 geninde
mutasyon ¢alismasi yapilmig ve 5 tane yeni missense mutasyon ¢.71C>A (p.Pro24His),
c.140C>T (p.Pro47Leu), c.184G>A (p.Asp62Asn), ¢.1652C>T (p.Ser551Phe),
c.1697C>G (p.Gly566Ala) bulunmus ve 100 kontrol grubunda bu mutasyonlarin hig biri
bulunmamistir. Bu missense mutasyonlar genin korunmus bolgesinde yer almaktadir.
Bu nedenle bu mutasyonlarin primordial folikiil aktivasyonuna ve abnormal oosit
apoptozisine neden olabilecegi ve overlerde erken folikiil tilkenmesine yol agabilecegi
One sirilmistir (Wang ve ark., 2010). FOXO3 geni, knouckout farelerde POY
fenotipleri olusturulmus ve ovaryen folikiillerin erken tiilkenmesine neden oldugu
belirtilmistir (Wang ve ark., 2010). Farelerde transkripsiyon faktér FOXO3 primordial
folikiil aktivasyonu i¢in potansiyel baskilayicisi ve 6nemli bir diizenleyicisidir (Gallardo
ve ark., 2008).

FOXO3 genindeki belirlenen degisimlerinin POY'un etyolojisinde ortak bir
mekanizma olmadigi, baska diger varyasyonlar ile etkilesimlerinin olabilecegi, genetik
mekanizmalarda c¢ok farkli yolaklarin varligi ve bu yolaklarda farkli genlerin rol
alabilecegi de diistiniilmektedir (Andrew ark., 2005; Watkins ve ark., 2006; Vinci ve
ark., 2008).

Calismamizda FOXO3 geni ekzonl'de buldugumuz amino asit degisimlerine
neden olan yeni mutasyonlarin, potansiyel olarak zararli olabilecegi diisiincesindeyiz.
Bunun yani sira BMP15, INHA ve FOXO3 genleri ile ilgili populasyon caligmalari

genisletildiginde daha kesin sonuglar elde edilebilecegi kanaatindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Tamami Orta Karadeniz Bolgesinden alinan, POY'lu hasta ve saglikli kontroller
ile yapilan bu ¢alismada, POY'a neden olan genetik faktorlerden oldugu diisiiniilen
INHA, BMP15 ve FOXO3 genlerine ait birer ekzon bolgesine dizi analizi yapilmustir.
INHA geni ekzon 1'de gozlenen varyantlarin dagilimlari hasta grubunda %6,7 ve kontrol
grubunda %1,7'dir. Hasta grubundan 2 hastada p.A257T (rs12720062) heterozigot
missense, bir hastada p.R247H heterozigot missense, bir hastada ise p.V265L
heterozigot missense mutasyonun yani sira kontrol grubundan bir kiside ise p.R264K
heterozigot missense mutasyonu gozlenmistir.

BMP15 geni ekzon 1'de gozlenen varyantlarin hasta grubunda %6,7 ve kontrol
grubuna %1,7'dir. Hasta grubunda ii¢ kiside dort ayr1 missense mutasyon gozlenmistir.
Bunlar hasta grubunda 308A>G p.N103S bir homozigot missense, bir kiside 28C>G
p.L10V ve 69A>G p.H21R iki ayr1 heterozigot missense ve p.M25D degisimine neden
olan bir insersiyon G mutasyonlar1 gézlenmistir. Kontrol grubunda ise hasta grubunda
gbzlenen mutasyonlarin olmadig1 sadece bir kiside p.V16A degisimine neden 46T>C
heterozigot missense mutasyon gézlenmistir.

FOXO3 geni ekzon 1 i¢in hasta grubunda %1,7 345C>G ve kontrol grubunda,
343C>T heterozigot iki yeni missense mutasyonun yani sira hasta grubunda %18.3
kontrol grubunda ise %10 siklikta c¢.159C>T (rs11757217) sessiz varyasyon
saptanmuistir.

INHA, BMP15 ve FOXO3 genlerinde saptanan missense varyasyon ve mutasyonlarin
fonksiyonel oldugu ancak istatistiksel olarak POY ile iligkisinin olmadigi saptanmistir
(p>0.05).

INHA, BMP15 ve FOXOS3 gen mutasyonlarinin POY'a olan etkilerinin
belirlenmesi i¢in farkli populasyonlarda genisletilmis ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
Gelecek calismalarda POY'un genetik temelinin agiklanmasi i¢in hastalarin bir ¢ogunun
takibi, ovaryen folikiilin olusumu ve gelisimini iceren molekiiler mekanizmalarin
acgiklanmasi igin sistemli ¢alisilmalidir.

INHA, BMP15 ve FOXO3 genlerindeki mutasyon analizleri POY'un
etyolojisindeki roliiniin ortaya konulmasinda énemli olup POY'un erken teshisi ve yeni
tedavi protokollerinin gelistirilmesi i¢in yol gosterici olacaktir. Son zamanlarda yapilan

calismalar  degerlendirildiginde, gen  polimorfizmleri  kadar kopya sayisi



varyasyonlarinin da POY'un etyolojisinde etkili olabilecegi ve bu alanda yapilan
calismalarin genisletilmesiyle POY'un genetik mekanizmasi hakkinda daha agiklayici
sonuclar elde edilebilecektir.

Ovaryen yetmezlige neden olan mutasyonlarin erken donemde bilinmesi iireme
tedavileri i¢in son derece onemlidir. Bunun yani sira POY gibi ovaryen hastaliklarin
etyolojisinde yeni bir paradigma belirlenmistir. Cesitli ¢evresel toksin maddelerin fetal
gonadal gelisim siiresince epigenctik mekanizmalara etki yaparak ovaryen hastaliklara
yatkinlig1 artirmaktadir. POY da genetik etkenlerin yani sira epigenetik etkenlerin de

rolii oldugu goz ontine alinarak epigenetik ¢alismalarin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.

69



KAYNAKLAR

Adhikari D, Liu K. Molecular mechanisms underlying the activation of mammalian
primordial follicles. Endocr Rev. 2009.30(5).438-64

Adhikari D, Zheng W, Shen Y, Gorre N, Hamalainen, Cooney AJ, et al. Tsc/mTORC1
signaling in oocytes governs the quiescence and activation of primordial
follicles. Hum Mol Genet. 2010; 19: 397- 410.

Andrew AS, Nelson HH, Kelsey KT, Moore JH, Meng AC, Casella DP, Tosteson Tor
D,Schned AR, Karagas MR. Concordance of Multiple Analytical Approaches
Demonstrates a Complex Relationship Between DNA Repair Gene SNPs,
Smoking, and Bladder Cancer Susceptibility. Carcinogenesis Advance Access
published. Carcinogenesis. 2005-00754.

Aittomaki K, Lucerna JLD, Pakarinen P. et al. Mutation in the follicle-stimulating
hormone receptor gene causes hereditery hipergonadotrophic ovarian failure
.Cell 1995; 82,959-968.

Aittomaki K, Herva UH, Juntunen K, et al. Clinical features of primary ovarian failure
caused by a point mutation in the follicle-stimulating hormone receptor gene. J
Clin Endocrinol Metab. 1996;81,3722-3726.

Aittomaki K.The genetics of XX gonadal dysgenesis. Am J Hum Genet. 1990;54,844-
851.

Al-Musawi SL, Walton KL, Heath D, Simpson CM, Harrison CA, Species differences
in the expression and activity of bone morphogenetic protein 15. Endocrinology
154:2013.888-889.

Anasti JN, Kimzey LM, et al. A controlled study for the treatment of karyotypically
normal spontaneous premature ovarian failure. Fertil Steril.1994; 62,726-730.

Anasti JN. et al. Bone loss in young women with karyotypically normal spontaneous
POF. Obstet Gynecol.1998; 91, 12-15.



Anwar A, Moussa MD. In vitro maturation of oocytes. OBGYN. Jan:2002.net
Advertisement.

Arden KC. FOXO animal models reveal a variety of diverse roles for FOXO
transcription factors. Oncogene. 2009, 27(16):2345-50.

Arikan H. Cukurova bolgesindeki prematiir menopoz hastalarinda inhibin alfa gen
mutasyonun par¢a uzunluk polimorfizmi ile saptanmasi. Cukurova
Universitesi. Adana. Yiisek Lisans Tezi.2005.14-17.

Atasii T, Menopoz Tedavisi ve Kanser. 1. Baski. Nobel Tip Kitaplari, 2001: 1-33.

Ataya K, Rao LV, Lawrence E, Kimmel R. Luteinizing hormone releasing hormone
agonist inhibits cyclohophosphamide induced ovarian follicular depletion
in rhesus monkeys. Biol Reprod. 1995;52:365-572.

Baltus AE, Menke DB, Hu YC, Goodheart ML, Carpenter AE, de Rooij DG, et al. In
germ cells of mouse embryonic ovaries the decision to enter meiosis precedes
premeiotic DNA replication. Nat Genet. 2006; 38: 1430- 4.

Bates A, Howard PJ, Distal long arm deletions of the X chromosome and ovarian
failure. J Med Genet. 1990;27,722-723.

Bertoli C, Copetti T, Lam EW, Demarchi F, Schneider C. Calpain small-1 modulates
Akt/Foxo3a signaling and apoptosis through PP2A. Oncogene.2009.28(5):721-
33.

Besen M A, Oskay U Y. Yash Kadmnlarda Jinekolojik Sorunlar ve Bakim
Yaklagimlar1.Derleme. Mersin Univ. Sag Bilim Derg.2013.6(1).

Birol F. Endometrial Hiperpazili Hastalarda inhibin A ve B nin Onemi ve Prognozu
Belirlemedeki Yeri, Saglik Bakanlig, istanbul, Uzmanlk Tezi, 2006.18-22.

Boudewijn M, Burgering T. and René HM, Decisions on life and death: FOXO
Forkhead transcription factors are in command when PKB/Akt is off duty
J Leukoc Biol. 2003;73:689-701.

71



Brambilla DJ, Mckinlay SM. A prospective study of factors affecting age at
menopause. J Clin Epidemiol. 1989;42,1031-10309.

Bromberger JT, Matthews KA, Kuller LH, Wing RR, Neilahn EN, Plantinga P.
Prospective study of the determinants of age at menopause. J Epidemiol 1997;
145:124-33.

Brunet A. et al. Akt promotes cell survival by phosphorylating and inhibiting a
Forkhead transcription factor. 1999. Cell 96(6).

Burger HG, Dudley EC, Hopper JL, et al. The endocrinology of the menopausal
transition: a cross-sectional study of a population-based sample. J Clin
Endocrinol Metab.1995;80:3537-45.

Calnan DR, et al. The FoxO code. Oncogene. 2008. 27(16).

Cameron M, Grover S, Moore P, Jayasinghe Y. Pediatr Adolesc Gynecol (2008) 21:3-8.

Carlson BM.Human Embryology And Develop Biolgy. Fourth Edition. 2009.Chapter 1.

Carcamo J, et al. Mol Cell Biol. 1994:14:3810.

Carabatsos MJ, Elvin J, Matzuk MM and Albertini DF, Characterization of oocyte and
follicle development in growth differentiation factor 9 deficient mice. Dev Biol.
1998:204;373-384.

Castrillon DH, Mailo L, Kollipara R, Horner JW, DePinho RA. Suppression of ovarian
follicle activation in mice by the transcription factor FOXO3A.Science
2003;301:215-8.

Chand LA, Ponnampalam PA, Harris ES, Winship MI, Shelling NA. Mutational
analysis of BMP15 and GDF9 as candidate genes for premature ovarian failure.
Fertil Steril. 2006.V0l.86,No 4.

72



Chand LA, Harrison CA and Shelling NA. Inhibin and premature ovarian failure.
Human Reprod Update. VVol.16, No.1.2010 pp. 39-50.

Chen YT, Mattison DR, Feigenbaum L, Fukui H. and Schulman JD. Reduction in
oocyte number following prenatal exposure to a diet high in galactose. Science.
1981; 214,1145-1147.

Chen YW, Manson EJ. Premature ovarian failure in cancer survivors new insights,
looming concern. Journal of the national cancer institute. 2006.VVol 98.No:13

Chapman RM, Sutcliffe SB. Protection of ovarian function by oral contraceptive use in
women receiving chemotherapy for Hodgkin’s disease. Blood 1981;58,849-
851.

Chun SY, Billig H, Tilly JL, Furuta I, Tsafriri A, Hsueh AT, Gonadotropin suppression
of apoptosis in cultured preovulatory follicles: mediatory role of endogenous
insulin like growth factor. Endocrinology 1994; 135: 1845-1853.

Colin J, Gerard S, Balen H, Creighton M. Paediatric and adolescent Gynaecology. 2004
UK at the University Press. Cambridge.

Colditz GA. et al. Menopause and the risk of coronary heart disease in women. N. Engl.
J Med.1987;316,1105-1110.

Conway GS, Hettiarachchi S. Murray A. et al. Fragile X premutations in familial
premature ovarian failure. Lancet. 1997;346,309-310.

Conway S, Goswami D. Premature ovarian failure. Hum Reprod Update. 2005;11:391.

Cooper AR. et.al. The time is now for a new approach to Premature Ovarian failure.
Fertil and Steril. 2011.95.1890-1897.

Cordts EB, Christofolini DM, Dos Santos AA, Bianco B, Barbosa CP. Genetic aspects
of premature ovarian failure: a literature review. Arch Gynecol Obstet. 2011,
283(3): 635-43.

73



Corre T, Schuettler J, Bione S, Marozzi A, Persani L, Rossetti R, Torricelli F, Giotti I,
Vogt P. and Toniolo D. A large-scale association study to assess the impact of
known variants of the human INHA gene on premature ovarian failure. Human
Reprod. 2009. VVol.24,No8 pp.2023-2028.

Coulam CB, Adamson SC, Annegers JF. Incidence of premature ovarian failure. Obstet
Gynecol.1986, 67: 604-606.

Cramer DW, Xu H. Predicting age at menopause. Maturitas 1996;23:319-26.

Celik O, Yildirrm A. Folikiilogenezisin Molekiiler Temelleri. 2008.

Dansen TB et al. Unravelling the tumor suppressive functions of FOXO proteins.
Trends 2008 Cell Biol. 18(9).

Dansen TB, Burgering BM. Unravelling the tumor suppressive functions of FOXO
proteins. Trends Cell Biol. 2011.18 (9):421-9.

Davutogku E, Prematiir Over Yetersizligi Saptanmis Karyotipi Normal (46 XX)
Olgularda Androjen Diizeyleri, Ostrojen Replasman Tedavisinin Androjen
Diizeylerine, Kemik Yikim Uriinii Olan Kollagen Tip 1 Capraz Bagh N
Telopeptit (NTX) Uzerine Etkisi. Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi,
Istanbul. 2008. 21-29.

Davis CJ, Davison RM, Payne NN, et al. Female sex preponderance for idiopathic
familial premature ovarian failure suggests an X chromosome defect. Hum
Reprod. 2000;15,2418-2422.

Davis SR. Premature ovarian failure. Maturitas 1996;23;1-8.

Dean AG, Sullivian KM, Soe MM. OpenEpi: Open Source Epidemiologic Statistics for
Public Health, Version. www.OpenEpi.com, uplated 2014/09/22, accessed
2014/12/25.

Devys D, Lutz Y, Rouyer N. The FMR-1 protein is cytoplasmic most abundant in
neurons and appears in carries of a fragile X premutation Nat Genet.
1993;4,335-340.

74



Demars J, Fabre S, Sarry J, Rosetti R, Gilbert H. et al. Genome-Wide Association
Studies Identify Two Novel BMP15 Mutations Responsible for an Atypical
Hyperprolificacy Phenotype in Sheep. Plos Genet 9(4).2013: e1003482.doi10.
1371/j ornal.pggen.1003482

Di Pasquale E, Beck-Peccoz P, and Persani L. Hypergonadotropic ovarian failure
associated with an inherited mutation of human bone morphogenetic protein-15
(BMP15) gene. J Hum Genet. 2004; 75: 106- 11.

Di Pasquale E, Rossetti R, Marozzi A, Bodega B, Borgato S, Cavallo L, Einaudi S,
Radetti G, Russo G, Sacco M, Wasniewska M, Cole T, Beck-Peccoz P, Nelson
LM. and Persani L. Identification of New Variants of Human BMP15 Gene
in a Large Cohort of Women with Premature Ovarian Failure. J Clin Endocrinol
Metab.2006. 91(5):1976 —1979

Dixit H, Rao KL, Padmalatha VV, Kanakavalli M, Deenadayal M, Gupta N,
Chakrabarty B, Singh L. missense mutations in the BMP15 gene are associated
with ovarian failure. Hum Genet .2006.119:408-415.

Dong J, Albertini DF, Nishimori K, Kumar TR, Lu N. and Matzuk MM. Growth
differentiation factor-9 is required during early ovarian folliculogenesis. Nature
1996; 383: 531- 5.

Donlon AT, Curb DJ, He Q, Grove SJ, Masaki HK, Rodriguez B, Elliott A, Willcox CD
and Willcox JB. FOX0O3 Gene Variants and Human Aging: Coding Variants
May Not Be Key Players. Journal of Gerontology. 2012.d0i:10.1093/ge
rona/gls067.

Durdag DG, Berker B. Over Rezervinin Degerlendirilmesi. 2008

Durlinger AL, Gruijters MJ, Kramer P, Karels B, Anti-Mullerian hormone inhibits
initiation of primordial follicle growth in the mouse ovary. Endocrinology. 2002.
143,1076-1084.

Durlinger AL, Kramer P, Karels B, De Jong FH, Uilenbroek JT, Grootegoed JA. et al.
Control of primordial follicle recruitment by anti-Mullerian hormone in the
mouse ovary. Endocrinology. 1999; 140: 5789-96.

75



Ebner T, Sommergruber M, Moser M, Shebl O, Schreier Lechner E. and Tews G. Basal
level of anti-Mullerian hormone is associated with oocyte quality in stimulated
cycles. Hum Reprod. 2006; 21: 2022- 6.

Eden JA. Menopause before 40 premature but not always permanent. Obstet
Gynecol. 1993;33:201-3.

Essers MA. et al. FOXO transcription factor activation by oxidative stress mediated by
the small GTPase Ral and JNK. 2004. EMBO J 23(24).

Fallahian M, Pouresmaeili F, Azizi F, Zali MR, Samani EM, Kharaziha P. Existence of
Inhibin a-Subunit Gene Mutation in a Population of Iranian Women with
Premature Ovarian Failure. J Endocrinol 2009;2: 67-71.

Familiari U, Larocca LM, Tamburrini E. et al. Premenopausal cytomegalovirus
oophoritis in a patient with AIDS. 2000. AIDS 4,458-459.

Fassnacht W, Mempel A, Strowitzki T. and Vogt. Premature Ovarian Failure (POF)
Syndrome: Towards the Molecular Clinical Analysis of its Genetic Complexity.
Current Medicinal Chemistry. 2006,13, 1397-1410.

Ferrarini E, Russoa L, Fruzzetti F, Agretti P, De Marcoa G, Dimidaa A, Gianetti E,
Simoncini T, Simi P, Baldinotti F, Benelli E, Pucci E, Pincheraa A, Vitti P,
Tonaccheraa M. Clinical characteristics and genetic analysis in women with
premature ovarian insufficiency. Maturitas 74 (2013) 61-67.

Figicioglu C, Kutlu T, Baglam E, Bakacak Z. Early follicular antimiillerian hormoneas
an indicator of ovarian reserve. Fertil and Steril. 2006;85:592-6.

Fortune JE. The Early stages of follicular development: Activation of primordial
follicles and growth of preantral follicles. Anim Reprod Sci. 2003. 135-163.

Franks S. Polycystic ovarian syndrome. Review. Eur J Med Res.1995;333:853-86.

76



Fraser IS, Greco S, Robertson DM. Resistant ovary syndrome and premature ovarian
failure in young women with galactosaemia. Clin Reprod Fertil 1986;4,133-138.

Fu Z, Tindall DJ. FOXOs, cancer and regulation of apoptosis. Oncogene, 2008.
27(16):2312-9.

Gallardo TD, John GB, Bradshaw K, Welt C, ReijoPera R, Vogt HP, Touraine P, Bione
S, Toniolo D, Nelson LM, Zinn AR and Castrillon HD. Sequence variation
at the human FOXO3 locus: A study of premature ovarian failure and primary
amenorrhea. Hum Reprod. 2008 January; 23(1): 216-221.

Galloway SM, McNatty KP, Cambridge LM, Laitinen MP, Juengel JL, Jokiranta TS. et
al. Mutations in an oocyte derived growth factor gene (BMP15) cause
increased ovulation rate and infertility in a dosage-sensitive manner. Nat
Genet. 2000; 25: 279- 83.

Gitzelmann R, Steinman B. Galactosaemia:how does long term treatment change the
outcome? Enzyme 1984, 32, 37-46.

Goosin VV, Carella MJ, Rovner DR. Pregnancy in a patient with premature ovarian
failure. J Med. 1993;24:393-402.

Gok FS. Endometrial Hiperplaziler ve Tipl Endometriyum Kanserlerinde FOXO3a
Ekspresyonunun Klinik Patolojik Degiskenlerle Degerlendirilmesi. Baskent
Universitesi, Ankara. Uzmanlik Tezi, 2011.N0.28-29.

Gradishar WJ, Schilsky RL. Ovarian function following radiation and chemotherapy for
cancer. Semin Oncol. 1989; 16,425-436.

Grassa E. Parotiti epodemiche pluricomplicate. G Mal Infett Parasit.1976; 26,184-187.

Graziottin A, Basson R. Sexual dysfunction in women with premature menopause.
Menopause: The Journal of The North American Menopause Society, 2003.vol
111, no:6, pp.766-77.

Gruij TJ, Visser JA, Durlinger AL, Themmen AP. Antimiilleri an hormone and its role
in ovarian function. Mol Cell Endocrinol. 2003;211:85-90.

77



Hanevik HI, Hilmarsen HT, Skjelbred CF, Tanbo T, Kahn JA. A single nucletide
polymorohism in BMP15 is associated with high response to ovarian
stimulation. Reproductive Bio Medicine. 2011. Online 23,97-104.

Harlow BL, Cramer DW, McGurk KM. The association of medically treated depression
and age at natural menopause. J Epidemiol. 1995;141:1170-6

Hashimoto O, Moore RK, Shimasaki S. Posttranslational processing of mouse and
human BMP-15: potential implication in the determination of ovulation
quota. Proc Natl Acad Sci USA. 2005;102 (15): 5426-5431.

Hazout A, Bouc H, Seifer DB, Aussagep JA, Cohen B. Serum anti-miillerian
hormone/miillerian inhibiting substance appears to be amore discriminatory
marker of as sisted reproductive technology out come than follicle
stimulating hormone, inhibin B or estradiol. Fertil Steril 2004; 82:1323-9.

Hill JA, Welch WR, Faris HM, Anderson DJ. Induction of classll major
histocompatibility complex antigen expression in human granulosa cells by
interferon gamma: a potential mechanism contributing to autoimmune
ovarian failure. J Obstet Gynecol. 1990;162:534-40.

Ho KK. et al. Many forks in the path: cycling with FoxO. Oncogene. 2009. 27(16).

Hoek A, Schoemaker J, Drexhage HA. Premature ovarian failure and ovarian
autoimmunity. Endocr Rev. 1997;18:107-34.

Hoogendoorn B, Coleman SL, Guy CA, Smith K, Bowen T, Buckland PR, et al.
Functional analysis of human promoter polymorphisms. Hum Mol Genet.
2003;12(18):2249-54.

Hosaka T, Biggs WH, Tieu D, Boyer AD, Varki NM, Cavenee WK. et al. Disruption of
forkhead transcription factor (FOXOQO) family members in mice reveals their
functional diversification. Proc Natl Acad Sci USA. 2004;101:2975-80.

Huang H, et al. Dynamic FoxO transcription factors. J Cell Sci. 2009. 120. Pt 15.

78



Hudson PL, Dougas |, Donahoe PK, Cate RL, Epstein J, Pepinsky RB. et al. An
immunoassay to detect human mullerian inhibiting substance in males and
females during normal development. Clin Endocrinol 1990; 70: 16- 22.

Inceboz U. Klinik Pratikte Yaslanan Over. Uzmanlik Sonrasi Egitim ve Giincel
Gelismeler Dergisi. 2005;2:15-20.

Jacobs PA. Frajil X syndrome. J Med Genet. 1991, 28,809-810.

Jeong HJ, Cho SW, Kim HA. et al. G769A variation of inhibin alpha-gene in Korean
women with premature ovarian failure.Yonsei Med J. 2004:45:479-482.

Kalantaridou SN. and Nelson LM. Premature ovarian failure is not a premature
menopause. Ann N 'Y Acad Sci.2000; 900, 393-402

Kalantaridou SN. et al. Impaired endothelial function in young women with premature
ovarian failure: normalization with hormone therapy. J Clin Endocrinol Metab.
200489, 3907-3913.

Kalantaridou SN. et al. Hormone therapy in women. In Pharmacotherapy:A
Pathophysiologic Approach (6th edn) 2005.pp. 1493-1513.

Kalantaridou SN, Nelson LM. Premature ovarian failure is not premature menopause.
Ann N Y Acad Sci 2000;900:393-402.

Kalantaridou SN, et al. Treatment of autoimmune premature ovarian failure. Hum
Reprod.14(7).1999.1777-1782.

Kajihara T, Marius JM, Fusi L, Takano M, Feroze-Zaidi F. et al. Differantial Expression
of FOXO1 and FOXO3a Confers Resistance to Oxidative Cell Death upon
Endometriyal Decidualization. 2006.

Kajihara T, Jones M, Fusi L, Takano M, Feroze-Zaidi F, Pirianov G, Mehmet
H, Ishihara O, Higham JM, Lam EW, Brosens JJ. Differential expression of
FOXO1 and FOXO3a confers resistance to oxidative cell death upon
endometrial decidualization. Mol Endocrinol. 2006 Oct; 20(10):2444-55.

79


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kajihara%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16709600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16709600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fusi%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16709600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takano%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16709600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feroze-Zaidi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16709600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pirianov%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16709600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mehmet%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16709600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mehmet%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16709600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ishihara%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16709600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Higham%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16709600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lam%20EW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16709600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brosens%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16709600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16709600

Knight PG. and Glister C. TGF-beta superfamily members and ovarian follicle
development. Reprod. 2006. 132 191-206.

Kuyucu Y,Tap O. Oosit Olgunlasma Siireci ve Diizenleyici Faktorler. Arsiv 2009; 18:
2217.

Laissue P, Christin Maitre S, Touraine P, Kutten F, Ritvos O, Aittomaki K, Bourcigaux
N, Jacquesson L, Bouchard P, Frydman R, Dewailly D, Reyss AC, Jeffery
L, Bachelot A, Massin N, Fellous M, Veitia AR. Mutations and sequnece
variants in GDF9 and BMP15 in patients with premature ovarian failure.
Eur J Endocrinol. 2006. 154 739-744.

Laissue P, Vinci G, Veitia AR. Fellous M. Recent advances in the study of genes
involved in non-syndromic premature ovarian failure. Mol Cell Endocrinol.
282.2008,101-111.

Laml T, Preyer O, Umek W, Hengstschlager M, Hanzal E. Hum Reprod. 2002,Vol.8,
No:4.pp. 483-491.

Lamarca A, Volpe A. Anti-miillerian hormone (AmH) in female reproduction: is
measurement of circulating AMH a useful tool? Clin Endocrinol (Oxf)
2006;64:603-10.

Lebovic DI, Naz R. Premature ovarian failure: Think “autoimmune disorder”.
Sexuality, Reprod Fertil Dev. 2004;2(4):230-3.

Ledig S, Albrecht R, Gabriele H, Bernd H, Peter W. BMP15 mutations in XX gonadal
dysgenesis and premature ovarian failure. Am J Obstet Gynecol. 2008;
198:84.e1-84- 5.

Lee WS, Otsuka F, Moore RK. and Shimasaki S. Effect of bone morphogenetic
protein-7 on folliculogenesis and ovulation in the rat. Biol Reprod. 2001; 65:
994- 9.

Lehtinen MK, Yuan Z, Boag PR, Yang Y, Villén J, Becker EB, DiBacco S, de la Iglesia
N, Gygi S, Blackwell TK, Bonni A. A conserved MST-FOXO signaling
pathway mediates oxidative-stress responses and extends life span. Cell.
125(5):2006.987-1001.

80



Liu L, Rajareddy S, Reddy P, Du C, Jagarlamudi K, Shen Y, Gunnarsson D, Selstam G,
Boman K, Liu K. Infertility caused by retardation of follicular development in
mice with ocyte-specific expression of Foxo3a. Development. 134, 2007.199—
209.

Luborsky L, Meyer P, Sowers MF, Gold EB. and Santoro N. Premature menopause in a
multi-ethnic population study of the menopause transition. Hum Reprod.
Vol.18, No.1 pp. 199+206, 2002.

Luborsky L, Meyer P, Sowers MF, et al. Premature menopause in a multi-ethnic
population study of the menopause transition. Hum Reprod. 2003;18:199-206

MacNaughton J, Banah M, McCloud P. et al. Age related changes in Follicle
stimulating hormone, luteinizing hormone, oestradiol and immunoreactive
inhibin in women of reproductive age. Clin Endocrinol. 1992: 36: 339-345.

Maiese K, et al. Out FOXOing disease and disability: the therapeutic potential of
targeting FoxO proteins.2008.14(5).

Mark PP, Barry IG, and Katherine AM. Genetic variation in the inhibin pathway and
risk of testicular germ cell tumors. Cancer Res. 2008,68(8):3043-3048.

Marshall JC, Christine AE. Neuroendocrinn Aspects of Polycystic Ovary Sydrom.
Endocrinol and Metab Clin North Am. 1999;28:295-32.

Marozzi A, Porta C, Vegetti W, Crosignani PG, Tibiletti MG, Dalpra L, Ginelli E.
Mutation analysis of the inhibin alpha gene in a cohort of Italian women affected
by ovarian failure. Hum Reprod. 2002;17:1741-1745.

Mason AJ, Hayflick JS. Complemantary DNA suquances of ovarian follikuler fluid
inhibin show precursor structure. Nature. 1985;18;659-663.

Mason J, Burger H, Kretser D, Findlay J, Igarashi M. Human Inhibin and Activin:
Structure and Recombinant Expression in Mammalian Cells. In: Inhibin: Non-
Steroidal Regulation of Follicle-Stimulating Hormone Secretion. New York,
Raven Press, 1987: 42-719.

81



Massin N, Eduri GM, Bachelot A, Misrahi M, Kuttenn F, Touraine P. Evaluation of
different markers of the ovarian reserve in patients presenting with premature
ovarian failure. Mol Cell Endocrinol. 2008. 282:95-100.

Massin N, Gougeon A, Meduri G, Thibaud E, Laborde K, et al. Significance of ovarian
histology in the management of patients presenting a premature ovarian failure.
Hum Reprod. 2004;19, 2555-2560.

Matzuk MM, Finegold MJ, Bradley A. Alfa- inhibin is atumor suppressor gene with
gonadal specifity in mice. Nature. 1992;360:313-31.

McMahon EH, Hashimoto O, Pamela LM and Shimasaki S. Oocyte Spesefic
Overexspression of Mouse Bone Morphogenetic Protein-15 Leads to Acclerated
Folliculogenesis and Early onset of acyclicity in Transgenic Mice.
Endocrinology. 2008. 149(6): 2807-2815.

McNatty KP, Smith P, Moore LG, Reader K, Lun S, Hanrahan JP, Groome NP,
Laitinen M, Ritvos O. and Juengel JL. Oocyte expressed genes affecting
ovulation rate. Mol Cell Endocrinol. 2005.234,57-66.

Min J, YiQi Y, HeFeng H. An update on primary ovarian insufficiency. Sci China Life
Sci. 2012,55:677-686.

Melissa C, Sonia G, Paddy M, Yasmin J. Pediatr Adolesc Gynecol. 2008. 21 :3-8.

Motta PM, Makebe S. and Notta SA. The ultrastructure of human reproduction. 1. the
natural history of the female germ cell: Origin, migration and differentiation
inside the developing ovary. Hum Reprod Update. 1997. Vol. 3, No. 3 pp.
281-295.

Moore RK and Shimasaki S. Molecula biology and phssiological role of the oocyte
factor, BMP15. Mol Cell Endocrinol. 2005.234,67-73.

Moore RK, Otsuka F. and Shimasaki S. Molecular basis of bone morphogenetic protein-
15 signaling granulosa cells. J Bio Chem. 2003.278,304-310.

82



Moron FJ, Mendoza N, Quereda F, Vazquez F, Ramirez -Lorca R, Velasco J, Gallo JL,
Salinas A, Martinez-Astorquiza T, Sanchez-Borego R. et al. Pyrosequencing
tecnology for automede detection of the BMP15 A180T variant in Spanish
postmenopausal women. Clin Chem. 2007.53:1162-1164.

Nagamine K, Peterson P, Scott HS, Kudoh J, Minoshima S, Heino M, et al. Positional
cloning of the APECED gene. Nature Genet. 1997;17,393-398.

Nelson LM, Kimzey LM, White BJ. Gonadotropin suppression for the treatment of
karyotypically normal spontaneous premature ovarian failure: a controlled trial.
Fertil Steril. 2001. 5750-55.

Nelson LM. et al. Development of luteinized graafian follicles in patients with
karyotypically normal spontaneous premature ovarian failure. J Clin.
Endocrinol Metab. 1994;79, 1470-1475.

Obsil T, Obsilova V. Structure/function relationships underlying regulation of FOXO
transcription factors. Oncogene. 2008. 27(16):2263-75.

Ogilvy-Stuart AL,Shalet SM. Effect of radiation on the human reproductive system.
Environ Health Perspect. 1983;101,109-116.

O’Herlihy C, Pepperell RJ, Evans JH. The significance of FSH elevation in young
women with disorders of ovulation. BR Med J 1980;281:1447-1450.

Ohinata Y, Ohta H, Shigeta M, Yamanaka K, Wakayama T. and Saitou M. A signaling
principle for the specification of the germ cell lineage in mice. Cell. 2009; 137:
571- 84. (1-3).

Oktay K, Biiyiik E, Davis O, et al. Fertility preservation in breast cancer patients:in
vitro fertilization and embryo cryopreservation after ovarian stimulation with
tamoxifen. Hum Reprod. 2003;18:90-5.

Oktem O. ve Urman B. Reprodiiktif Yasam Siklusu: Folikiilogenez ve Menstruasyon.
2012.

83



Oktem O and Oktay K, The ovary: anatomy and function throughout human life. Ann
NY Acad Sci. 2008. 1127: 1- 9.

Onuma H, Vander Kooi BT, Boustead JN, Oeser JK, O'Brien RM. Correlation between
FOXOla (FKHR) and Foxo3a (FKHRL1) binding and the inhibition of basal
glucose-6- phosphatase catalytic subunit gene transcription by insulin. Mol
Endocrinol. 2006. 20(11): 2831-47.

Otsuka F, Yao Z, Lee T, Yamamoto S, Erickson GF and Shimasaki S. Bone
morphogenetic  protein-15:identification of target cells and biological
functions. J Biol Chem. 2000:275;39523-39528.

Otsuka F, Moore RK, lemura S, Ueno N. and Shimasaki S. Follistatin inhibits the
function of the oocyte-derived factor BMP-15. Biochem Biophys Res
Commun. 2001; 289: 961- 6.

Otsuka F, McTavish JK. and Shimasaki S. Integral Role of GDF-9 and BMP-15 in
Ovarian Function. Mol Reprod Dev. 2011.78:9-21.

Pampfer S, Thomas K. Clinical value of inhibin in women. J Gynecol Obstet Biol
Reprod. Paris. 1989: 18: 279-287.

Panidis D, Rousso D, Vavilis D, Skiadopulos S. and Kalogeropoulos A. Familial
blephorophimosis with ovarian dysfunction. Hum Reprod. 1994;9,2034-2037.

Pasquino A, Passeri F, Pucarelli I, et al. Spontaneous pubertal development in Turner’s
syndrome. J Clin Endocrinol Metab. 1998; 82,1810-1813.

Peccoz P, Pernani L. Premature ovarian failure. Orphanet Journal of Rare Diseases
2006,1:9.

Peng SL. Foxo in the immune system. Oncogene. 2008. 27(16):2337-44.

Peng Z, Shi HY, Wnah LC. and Chen ZJ. Sequence variants in exon of the BMP-15
gene in Chinese patients with premature ovarian failure. Acta Obstet Gynecol
Scand Suppl. 2007;86:585-589.

84



Persani L, Rosetti R, Di Pasquale E, Cacciatore C. and Fabre S. The fundamental role
of bone morphogenetic protein 15 in ovarian function and its involement in
female fertility disorders. Hum Reprod Update. 2014.20(6):869-83.

Persani L, Rossetti R, Caciatore C, Bonomi M. Primary ovarian insufficiency:X
Chromosome defects and autoimmunity. J Autoimmun. 2009;33:35-41.

Persani L, Rossetti R, Caciatore C. Genes involved in human premature ovarian failure.
J Mol Endocrinol. 2010;45:257-279.

Perheentupa J. Autoimmun Polyendocrinopathy-Candidiasis-Ecdodermal Dystrophy
(APECED). Horm Metab Res.1996;28,353-356.

Picton HM, Haris SE, Muruvi W. et al. The in vitro growth and maturation of follicles.
Reproduction. 2008. 136 703-715.

Pouresmaeili F. and Fazeli Z. Premature Ovarian Failure: A Critical Condition in The
Reproductive Potential with Various Genetic Causes. Int J Fertil Steril. 2014
Apr-Jun; 8(1): 1-12.

Powell CM, Taggart RT, Drumbheller TC, et al. Molecular and cytogenetic studies of
an X: autosome translocation in a patient with premature ovarian failure and
review of the literature. Am J Med Genet. 1994;52,19-26.

Rajareddy S, Reddy P, Du C, Liu L, Jagarlamudi K, Tang W. et al. p27kipl (cyclin-
dependent kinase inhibitor 1B) controls ovarian development by suppressing
follicle endowment and activation and promoting follicle atresia. J Turk Soc
Obstet Gynecol. 2012; 9: 1- 24.

Rajpert-De ME, Jorgensen N, Graem N, Muller J, Cate R. and Skakkebaek NE,
Expression of anti-Mullerian hormone during normal and pathological gonadal
development: association with differentiation of Sertoli and granulosa cells. J
Clin Endocrinol Metab. 1999; 84: 3836.

Rabert MN, Rebecca M, Helbling S, Kaech A, Zhang H. and Geyter de C. The CC-
allele of the Pvull polymorphic variant in intron 1 of the alfa-estrogen receptor

85


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pouresmaeili%20F%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fazeli%20Z%5Bauth%5D

gene is significantly more prevelant among infertile women at risk of
premature ovarian aging. Fertil and Steril. October 2012.VVol.98. No,4.

Rah H, Jeon Joo Y, Ko Jae Jung, Kim HJ, Kim RY, Cha CS, Choi Y, Lee SW, Kim
KN. Association of inhibin alfa gene promoter polymorphisims with risk of
idiopathic primary ovarian insuffciency in Korean women. Maturitas.
77.2014,163-167.

Richardson SJ, Senikas V, Nelson JF. Follicular depletion during the menopausal
transition:evidence for accelerated loss andultimate exhaustion. J Clin.
Endocrinol Metab. 1987:65:1231-7.

Rebar RW, Connoly HV. Clinical features of young women with hypergonadotrophic
amenorrhoea. Fertil Steril. 1996;53,804-810.

Rizzolio F, Pramparo T, Sala C, Zuffardi O, Santis LD, Rabellotti E. et al. Epigenetic
analysis of the critical region | for premature ovarian failure: demonstration of a
highly heterochromatic domain on the long arm of the mammalian X
chromosome. J Med Genet. 2009;46(9):585-592

Rossetti R, Di Pasquale E, Marozzi A, Bione S, Toniolo D, Grammatico P, Nelson ML,
Beck- Peccoz P. and Persani L. BMP15 mutations associated with primary
Ovarian Insufficiency cause a defective production of bioactive protein. Hum
Mutat. 2009.804-810.

Rossetti F, Rizzolio F, Pramparo T, Sala C, Bione S, Bernardi F, Goegan M, Zuffardi
O, Toniolo D. A susceptibility gene for premature ovarian failure (POF) maps to
proximal Xq28. Eur J Hum Genet. 12:2004. 829-834.

Sadler TW. Langman Medikal Embriyoloji. Dokuzuncu Baskidan Ceviri. 2005. Boliim
1.3.

Santaro N, Adel T. and Skurnick H. Decreased inhibin tone and increased activin A
secretion characterize reproductive aging in women. Fertil Steril. 1999: 71:
658-662.

Sardharwalla IB, Wraith JE. Galactosaemia. Nutr Health. 1987; 5,175-188.

86



Schoenwolf C, Bleyl B, Brauer R, et al. Larsen’s Human Embryology. Fourth Edition.
2009. Chapter 1.

Sedmak DD, Hart WR, Tubbs RR. Autoimmune ooforit: A histopatologic study of
involved ovaries with immunulogic characterization of the mononuclear cell
infiltrate. Int J Gynecol Pathol. 1987;6:73-81.

Shelling NA, Burton AK, Chand LA, Van Ee CC, France TJ, Farquhar MC, Milsom
RS, Love RD, Gersak K, Aittomaki K. and Winship MI. Inhibin: a
candidate gene for premature ovarian failure. Hum Reprod. 2000. vol. 15.no 12
pp.2644-2649.

Shelling AN. Premature ovarian failure. Reproduction. 2010 Nov;140(5):633-41.

Shimasaki S, Moore RK, Otsuka F. and Erickson GF. The bone morphogenetic protein
system in mamalian reproduction. Endocr Rev. 2004.25,72-101.

Silva CA, Yamakami LYS, Aikawa NE, Araujo DB, Carvalho JF, Bonfa E.
Autoimmune primary ovarian insufficiency. Autoimmunity. AUTREV-
01488;2014. No of Pages 4.

Simpson JL. and Rajkovic A. Ovarian differentiation and gonadal failure. Am J
Med Genet.1999; 89,186-200.

Snowdon DA. et al. Is early natural menopause a biologic marker of health and aging?
Am J Public Health. 1989;79, 709-714

Solloway MJ, Dudley AT, Bikoff EK, Lyons KM, Hogan BL, and Robertson EJ. Mice
lacking Bmp6 function. Dev Genet. 1998; 22: 321- 39. 58.

Speroff L, Kenemans P, Burger HG. Practical guidelines for postmenopausal hormone
therapy. Maturitas. 2005.02.006.

Speroff L, Glass R, Kase N. Clin Gynecol Endocrinol and Infertility. 6th
Edition, Lippincott Williams and Wilkins. 1999: 186-205.

87


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20716613

Sundblad V, Chiauzzi VA, Andreone L, Campo S, Charreau EH, Dain L. Controversial
role of inhibin alpha-subunit gene in the aetiology of premature ovarian
failure. Hum Reprod. 2006;21(5):1154-1160.

Surrey ES, Cedars MI. The effect of gonadotropin suppression on the induction of
ovultion in premature ovarian failure patient. Fertil Steril. 1989; 52:36-41.

Suzumori N, Stephanie A, Pangas AS. and Rajkovic A. Candidate Genes for Premature
Ovarian Failure. Curr Med Chem. 2007. 14, 353-357.

Sybert VP, McCauley EN. Engl J Med. 2004.351,1227

Talbert LM, Raj MHG, Hammond MG, Greer T. Endocrine and immunologic studies in
a patient with resistant ovary syndrome. Fertil Steril.1984. 42:741.

Taylor AE, Adams JM, et al. A randomized controlled trial of estradiol replacement
therapy in women with hypergonadotropic amenorrhoea. J Clin Endocrinol.
1996 ;81,3615-3621.

Timmerck LS, Reindollar RH. Contemporary issues in primary amenorrhea. Obstet
Gynecol Clin North Am. 30(2):2003.287-302.

Tiotiu D, Mercadal AB, Impert R, Verbist J, Demeestere |, De Leener A, Englert Y,
Vassart G, Costagliola S, and Delbaere A. Variants of the BMP15 gene in
a chort of patients with premature ovarian failure. Hum Reprod. 2010.
Vol.25, No.6 pp. 1581-1587.

Usman Z, Fatima S, Ali A, Mehmood S, Khalig S. Sequence analysis of Bone
Morphogenetic Protein 15 (BMP15) Gene in patients of Premature
Ovarian Failure. Int Conf App Mol Biol Med. 2013. pp141.

Vale W, Sporn M, Roberts A. The Inhibin/Activin Family of Hormones and Growth
Factors In. Peptide Growth Factors and their Receptors. Berlin, Springer- Verlag.
1990: 211-248.

88



Van Kasteren YM, Hundscheid RDL, Smits FPM. et al. Familial idiopathic premature
ovarian failure: an overrated and underestimated genetic disease? Hum Reprod.
1999;14,2455-2459.

Van Rooij IA, Broekmans FJ, Scheffer GJ, Looman CW, Habbema JD. Serum
antimullerian hormone levels best reflect the reproductive decline with age in
normalwomen with  proven fertility: a longitudinal study. Fertil Steril. 2011.83,
979-987.

Van Rooij IA, Broekmans FJ, te Velde ER, Fauser BC, Bancsi LF, de Jong FH, et al.
Serum anti-Mullerian hormone levels: a novel measure of ovarian reserve. Hum
Reprod. 2002; 17: 3065- 71.

Veitia R. Dominant negative factors in health and disease. J Pathol. 218.2009,409-418.

Vermulen A. Enviroment human reproduction menopause and andropause Environ.
Health Perspect. 1993;101,91-100 .

Vet De A, Laven JS, de Jong FH, Themmen AP. and Fauser BC. Antimullerian
hormone serum levels: a putative marker for ovarian aging. Fertil Steril. 2002;
77: 357- 62.

Vinci G, Christin-Maitre S, Pasquier M, Bouchard P, Fel-lous M, Veitia RA. FOXO3a
variants in patients with premature ovarian failure. Clin Endocrinol.
(Oxf) 2008; 68(3):495-497.

Visser JA. and Themmen AP. Anti-Mullerian hormone and folliculogenesis. Mol Cell
Endocrinol. 2005; 234: 81- 6.

Yamagata K, Daitoku H, Takahashi Y, Namiki K, Hisatake K, Kako K, Mukai H,
Kasuya Y, Fukamizu A. Arginine methylation of FOXO transcription factors
inhibits their phosphorylation by Akt. Mol Cell. 2008. 32(2):221-31.

Yan C, Wang P, DeMayo J, De Mayo FJ, Elvin JA, Carino C. et al. Synergistic roles of
bone morphogenetic protein 15 and growth differentiation factor 9 in ovarian
function. Mol Endocrinol. 2001; 15: 854- 66.

89



Yamanochi K, Yoshida S, Hasegawa T, et al. Molecular cloning of DNA for inhibin
alpha subunit from equine ovary. J Vet Med Sci.57.1995.905-9009.

You H. et al. Regulation of transactivation-independent proapoptotic activity of p53 by
Foxo3a. Proc Natl Acad Sci USA. 2006.103(24).

Yildirnm Y, Sener S, Botsali MS, Tosun G. Apeced sendromu. Olgu bildirimi. Acta
Odontol Turc. 2013;30(2):90-2.

Ying Y. and Zhao GQ. Cooperation of endoderm-derived BMP2 and extraembryonic
ectoderm-derived BMP4 in primordial germ cell generation in the mouse. Dev
Biol. 2001; 232: 484- 92.

Wang F. et al. Biochemical and structural characterization of an intramolecular
interaction in Foxo3a and its binding with p53. J Mol Biol. 2008. 384(3).

Wang B, Mu Y, Ni F, Zhou S, Wang J, Cao Y, Ma X. Analysis of FOXO3 mutation in
114 Chinese women with premature ovarian failure. Reprod Bio Med Online.
2010.20.499-503.

Wang Na, Luo LL, Xu JJ, Xu MY, Zhang XM, Zhou XL, Liu WJ, Fu YC. Obesity
acclerates ovarian follicle deveopment and follicle loss in rats. Metabolism
Clinical Experimental. 63.2012.94-103.

Watkins WJ, Umbers AJ, Woad KJ, Harris SE. Mutational screening of FOXO3A and
FOXO1A in women with premature ovaran failure. Fertil Steril. November
2006. Vol. 86, No 5, 1518-1521.

Webb R, Garnsworthy PC, Gong JG, et al. Control of follicular growth: Local
interactions and nutritional influences. J Anim Sci. 2004. 82:E63-74.

Welt CK. Primary ovarian insufficiency a more accurate terms premature ovarian
failure. Clin Endocrinol. 2009,68:449-5009.

Willett W, Stampfer MJ, Bain C, et al. Cigarette smoking, relative weight, and
menopause. Am J Epidemiol. 1983;117:651-8.

90



Wittenberger MD, Hagerman RJ, Sherman SL, et. al. The FMR1 premutation and
reproduction. Fertil Steril. 2007,87:456-465.

Woad KJ. et al. Aust N Z J Obstet Gynaecol. 2006. 46(3):242-4.

Zhang P, Shi YH, Wang LC, Chen ZJ. Sequence variants in exons of the bmp15 gene in
Chinese patients with premature ovarian failure. Acta Obstet Gynecol Scand
86:2007.585-587.

Zhang W, Patil S, Chauhan B, Guo S, Powel DR. et al. Foxol regulates multiple
metabolic pathways in the liver. effects on gluconeogenic, glycolytic and
lipogenic gene expression. J Biol Chem. 281:2006.10105-10107.

Zhao ZZ, Painter NJ, Palmer SJ, Webb MP, Hayward KN, Whiteman CD, Boomsma
ID, Martin GN, Duffy LD. and Montgomery WG. Variation in bone
morphogenetic protein 15 is not associated with spontaneous human dizygotic
twinning. Hum Reprod. 2008.pp1-8.

Zinn AR, Tonk VS, Chen Z, et. al. Evidence for a turner syndrome locus or loci at
Xp113-p221. Am J Hum Genet. 1999; 63,1757-1766.

Zlotogora J, Sagi M. and Cohen T. The blepharophimosis, ptosis, and epicanthus
inversus syndrome:delineation of two types. Am J Hum Genet. 1983;35,1020-27

Zou Y, Tsai WB, Cheng CJ, Hsu C, Chung YM, Li PC, Lin SH, Hu MC. Forkhead box
transcription factor Foxo3a suppresses estrogen-dependent breast cancer cell
proliferation and tumorigenesis. Breast Cancer Res Treat. 2008. 10(1):R21.

http://www.sharinginhealth.ca/biology/menstrual_cycle.html.2014

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=INHA.2014

http://www.bio.davidson.edu/people/midorcas/animalphysiology/Callahan/index.htm.20
14

91



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/109659014?report=fasta.2014

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BMP15&search=f734a4b0037e2b
5f96e5bab03c835d56.2014

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/42519916?report=fasta.2014

http://ghr.nlm.nih.gov/gene/FOX03.2014

http://www.antiaging.org.tr/eski2/pg013.html.2014

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000002.12?report=fasta&from=219572232&
t0=219575713)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/74273659?report=fasta

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000006.12?report=fasta&from=108559823&
to=10 8684769)

92



OZGECMIS

Adi1 Soyad: Mustafa ASCI
Dogum Yeri: Sivas

Dogum Tarihi: 10.10.1979
Medeni Hali: Evli

Bildigi Yabanci Diller: Ingilizce
Egitim Durumu :

Ondokuz May1s Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii-Tibbi Biyoloji Doktora 2009-
Celal Bayar Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii-T1bbi Biyoloji 2002-2005
Ondokuz May1s Universitesi Fen Fakiiltesi -Biyoloji 1997-2001

Calistig1 Kurum:

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD.
2009-

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Biyoloji ve Genetik AD. 2002-2008

E-posta: mustafaasci55@hotmail.com

93





