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Ser : Serin

SNP : Tek Niikleotid Polimorfizmi

Thr : Treonin

TSH : Tiroid Stimulan Hormon

TSHR : Tiroid Stimulan Hormon Reseptorii
o : Alfa

B : Beta
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1. GIRIS ve AMAC

Miilleryan aplazi, Mayer Rokitansky Kiistner Hauser Sendromu veya vajinal
agenezi olarak tanimlanan Miilleryan Agenezi (MRKH) [OMIM 277000] 4.000 ila
10.000 kadinda bir goriilen klinik durumdur (1). Menstruasyon, penetran cinsel iliski ve
cocuk dogurmaya engel olan bu klinik durum kisilerin sekstialite, psikolojik durum ve
yasam kalitesini 6nemli derecede etkilemektedir (2).

Anatomik durumlar1 geregi, Miilleryan agenezi olgular1 onemli reprodiiktif
sorunlar ile karsi karsiyadirlar. Bu hastalarin ¢ogu ovulasyon indiiksiyonu, oosit
toplanmasi ve tastyiciya transfere olanak saglayacak en az bir normal overe sahiptirler
(3). Ayrica; yakin ge¢miste hastaligin hipotezsel tedavisi olarak diisliniilen uterus
transplantasyonuna dair olumlu gelismelerin sonuglar1 da elde edilmek iizeredir (4).

Ancak Miilleryan agenezi hastalarinin tasiyict annelik veya uterus
transplantasyonu sonucu kendileriyle benzer genetik 6zellikte cocuk sahibi olmalarma
olanak saglayan yardimc1 iireme teknikleri, ovulasyon indiiksiyonu, over rezervleri ile
ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calismada; 2009-2011 yillarinda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesine bagvuran Miilleryan Agenezi tanili olgularda, over rezervlerine ydnelik
molekiiler belirteg olarak saptanmis olan iki FSHR polimorfizminin (p.Ala307Thr;

p-Ser680Asn) degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Miilleryan Kanallarin Konjenital Yoklugu

2.1.1. Tanim

Amerikan Ureme Derneginin (AFS) 1988 yilinda Miilleryan anomalilerin
simiflandirilmasina yonelik uterin gelisimdeki yetersizliklere dayanan simiflandirma
sistemi, vajina ve tubalarin da olaya katilmasiyla yeni bir siniflandirma sistemine

modifiye edilmistir (Cizelge 2.1) (5).

2.1.2. Embriyoloji

Disi genital organlarin embriyolojik gelisiminin betimlenmesi, Miilleryan
anomaliye sahip hastalarin ¢ok cesitlilik gosteren fenotiplerinin anlagilmasinda kritik
oneme sahiptir. insanlarin genetik cinsiyetinin, fertilizasyonla birlikte belirlenmesine
ragmen, disi yada erkek fenotip gelisimin 6. haftasindan 6nce belirlenmez (6). Disi
genital organlarm gelisimi primordial bobrekler ile yakin iliski icerisindedir (7).

Gonadal gelisim, yolk kesesinin dorsal duvarinda bulunan endodermal
hiicrelerden koken alan primordial germ hiicresi olarak embriyolojik gelisimin
dordiincii haftasinda baslar. Daha sonra hindgut dorsal mezenteri boyunca gelisimin
altinc1 haftasinda genital tiiberkiile ulasacak sekilde migrasyon gosterirler (8). Overler
orijin aldiklar1 bobreklerin yakinindaki pozisyonda gergek pelvise ulasirlar. Overlerin
gelisimde rol oynayan EMX2,Igflr/Irr/Ir, LHX9,M33,SF1 veWtl gibi baz1 genler
tanimlanmigstir (9,10) (Sekil 2.1).
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Cizelge 2.1. Uterovajinal anomalilerin Amerikan Fertilite Dernegi klasifikasyonu.

Klas I. Miillerian kanallarin disgenezisi

Klas II. Miillerian kanallarin vertikal fiizyon bozukluklar1

A. Transvers vajinal septum
1. Obstriikte
2. Obstriikte olmayan
B. Servikal agenezi ve disgenezi

Klas III. Miillerian kanallarin lateral fiizyon bozukluklari

A. Genellikle ipsilateral renal agenezi ile birlikte olan uterus ve vajinal asimetrik obsriikte
bozukluklari
1. Baglantisiz rudimenter taslak ya da horn ile birlikte olan unikornuat uterus
2. Cift uterus kavitesinin unilateral obstriiksiyonu,
3. Cift uterus ile birlikte olan unilateral vajinal obstriiksiyon
B. Simetrik-obstriikte olmayan
1. Didelfik uterus
a. Komplet longitudinal vajinal septum
b. Parsiyel longitudinal vajinal septum
c. Longitudinal vajinal septum yok
2. Septat uterus
a. Komplet
1. Komplet longitudinal vajinal septum
2. Parsiyel longitudinal vajinal septum
3. Longitudinal vajinal septum yok
b. Parsiyel
1. Komplet longitudinal vajinal septum
2. Parsiyel longitudinal vajinal septum
3. Longitudinal vajinal septum yok
3. Bikornuat uterus
a. Komplet
1. Komplet longitudinal vajinal septum
2. Parsiyel longitudinal vajinal septum
3. Longitudinal vajinal septum yok
b. Parsiyel
1. Komplet longitudinal vajinal septum
2. Parsiyel longitudinal vajinal septum
3. Longitudinal vajinal septum yok
4. T seklinde uterun kavite (dietilstilbestrol ile iligkili)
5. Unikornuat uterus
a. Rudimenter horn ile birlikte
1. Endometrial kaviteli
a) Baglantili
b) Baglantisiz
2. Endometrial kavitesiz
b. Rudimenter hornu olmayan

Klas IV. Vertikal lateral flizyon bozukluklarinin olagan dis1 konfigiirasyonlari

Amerikan Fertilite Derneginden modifiye edilmistir (5).



Erken donemde, gebeligin bes ile sekizinci haftalar1 arasinda mesonefrik
(wolfian) ve paramezonefrik (Miilleryan) kanallarin olusmasina izin verecek sekilde
fenotip gelisimi cinsiyet farklilagsmasiyla devam eder. MIS (Miilleryan inhibiting
substance)’in sertoli hiicrelerinde iiretiminin yoklugunda, Miilleryan kanallar uterus,
fallopian tiipleri, serviks ve list vajen olarak gelisim gosterirler. Bu siirecte wolfian
kanallar regrese olsa da, Miilleryan kanallarin gociinde kilavuz olarak rol oynadiklar1
diistiniilmektedir (11). 8 ve 18’inci haftalar arasinda Miilleryan kanallar elongasyon,
flizyon, kanalizasyon ve septal ¢oziilme gosterirler. 12°nci hafta civarinda, Miilleryan
kanallarin kaudal kismi uterovajinal kanali olusturmak iizere kaynasir. Iki kanalin
sonraki internal kanalizasyonu, 20°nci haftada rezorbe olacak bir septumla iki kanal
olusturacaktir. Septumun rezorbsiyonu ile uterus ve iist vajen olusacaktir. Iki Miilleryan
kanalin kaynagsmamis alt kisimlar1 ise iki Miilleryan kanala ait fallop tiipleri olarak
kalacaklardir.

Alt vajen, Miilleryan kanallarin kaudal fiizyonunu takiben sinovajinal bulbustan
koken alir. Olusan vajinal tabaka santral dejenerasyona ugrayarak 20. hafta civarinda

tam kanalizasyona olanak saglar (12) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Miilleryan kanallarin gelisimi (6).



Uterus ve vajen gelisimi

Miilleryan embriyolojik gelisimin tanimlayic1 genetik temeline dair daha ¢ok
calismaya ihtiya¢ olsa da HOX (Homebox) serisi genlerin paramezofrik kanallarin
gelisiminde kritik rolii tesbit edilmistir. Ornegin kromozom 7p15°de lokalize HoxA9
[OMIM 142956] gen grubu fallopian tiiplerin gelisiminde, Hoxal0 [OMIM 142957]
uterus gelisiminde, Hoxall [OMIM 142958] alt uterin segment ve serviks gelisiminde
regiilator gen olarak rol oynamaktadir (13). HOX genlerindeki mutasyonlarin fareler
iizerinde belirgin reprodiiktif anomaliye neden oldugu saptanmistir (14).

Bu embriyonik gelisim asamasinda Miilleryan kanalin ¢6lomik epitelden kdken
aldig1 5. embriyonik hafta ile tirogenital siniisile birlestigi 8. embriyonik hafta arasinda
gelisimi basarisiz olursa, iirogenital sinilistan sinovajinal bulbuslar ¢ogalamaz ve
sonucunda uterus ve vajen gelisemez, sonug itibar1 ile Mayer-Rokitansky-Kustner-
Hauser Sendromu (MRKH) [OMIM 277000] olarak bilinen klinik durum ortaya
cikmaktadir.

2.1.3. Etiyoloji

Hemen hemen tiim hastalarm normal karyotipe (46,XX) sahip olmas1 ve ii¢ kez
monozigotik ikizlerden sadece birinde vajinal agenezi rapor edilmis olmasi nedeni ile
vajinal agenezilere 6zel bir genetik etiyoloji atfedilmemistir. 46,XX karyotipli kiz
kardeslerde tam vajinal agenezinin tekrar ediyor olmasi, bu hastalar i¢in otozomal bir
kalitim oldugunu diisiindiirmektedir. Shokeir ve ark. tarafindan aralarinda akrabaligi
olmayan 13 Miilleryan agenezili bireylerin aileleri incelendi.10 ailede benzer sekilde
etkilenmis baska kadm bireyler belirlenmistir. Genellikle baba tarafindan olan
akrabalarda etkilenmis bir kadmin olmasi, erkekler tarafindan tasman disiye-6zgii
otozomal dominant gegisli bir genin varhigini diistindiirmektedir (5).

Glinlimiize degin yapilan caligmalarla, Homebox (HOX) genlerinin ekspresyon
farkliliklar1 Miilleryan kanal agenezileri ile iliskilendirilmistir (15). Ayrica, galaktoz
metabolizma bozukluklarinin ve galaktoz-1fosfat-uridil transferaz eksikliginin de
Miilleryan kanal aplazilerine neden olabilecegi diistiniilmektedir (16,17).

1982 yilinda Willemsen ve ark. tarafindan MRKH sendromunun Klippel-Feil
sendromu 1ile bir iligkisi gosterilmistir (18). Bununla birlikte, baz1 arastirmacilar ise
anti-Miilleryan hormon ve anti Miilleryan hormon (AMH) geninde [OMIM 600957]

var olan mutasyonlarin bu anomaliden sorumlu olabilecegini diisiinmektedir (19).



MRKH sendromunun miimkiin olabilecek 5 etiyolojik faktorii soyle belirtilmistir:

1. Disi embriyonik gonad icerisinde Miilleryan inhibe edici faktoriin yetersiz
iiretimi

2. Sadece alt Miilleryan kanalda Ostrojen reseptorlerinin bdlgesel yoklugu ve
eksikligi

3. Teratojenik bir ajana maruz kalma nedeniyle Miilleryan kanal gelisiminde
duraklama

4. Mezenkimal indiiksiyon hasar1

5. De nova gen mutasyonlar1

Teratojenik ve mutant gen etiyolojilerinin ¢ok daha olasi nedenler olduguna

inanilmaktadir (5).

2.1.4. Miilleryan ageneziye eslik eden anomaliler

Miilleryan kanal anomalileri uterus ve vajenin tek veya cok cesitli kombine
anomalilerine neden olabilir. Overlerin kokeninin tamamen gonadal c¢ikintilardan
olmasi, uterovajinal anomaliler ile over anomalilerinin nadiren birlikte olmasini
aciklamaktadir. Ancak wolfian ve Miilleryan kanallarin yakin gelisimsel iliskisi de disi
genital sistem anomalilerinin sikca birlikteligini diisiindiirmektedir (20).

Miilleryan kanallarin gelisim basarisizligi wolfian kanallarin kaudal ucundan
ireterik c¢ikintisinin gelismemesi ile iligkilendirilebilir. Bu nedenle Miilleryan kanal
agenezisi olan tarafta bobregin tamamen bulunmama hali eslik edebilir.

Renal Tnitelerin eksik, yapisik veya degisik lokalizasyonlarda olmasi
teratojenitenin zamanma bagli olarak goriilebilir. Ureterler duplike olabilecegi gibi
vajen ya da uterus gibi alisilmadik yerlere acilabilmektedir. Konjenital renal agenezili
hastalarin yaklasik %40’inda genital anomaliler izlenebilecegi gibi, Miilleryan agenezi
vakalarmin {ligte birinde unilateral renal agenezi, unilateral veya bilateral pelvik bobrek,
at nali bobrek, hidronefroz, hidroilireter ve c¢esitli paternlerde iiriner anomaliler
izlenmektedir (5,21).

Bu hastalarda iskelet anomalilerine ve kardiak anomalilere de rastlanmaktadir.
Yaklasik %10-15 oraninda izlenen iskelet anomalilerine en ¢ok kama vertebra, vertebra
flizyon bozukluklari, rudimental vertebral korpuslar ve normalden ¢ok sayida vertebra

gibi spinal kanal bozukluklar1 seklinde rastlansa da sindaktili, parmak eksikligi gibi



iskelet anomalileri de goriilebilir. Ayrica; konjenital kalp hastaliklar1 ve inguinal herni

gibi anomaliler de Miilleryan ageneziye eslik edebilir (22,23,24).

2.1.5. insidans ve klinik bulgular

Miilleryan aplazi, Mayer-Rokitansky-Kiistner-Hauser sendromu ve vajinal
agenezi olarak bilinen Miilleryan agenezi 4000 ile 10.000 kadinda bir goriilen klinik
durumdur (1). Miilleryan agenezi hastalar1 normal sekonder seks karakterleri gelisimine
ve fonksiyonel overlere sahiptirler. Bu hastalarin ¢ogunda uterus, serviks ve 2/3 vajen
yoktur. Normal fallop tiipleri ¢ogu zaman vardir ve kiiciik miiskiiler uterin katlantilara
baghdirlar (25).

Bu hastalar tipik olarak adelosan donemde primer amenore ile basvururlar.
Miilleryan agenezi, gonadal disgeneziden sonra primer amenorenin en sik nedenidir
(26). Miilleryan agenezi hastalarmin  %2-7’sinde uterin kalintilarinda  aktif
endometrium bulunmaktadir. Bu nedenle bu hastalar siklik veya kronik karmn agrisi
yakinmasi ile de bagvurabilirler (27).

Seksiiel organlardaki anomaliler derin kisilik problemlerine, viicut imajinin

bozukluguna ve hamile kalamamaya bagh diisiik 6zgiivene yol acabilir (28).

2.1.6. Laboratuar ve tanisal testler

Tim hastalarda kromozomal analiz yapilmalidir. Overyan disgenezi, androjen
insensitivite sendromu veya klasik MRKH sendromundan sapmalar varsa muhtemel bir
Y kromozomu varligini arastirmak i¢in SRY (Sex determining region, Y) gen analizi
yapilmalidir (5).

Konvansiyonel transabdominal, translabial veya transrektal ultrasonografi, 3D
ultrasonografi ve MRI (Manyetik Rezonans Inceleme) Miilleryan yapilarin
degerlendirilmesinde kullanilabilir ve anotomiyi tanimlamaya yardimcidir (1).

Laparaskopi Miilleryan agenezide tanisal amagli Onerilmese de, fonksiyonel
rudimenter uterus varhiginda tedavi amagh yardimci olabilir (1). %53’e varan oranda
abdominal duvar, iiriner trakt ve iskelet anomalilerinin de bulunmasi nedeniyle bu
anomalilere yonelik klinik degerlendirme yapilmalidir. Ultrasonografi pelvik bdbrek
veya renal ageneziye dair bilgi vermede kullanilabilir (29). Operasyon oncesinde tiim
hastalara IVP (Intravenéz pyelografi) cekilmelidir. IVP aym zamanda spinal

anomalilerin de arastirilmasinda yararhdir (5).



Baz1 merkezlerde manyetik rezonans goriintiileme ile kombine manyetik urogram
yapilarak tek bir radyolojik calisma ile roprodiiktif, iirolojik ve iskelet sistemlerinin

arastirilmasi hizlandirilmaktadir (5).

2.1.7. Ayirici tani

Miilleryan agenezinin ayirici tanilar1 arasinda konjenital vajen yoklugu, tranvers
vajinal septum, imperfore himen, androjen insensitivite sendromu ve 17a hidroksilaz
eksikligi sayilabilir (1).

Miilleryan aplazi ile karsilastirildiginda imperfore himen hastalarinda tipik
anulerr sagaksi himen dokusu bulunmamaktadir. Transvers vajinal septumu olan
hastalarda ise proksimal vajinal kanalla birlikte normal himenal doku izlenir. Primer
amenoreye ilaveten bu iki durum siklik abdominopelvik agr1 ve traktin obstriiksiyonuna
bagh pelvik kitle ile goriinebilir (1).

Androjen insensitivite sendromunda hastalar XY karyotipe ve normal diizeyde
androjen {lireten testislere sahiptirler. Androjen reseptér fonksiyon bozukluguna bagl
pubik ve aksiller killanma izlenmez, periferik androjen-Ostrojen doniisiimiine bagli
meme dokusu normal olarak gelisir. Vajen kisa veya normaldir ancak intrautein
donemde testikiiler antiMiilleryan hormon varligina bagl uterus ve serviks izlenmez
(1).

Fenotipik olarak disi eksternal genitalya, kor vajen izlenen, uterusu olamayan 17a

hidroksilaz eksikligi olan hastalar da XY erkek karyotipe sahiptirler.

2.1.8. Tedavi

Miilleryan agenezi hastalarmin yonetimi, genital anomalilerin fonksiyonel ve
emosyonel etkileri ele alinarak hem psikososyal yonden, hem de anatomik defektin
diizeltilmesi ile yapilmalidir. Tan1 sonrasinda hastalara saglikli cinsel iliski olabilecegi
vurgulanmalidir. Hasta ve ailesine gelecekteki fertilite secenekleri hakkinda bilgi
verilmelidir. Yardimc1 iireme teknikleri ve tasiyict gebelik kullanimi ile gelecekte
biyolojik anne olabilecegi anlatilmahidir (30,31).

Dilatasyon ve cerrahi olarak neo-vajen olusturma zamanlamasi elektif olarak
secilir, ancak hastanin emosyonel olgunluga ulastig1 ve tedaviyi talep ettigi zaman en
uygun zamandir. Dilatasyon ile vajen olusturulmasi, ¢ogu hasta i¢in ilk tedavi se¢enegi

olmalidir (1).



1938 yilinda Frank, operasyonsuz suni bir vajina yaratmanm metodunu
tanimlamistir. Bu metod, hastanin litotomi pozisyonunda vajinal posa dilatatorler
yerlestirerek yeni vajen olusturulmasina dayanmaktadir. 1940 yilinda bu metodla tedavi
edilen hastalarda basarili sonuglar alinmistir. Diisiik morbidite nedeniyle 6nemli bir
yaklagimdir ancak bu yontem sonrasi enterosel vakalar1 bildirilmistir (5).

Bir diger pasif dilatasyon teknigi Ingram tarafindan tanimlanmistir. Hasta 6zel bir
bisiklet selesi sandalyesi ile kendi viicut agirligindan faydalanip dilatatorleri igeri iterek
pasif dilatasyon saglar. Giinde en az 2 saat 15-30 dakikalik intervallerde, yerden
yaklagik 60 santimetre yiiksekte sandalyeye oturur. Her ay kontrollerinde bir biiyiik
ebada gecilebilir (5).

Yakin zamanda Miilleryan agenezi vakalarmin %90-95’inin vajinal dilatasyondan
anatomik ve fonksiyonel fayda sagladigi bildirilmistir (32,33). Eger dilatasyon basarisiz
olursa cerrahi dilatasyon endikasyonu vardir. Yeni vajen olusturmaya yonelik
cerrahinin amaci iligkiye izin verecek uygun genislikte ve sekratuar kapasiteye sahip
vajinal kanal olusturmaktir. Zaman hastaya ve uygulanacak prosediire gore
degismektedir. Genellikle ge¢ addlesan ve erken erigkin dénem (17-21 yas) tercih
edilir, ¢iinkii hastanin postoperatif uyum saglayacak olgunluga erismesi 6nemlidir (1).

Yeterli vajen olusturmak i¢cin en c¢ok kullanilan metod, 1950 yilinda Mclndoe
tarafindan tanimlanan Abbe-McIndoe teknigidir (34). Bu teknik rektum ve mesane
arasinda bosluk yaratacak uygun bir diseksiyon gerektirir ve postoperatif dilatasyon,
ozellikle greft kontraktiiriinii 6nlemek i¢in kesinlikle gereklidir (1). Yeni vajen olusumu
icin kullanilan diger yontemler Veccihietti islemi ve daha once laparatomik uygulanan
operasyonlarin laparaskopik versiyonlaridir (35).

Daha az siklikta kullanilan cerrahi yontemler ise barsak, bukkal mukoza, amnion
zar1 gibi diger gesitli allogreftlerin kullanildig1 tekniklerdir (1). Ortotopik replasman,
alman  uterusun  fiksasyonu  ve  revaskiilarizasyonuna  dayanan  uterus
transplantasyonunun 6zellikle fertilite adina hastaligin tedavi prosediirleri arasinda yer
almasi1 beklenmektedir (4).

Hasta doku ve organlarin; tamir, replasman ve rejenerasyonunun sonucu normal
fonksiyon gormelerini amaglayan rejeneratif tibbin reprodiiktif sistem iizerindeki
calismalar1 da devam etmektedir. Otolog kok hiicrelerden {iretilen fonksiyonel uterin

dokunun kullanilabilirligi miimkiinlesir ise miilleryan agenezi olgularmi da kapsayan



toplumun %3 ila 5’ini etkileyen uterin faktor nedenli infertilitenin tedavisi hususunda

onemli bir yol katedilmis olacaktir (36).

2.2. Gonadotropin Reseptorleri

Gametogenezis ve steroidogenezis olarak adlandirilan gonadal fonksiyonlarin
regililasyonu hipotalamik dekapeptid olan gonadotrop releasing hormon (GNRH) ve iki
hipofizer gonadotropin olan luteinizan hormon (LH) ve folikiil stimiilan hormon (FSH)
tarafindan yapilir. Plasental salgilanan HCG (hiiman koryonik gonadotropin) ile birlikte
bu iic gonadotropin; androjen, Ostrojen progesteron iiretimi, folikiil ve sperm
maturasyonu, ovulasyon ve erken gebeligin devamimi iceren kadin ve erkek iireme

endokrinolojisini regiile eder (37).

2.2.1. Gonadotropinlerin yap1 ve fonksiyonlari

Ug gonadotropin olaral bilinen FSH, LH ve HCG ile TSH (tiroid stimiile edici
hormon) glikoprotein hormon ailesindendir (38). Yapisal olarak bu ii¢ gonadotropin ve
TSH ortak o subiinitesine ve homolog hormon-spesifik [ subiinitesine sahip
heterodimerlerdir (37). Glikozillenmis polipeptid alt iiniteler kovalent olmayan
baglarlarla birbirlerine baglanirlar. Ug boyutlu yapr ise disiilfit baglariyla saglanir. Bu
iic boyutlu yapi, hormon-reseptor iliskilerini ve hormonun biyolojik aktivitelerini
belirlemektedir (39).

Luteinizan hormon (LH) ve folikiil stimiilan hormon (FSH) sinerjik olarak etki
etseler de, LH esas olarak teka hiicrelerini uyararak steroidogenezi; FSH ise graniilosa

hiicrelerini uyararak folikiil elisimini saglar.

Iki Hiicre - Iki Gonadotropin Sistemi: Bu sistem folikiil gelisiminin esasm1

olusturmaktadir. LH wuyarisiyla teka hiicrelerinde kolestrolden androjen {iiretimi

gerceklesir, iiretilen androjen FSH ile uyarilmis olan graniilosa hiicresine gecer ve

Ostrodiole doniistiiriilir. FSH ve iretilen 6strodiol, FSH reseptorlerini ve 0Ostrodiol

sentezini daha da arttirir, olusan siv1 folikiil ortasinda birikmeye devam eder (40).

2.2.1.1. Folikiiler gelisme ve FSH fonksiyonlar

Folikiil gelisimi menarstan menapoza kadar devam eden bir olaydir. Her ay bir grup

onciil (primordial) folikiil olgunlasma siirecine girer ve sadece tek bir olgun folikiiliin
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catlamasi ile yumurtlama olur (41). Oogenezis ve sonu¢ olarak dogumdaki folikiil sayis1
aslinda genetik kontrol altindadir (42).

Primordial folikiil grubunun se¢imi gonadotropin etkisinden bagimsiz olarak
gerceklesmekte ancak bu ilk segimden sonraki gelisim ve farklilasma FSH kontrolii altinda
olmaktadir. FSH etkisi altindaki oositler bliylimekte ve tek siralt olan graniiloza hiicreleri
cok sirali kiiboid yapiya ge¢gmektedirler. FSH etkisi devam etmez ise olusan bu primer
folikiiller atreziye gitmektedir (41).

FSH etkisiyle oositler bliyiimeye devam eder ve etraflarinda ‘zona pellucida’ adi
verilen glikoproteinden zengin bir tabaka olustururlar. Graniiloza hiicrelerinin mitotik
aktivitesi artarken dis kistmdaki teka hiicreleri de farklilasirlar. Ostrodiol iiretimi bu iki
hiicrenin ¢aligmasiyla gergeklesirken, FSH reseptor sayist da hizla yiikselir (iki hiicre, iki
gonadotropin teorisi).

Ostrojen ve FSH’nin sinerjistik etkisi ile graniilozanin interseliiler bosluklarinda
biriken folikiil sivisinin yapimi ¢ogalir. Folikiil asamali olarak antral sathaya gectikge
kavite olusturma egilimi belirmektedir. Folikiil sivisinin birikmesi ile, oosit ve onu
cevreleyen graniiloza hiicrelerinin  spesifik endokrin ortamlarinda beslenmeleri
saglanmaktadir. QOositi  ¢evreleyen graniiloza hiicreleri artik kiimiiliis ooforusu
olusturmaktadir. Bu kiimiiliis ooforusun farklilagsmasi oositten koken alan sinyallerle
gerceklesmektedir (43).

Graniilozadaki yiiksek proliferasyon alanlar1 ile, antral folikiiller yiiksek
konsantrasyonda dstrojen igerirler. En diisiik androjen/6strojen oranlarmi igeren folikiiller,
saglikli oosit barindirma ihtimalleri en yiiksek olanlardir (44). Sistemik dolasima da gegen
ostrodiol, negatif geri bildirim etkisiyle FSH’1 azaltmaya basladiginda, sadece en fazla
FSH reseptoriine sahip olan folikiil hayatta kalabilecektir. FSH reseptorleri yeterli olmayan
folikiil ise kiigiilmeye gidecektir. Yine bu asamada FSH ve 6strodiol etkisiyle graniiloza
hiicrelerinde LH reseptorii sentezi de baslamaktadir. Normalde siklus ortasma kadar
folikiilde LH reseptorii bulunmaz, erken LH yiikselmesi androjen diizeyini arttirmakta,
graniiloza hiicrelerinde mitotik siireci baskilamakta ve sonug¢ olarak folikiilii kiiciilmeye
gotlirmektedir (41).

Ovulasyondan hemen Onceki donemde, graniiloza hiicreleri biiyiimekte, teka
tabakasinda damarlanma artmakta ve oositin mayozu tekrar baglamaktadir. Folikiiler fazda
Ostrojen hizli bir artig gostermekte, bunu LH ani artis1 takip etmektedir. LH etkisiyle

progesteron iiretimi de yiikselmekte, luteal faza gecis siireci baglamaktadir (41).
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Ovulasyon LH artisinda 10-12 saat Once, Ostrodiol artisindan 24-36 saat sonra
gergeklesir. LH ani artis1 oositteki mayoz boliinmenin yeniden baslamasimni, graniilozanin
liiteinizasyonunu, folikiilde progesteron ve prostaglandinlerin sentezini uyarir. Progesteron
ve prostaglandinler, folikiil duvarinin sindirim ve yirtilmasindan sorumlu basta plazmin
olmak iizere bircok proteolitik enzim aktivitesini artirir. Folikiil duvarindaki kollajen

sindirimiyle, folikiil duvarmin yirtilmas: ve ovulasyon gergeklesir.

2.2.2. Gonadotropin reseptorleri

2.2.2.1. Gonadotropin reseptorlerinin yapisi

Gonadotropinler gonadlarda bulunan reseptorlerine baglanarak etki gosterirler (42).
Guanin niikleotidi ile baglanan proteinleri nedeniyle G protein reseptor ailesine dahil
edilen reseptorlerdir (45).

Insan LH reseptorii (hLHR) ve insan FSH reseptorii (hFSHR) sirasiyla 675 ve 678
aminoasit uzunlugundadir. hLHR ve hFSHR aminoasit rezidiilerim baglatici metioninden
itibaren numaralanmigtir (37). Hiicre disinda bir amino ucu, hiicre i¢inde bir karboksi ve
hiicre zar1 arasinda da yedi hidrofobik baglant1 alan1 mevcuttur. Ayni gen ailesinde TSH,
muskarinik, adrenerjik, kolinerjik, dopamin ve substans-K reseptorleri vardir. Hiicre zar1
arasindaki kisim, bu reseptorlerin en sabit boliimleridir, hiicre dist kisimlarinda ise
cogunlukla kisa bir amino ucu bulunur (30-40 aminoasit). LHR, FSHR ve TSHR’nin
bulundugu grupta ise ¢ok uzun bir amino ucu mevcuttur (45).

Gonadotropin reseptdrlerinin ekstraseliiler bdlgelerinin aminoasit kismi %46
oraninda aynidir. Bu bdlge 6zel bir dnem tasir, ¢iinkii hormonlar1 reseptorlerine yiiksek
derecede baglanmalarindan ve taninmalarindan sorumludur (46). FSHR’ nin ekstraseliiler
boliimiiniin biiylik bir kismimm kristal yapisi, bu onemli reseptoriin {ic boyutlu yapisi ve
ligand baglanmasi konusunda ¢ok ihtiya¢ duyulan bilgiler son yillarda yapilan ¢aligmalarla
elde edilmistir (47).

Bir aminoasit, tyrl10 glikoprotein hormon reseptdrleri arasinda tamamen
korunmustur (47). Bu, dimerdeki molekiiller aras1 temasin ¢ogunu saglar (47) FSHR nin
1-268 aminoasitleri (kristal yap1 i¢in kullanilan parca) FSH’1 kuvvetli sekilde baglar. Bu
bulgu FSHR’nin mentese bolgesinin baglanmada yer almadigimi gosterir (37).
Glikoprotein hormonlarin 3 alt {niteleri ve reseptorleri benzer genler tarafindan

kodlanmaktadir (48,49).
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2.2.2.2. Gonadotropin reseptor genleri

FSH reseptor ve LH reseptor genleri 2 nolu kromozomun p21 bdlgesinde yer
almaktadir (50). Rousseau-Merck ve arkadaslari (1990) tarafindan tanimlanan LHR
yaklasik olarak 80 Kb uzunlugunda olup, 11 ekzondan olusmaktadir [OMIM 152790].
FSHR ise yaklasik 190 Kb uzunlugunda, 10 ekzondan olusmaktadir [OMIM 136435].
Ayrica bu ekzonlar reseptorlerin ekstraseliiler bolgelerinin mentese bdlgesinde bulunan C-
terminal ucunu da kodlarlar (37).

LHR ve FSHR’nin 5’ yan bolgeleri GC agisindan zengin, genlerin promotdr
bolgeleri ise TATA kutularindan yoksundurlar. Sigan FSHR’sinin promotorii, kopyalama
baslangi¢ bdlgesinin 200bp lizerinde olup, bu bolge translasyon baslangi¢ bolgesinin 100
bp iizerinde bulunan iki trankripsiyon baslangi¢ bolgesi tasir. GATA, E2F, API bolgesi ve
bir E box bu bélgede bulunan ve transkripsiyon i¢in dnemli birkag elementtir. Buna karsin
E box ve baglayici proteinleri FSHR’ nin overlerdeki ekspresyonu i¢in 6zellikle 6nemlidir

(37).

2.2.2.3. Gonadotropin reseptor gen varyasyonlar: (Mutasyon ve SNPler)

Gonadotropin reseptdr genlerinin mutasyonlart ve bunlarin patofizyolojik sonuglari
hakkindaki ilk kapsamli arastirma 2000 yilinda yapilmis, 5 yil sonra yeni gelismeler tekrar
yaymlanmistir (51,52).

Gonadotropin reseptor genleri mutasyonlar1 baskilayict ve uyarict olarak iki sekilde
goriilebilir. Uyarict mutasyonlarda fenotipik degisiklik olusturmak i¢in heterozigot olmasi
yeterlidir. Baskilayic1 mutasyonlarin  fenotipe yansimasi i¢in homozigot olmasi
gerekmektedir. Ebeveynlerden gelen gen allelerinden sadece birisinde bile mutant allelin
olmas1 halinde, reseptorlerin bir kismi siirekli olarak fazla uyarilacak ve bu fenotipe
yansiyacaktir. Baskilayict mutasyonlarin fenotipe yansimasi icin iki ebeveynden mutant
allelerin olmasi gerekecektir. Tek bir baskilayict mutant, reseptdrlerin bir kisminin sessiz
kalmasina yol acarken digerleri normal ¢alisacagindan hastalik olugsmayacaktir. LHR gen
mutasyonlarmin ¢ogu, G proteinlerinin 6nemli bir baglanma yeri olan hiicre zari
icerisindeki kisimda bulunur (53).

Baskilayict LHR gen mutasyonu olan kadinlar, normal fenotipik farklilasma ve
ergenlik gelisimi gosterirler ancak ergenlik sonrasinda LH etkisinin olmamas1 nedeniyle
amenore ve infertilite ile karsimiza ¢ikarlar (54). 46, XY karyotipine sahip kisilerde en

siddetli fenotip leydig hiicrelerinin tamamen yoklugu (leydig hiicre hipoplazisi) ve
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psddohermafroditzmdir. Daha 1limli fenotipler ise hipospadias ve mikropenistir (51-55).
FSH reseptorlerinde ilk baskilayict mutasyon p.Alal89Val olup, Finlandiyali ailelerin
taranmas1 sonucu 1995 yilinda saptanmistir (56). Hastalarda primer veya erken baslangicli
sekonder amenore, hipergonadotropik hipogonadizm, primordial ve preantral evrelerde
folikiil matiirasyonun durmasi, degisik evrelerde sekonder seks karakterleri izlenmistir.
Mutant FSH reseptorii hiicre yiizeyinde ¢ok az sentezlenmekte, FSH ile baglanamamakta,
baglansa bile ikincil uyar1 yapmamaktadir (57).

Benzer 6zellikte diger yanlis anlamli bir mutasyon olan p.Pro519Thr ise ayn1 sekilde
hipergonadotropik prematiirover yetmezligi, ¢cok diisiik 0strojen diizeyleri ve yiiksek doz
FSH’a yanitsizlik saptanmistir. Yapilan over biopsilerinde folikiill olgunlagsmasinin
preantral donemden daha ileri gitmedigi gdézlenmistir (58). Saptanan diger baskilayici
FSHR gen mutasyonlarinda ise sekonder amenore, gonadotropin direnci, normale yakin
over biiyiikliigii ve antral diizeye ulasan folikiiller gibi daha iyi gidisli fenotiplerle
karsilagilmistir (59,60).

FSHR geninde p.Ala41Thr mutasyonunda, dstrojen diizeyleri normalden daha diisiik
olmasina ragmen, gestagen ile ¢ekilme kanamasi elde edilebilmistir (61). Son yillarda
saptanan p.Pro348Arg mutasyonunda ise reseptorde olusan yapisal degisiklik nedeniyle
hicbir sekilde FSH baglanamamaktadir. Sonu¢ olarak hastada hipergonadotropik
hipogonadizm, primer amenore ve gecikmis puberte ortaya ¢ikmaktadir.

FSH reseptor mutasyonlar1 nadir goriilmesine ragmen; fenotip, reseptor baskilama
orani, mutasyon bolgesi ve islevsel sonuglar agisindan yakin bir iliski vardir. Reseptoriin
hiicre disinda kalan kismindaki mutasyonlar (p.Ilel60Thr, p.Alal89Val, p.Asnl91lle,
p.-Asp224Val ve p.Pro346Arg), FSH ile baglanmay1 dogrudan engellerken fenotipin de
agir seyretmesine neden olmaktadir. Hiicre membraninda kalan kismm mutasyonlarinda
(p.Ala419Thr, p.Arg573Cys ve p.Leu602Val) ise sinyal iletimi aksamakla birlikte
hastalarin durumu daha 1yi seyretmektedir. Bu hastalarda yiiksek doz FSH uyarisina yanit
almmakta ve vyapilan genetik c¢alismalar infertilite sebeplerini aydmlatmaktadir.
Heterozigot mutasyonu olan hastalarda fenotipin normal gelistigi yani calisan tek bir
normal allelinin, FSH normal fonksiyonunu devam ettirdigi goriilmstiir (52).

Bugiine kadar FSHR geninin kodlayic1 ve kodlayic1 olmayan bdlgelerinde
birbirinden farkli tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) tanimlanmistir. Bunlarin sayisi
yaklagik >1300 civarindadir. Kodlayici bolgede yer alan toplam sekiz SNP den 6zellikle

iki tanesi ekzon 10 bolgesinde yer alan 680 pozisyonundaki asparajin-serin (p.Asn680Ser;
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rs 6166) ve 307 pozisyonundaki alanin-threonin (p.Ala307Thr; rs6165) degisimleri lizerine
yogunlasilmistir.  Dolayis1 ile, fosforilasyon ve  glikozilizasyon  molekiiler
mekanizmalarindaki degisikliklerden dolayr FSHR varyantlarinin FSH {izerinde farklh
sekillerde etki edebilecegi hipotezini dogurmustur (62,63). Her iki polimorfizmde ayni
ekzonik bolgede yer almasindan dolayr p.Thr307-p.Asn680 ve p.Ala307-p.Ser680
kombinasyonlar1 birlikte kalitilmakta olup, linkaj disequilibrium olarak goézlenmektedir
(64).

Folikul stimule edici hormon folikuler biiylimede merkezi rol oynadigindan IVF
protokollerinde ve diger degisik disi ve erkek infertilite problemlerinde over
stimulasyonunda kullanilmaktadir. 2013 yilinda Desai ve arkadaslar1 tarafindan bir
derlemede bugiine degin yapilan tiim ¢alismalara dayali olarak FSHR polimorfizmlerinin
over cevabini ongoérmede bir genetik marker/belirte¢ olabilecegi lizerinedir. 2010 ve 2011
yillarinda yapilan meta-analiz caligmalarina dayanarak sadece Ser®™ allelinin, klinik
uygulanimlarda FSH stimulasyonu ile over cevabini belirlemede giivenilir bir marker
olabilecegi gosterilmistir (64).

Tim literatlir verileri g6z Oniine alindiginda, anatomik nedenli infertil
bireylerdeki gonadotropin reseptor genlerinde yer alan tek niikleotid polimorfizmlersi,
gen i¢i kirpilma hatalari, ve mutasyonlar genetik temelin anlasilmasinda Gnem
kazanmaktadir. Ayrica, iireme abnormalitelerine yoOnelik uygulanan tedavi
protokollerinde FSHR gen polimorfizmlerinin molekiiler belirteg olarak diistintilmesi

bireysel farmakogenetik yaklasimlar1 da beraberinde getirmektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hasta Secimi

Calismamiz, 2009-2011 yillarmda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesine basvuran hastalarda yapilmistir. Calismaya katilan tiim hastalara calisma
hakkinda bilgi verildi ve onam formlar1 imzalatild1.

Ilgili ¢ahsma i¢in Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Bilimsel
Calismalar Etik Kuruluna basvurularak 20.12.2012 tarih ve
B.30.2.AKD.0.20.05.06/338 sayili1 karar ile 6n onay alindi. Kontrol grubuna seg¢ilen
hastalarda calismaya katilma kriteri olarak spontan gebe kalan 23-39 yas araligindaki
hastalar secildi. Infertilite dykiisii olan, cinsel aktif olduktan sonra korunmasiz iliskiye
ragmen 1 yil icerisinde gebe kalamayan hastalar ¢aligmaya alinmamastir.

Miilleryan agenezi hasta grubunda ise klinigimizde Miilleryan agenezi tanis1 alan
ya da dig merkezden bu tani ile hastanemize refere edilen 15-39 yas arasindaki kadinlar
secilmistir. Anormal sekonder seks karakteri gelisimi izlenen ve anormal karyotipe

sahip hastalar calismadan diglanmislardir.

3.2. Periferal Kan Orneklerinin Alinim

Calisma kapsamina alinan olgulara onam formu doldurularak, 5 ml olacak sekilde
periferal kan ornekleri KsEDTA’l1 steril tiiplere [Venoject”] alindi. DNA izolasyon

islemine kadar +4°C’de sakland1.

3.3. Periferal Kandan DNA Eldesi

Olgularin genomik DNA’lar1, periferal kandan modifiye non-enzimatik metod ile
izole edildi. DNA izolasyonu i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve islem basamaklar1 asagidaki

gibi uygulandu.

3.3.1. Kullamlan soliisyonlar

CLB 1X (Hiicre Liziz Tamponu)
0.32 M Siikroz (Merck)
10 mM Tris HC1 pH 7.6 (Sigma)
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5 mM MgCl, (Merck)
%1 Triton-X (Sigma)
Yukaridaki derigimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan CLB 1X

tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra +4°C’de saklanda.

TKM1 (Diisiik konsantrasyonlu tuz soliisyonu)

10 mM Tris HC1 pH 7.6 (Sigma)
10 mM KCl1 (Reidel-de Haen)
10 mM MgCl, (Merck)
2 mM EDTA pH 8.0 (Sigma)

Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan TKM1

tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

TKM2 (Yiiksek konsantrasyonlu tuz soliisyonu)

10 mM Tris HC1 pH 7.6 (Sigma)

10 mM KCl1 (Reidel-de Haen)
10 mM MgCl, (Merck)

0.4 mM NacCl (Carlo Erba)

2 mM EDTA pH 8.0 (Sigma)

Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlananTKM2 tamponu

otoklavda sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

%10 SDS (Sodyum dodesil siilfat) cozeltisi
1 gram SDS (Q-Bio gene) 10 ml distile suda ¢oziildiikten sonra filtreden

gecirilerek sterilize edildi ve oda sicakliginda saklandi.

6 M NaCl (Sodyum Kkloriir)
35.06 gram NaCl (Carlo Erba) 100 ml distile suda ¢6ziilerek otoklavda sterilize

edildikten sonra oda sicakliginda saklandu.

%70’lik etanol
70 ml %99’luk etanol, 30 ml distile su ile karistirild1 ve +4°C’de saklandi.
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3.3.2. islemler

K3EDTA’L steril tiiplere alinan kan alt {ist edilerek homojenize edildi. Kan
orneginden 3 ml almarak 15 ml’lik steril santrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 3 kati
hacim kadar CLB 1X eklendi ve yavasca karistirildi. Oda sicakliginda devir sayisi
(rpm) dakikada 2200 olacak sekilde 10 dakika santrifiij edildi. Dokelti atildi. Cokelti
elle vurularak homojenize edildikten sonra tizerine 5 ml TKM1 soliisyonundan eklendi.
Vorteksle karistirilarak homojenize edildikten sonra oda sicakliginda 2200 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Dokelti atildi. Cokelti elle vurularak homojenize edildikten
sonra ilizerine 1.5 ml TKM2 ve 100 pul %10 SDS soliisyonlarindan eklendi.

Tiip alt st edilerek karigsmasi saglandi. Cokelti tamamen homojenize olana kadar
65°C’de 30-60 dakika siireyle su banyosunda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan
sonra tiipe 570 ul 6 M’lik NaCl eklendi. Beyaz kopiiklii bir goriiniim elde edene kadar
vorteksle karistirildi. Oda sicakliginda 2900 rpm’de 10 dakika santriflij edildi. Dokelti
icinde 4.5 ml %99 etanol bulunan 15 ml’lik santrifiij tiiptine aktarildi. Tip alt iist
edilerek DNA’nm kondanse olmasi saglandi. Tiip 2900 rpm’de santrifiij edildi. Dokelti
atildi. Cokelti lizerine 5 ml %70’lik etanol ilave edilerek DNA’nin yikanmasi saglandu.
Oda sicakliginda 2900 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek dokelti atildi. Tiip icerisinde
¢okelti halinde bulunan DNA 10-15 dakika kurutuldu. Uzerine 300 ul Tris EDTA
eklendi ve etiivde 65°C’de 1 saat veya 4°C’de gece boyu birakilarak DNA’nin
coziilmesi saglandi. Coziinen DNA 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alindi. Elde edilen DNA
orneklerinin optik dansite Ol¢iimleri spektrofotometre ile yapildiktan sonra, sulandirilip

uzun siireli -20°C’de, kisa siireli +4°C’de saklanda.

3.3.3. DNA orneklerinin spektrofotometrik ol¢iimii

Izole edilen DNA &rneklerinin miktar ve saflik derecelerini belirlemek icin
spektrofotometre ile dlglimler yapildi. Optik dansite 6l¢iimlerini belirlemek amaciyla
ornekler 1/200 oraninda sulandirildi. 5 pl DNA 6rnegi 995 puldH»O ile sulandirilarak
1000 pl’ye tamamlandi. Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda
orneklerin Ol¢iimii yapilarak DNA miktarlari, “DNA miktar1 = 260 nm’deki Optik
Dansite (O.D.) x Sulandirma Faktorii (S.F.) x 50” formiilii ile hesaplandi. Hesaplanan
degerlere gore DNA ornekleri 50 ng/ul olacak sekilde sulandirildi.

18



3.3.4. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi
PZR reaksiyonu, Bio-Rad (MyCycler) ve PCR System 9700 (Gene Amp”) marka
PCR cihazlarinda gerceklestirildi.

3.3.4.1. PZR reaksiyonu icerigi

PZR igerigi; H>O, 10X tampon (Fermentas), MgCl, (25 mM) (Fermentas), ANTP
(10 mM) karigim, ileri ve geri primer (10 uM), Taq polimeraz (5 u/pl) (Fermentas) ve
genomik DNA (50 ng/pl) konularak 20 pl olacak sekilde hazirland.

FSHR geni ekzon 10 icin kullanilan primerler;

Ileri primer: 5 TCTCTGAGCTTCATCCAATTTG 3’
[22 mer; Tm: 55 °C]

Geri primer: 5> GAGGGACAAGTATGTAAGTG ¥’
[20 mer; Tm: 55 °C]

Sekans icin kullanilan internal primer;

Ileri primer: 5> CTTTCGCAGAGATTTCTTCAT 3’ [21 mer]

3.3.4.2. PZR programi
Baslangi¢ denatiirasyonu, 94°C’de 10 dakika; denatiirasyon 94°C’de 50 saniye,
birlesme 55°C’de 50 saniye, uzama 72°C’de 52 saniye olacak sekilde 35 dongii, son

uzama ise 72°C’de 8 dakika olarak ayarlandi.

3.3.5. Agaroz jel elektroforezi ve goriintiileme sistemi

3.3.5.1. % T’lik agaroz jelin hazirlanmasi

1 gram agaroz (Sigma) tartilarak 100 ml 1XTBE’de (Tris-Borat-EDTA) ¢oziildii.
50-55°C’ye gelene kadar sogutuldu. 0.5 pg/ml etidyum bromir ilave edildi.
Elektroforez kiivetine taraklar yerlestirilerek sivi agaroz jel elektroforez kiivetine
dokiildii. Oda sicakliginda 15-20 dakika polimerize olmasi i¢in beklendi. Jel polimerize

olduktan sonra taraklar jelden alind1 ve agaroz jel, elektroforez tankina yerlestirildi.
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3.3.5.2. islemler

%1’lik agaroz jel, icerisinde 1XTBE bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.
PZR {iriinii ve 50 bg¢’lik marker ylikleme tamponu kullanilarak kuyucuklara mikropipet
yardimiyla yiiklendi. Elektroforez tankina bagh gii¢ kaynagi ile 100 voltta 45 dakika
yiiriitiildii. Stire sonunda ornekler UV 151k veren transilluminatér Syngene (Ingenius)

yardimiyla incelendi.

3.3.6. Amplikonlarin temizlenmesi
Amplifikasyon tirlinlerinin temizlenmesi, Roche marka PZR iirlin piirifikasyon

kiti kullanilarak gergeklestirildi.

3.3.6.1. islemler

PZR iiriinii steril distile su eklenerek 100 pl’ye tamamlandi. Uzerine 500 ul
baglanma tamponu eklendi ve iyice karistirildi. Karisim piirifikasyon filtresinin iizerine
bosaltildi. Oda sicakliginda 13000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Tipiin dibine
biriken dokelti atildi. Piirifikasyon filtresinin iizerine 500 pl yikama soliisyonu eklendi.
Oda sicakliginda 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Dokelti atildi. Ikinci yikama
200 pl yikama solusyonu ile yapildi. Tekrar oda sicakliginda 13000 rpm’de 1 dakika
santrifij edildi ve dokelti atildi. Piirifikasyon filtresi temiz 1.5 ml’lik ependorf tiipe
aktarildi.

Uzerine 50 pl eliisyon soliisyonu ilave edildi. Oda sicakliginda 13000 rpm’de
1dakika santrifiij edildi. DNA agaroz jelde kontrol edildi.

3.3.7. DNA dizi analizi
Dizi analizi reaksiyonlar: PCR System 9700 (Gene Amp”) marka Thermal Cycler

kullanilarak asagidaki programa gore yapildi.

3.3.7.1. Dizileme reaksiyonu
5X Tampon, Big Dye v3.1, primer (10 uM), kalip DNA ve H,O konularak final
hacmi 10 pl olacak sekilde hazirlandi.

3.3.7.2. Dizileme PZR programi
Denatiirasyon, 96°C’de 10 saniye; birlesme, 50°C’de 5 saniye, uzama, 60°C’de 4
dakika ve 25 dongii olacak sekilde ayarlanda.
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3.3.8. Dizi analizi yapilacak amplikonlarin temizlenmesi

Hazirlanan yeni 1.5 ml’lik ependorf tiiplere 2 pl, 3.2 M sodyum asetat
(Mallinckrodt) (pH 4.6) konuldu. Uzerine 30 pl %99 soguk etanol ilave edildi. Bu
karigimin iizerine amplifikasyon {riiniiniin tamami eklendi ve vorteksle karistirildi. 20
dakika buz tizerinde bekletildi. Siire sonunda oda sicakliginda 14000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildi. Pipetle dokelti alinarak atildi. Cokelti iizerine 250 pl %70 etanol ilave
edildi. Oda sicakliginda 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Tekrar dokelti pipetle
almnarak atildi. Tiiplerin 10-15 dakika karanlikta kurumasi beklendi. Tiipler kuruduktan
sonra lizerine 25 pl formamid ilave edildi. Tipler hafif¢e vurularak karistirildi ve dizi
analizi tiiplerine aktarildi. ABI 3130 dizileme cihazina konulmadan once ornekler

94°C’de 5 dakika denatiire edilerek cihaza yiiklendi.

3.3.9. DNA dizi analizi
Denatiire edilen PCR iirtinleri ABI 3130 dizileme cihazma yiiklenerek sonuglar

ABI dizi analizi v3.1 yazilim programinda degerlendirildi.

3.4. Istatistiksel Analiz

Veriler SPSS (version 20.0)(SPSS, Inc., Chicago, USA) kullanilarak analiz edildi.
Ornekleri tammlamak igin frekans dagilimi, ortalama, standart sapma gibi tanimlayici
istatistikler kullanildi. p.Ala307 ve p.Ser680 degisimleri i¢in ayr1 ayr1 genotiplemelere
ve gruplara gore yaslarmin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis analizi kullanildi.
Analizlerde farkliliklarin belirlenmesi icim %95 anlamlilik diizeyi (ya da a=0.05 hata
pay1) kullanildi.
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4. BULGULAR

Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali
tarafindan Mulleryan agenez tanisi konmus 61 olgu degerlendirilerek aydinlatilmis
onam alindiktan sonra ¢alisma kapsamina alimmistir. 61 olgunun tiimiinde MRKH ile

uyumlu klinik bulgular saptanmaistir.

4.1. Klinik Bulgular

Calismamiza dis merkezlerden Miilleryan Agenezi tanisi ile refere edilen ve
klinigimizde Miilleryan Agenezi tanisi alan 15-39 yas araliginda (yas ortalamasi
26,67+5,97), disi genetik cinsiyete (karyotipi 46,XX) sahip 61 hasta dahil edildi.
Yapilan sitogenetik analiz sonucunda tiim olgularda sayisal ve yapisal kromozomal bir
abnormalite saptanmamistir. Sadece 12 olguda kromozomal heteromorfizm
gozlenmistir (1gh+, 9gh+, 13pss, 14pss, 15pss, 21pss, 22pss).

Biyokimyasal hormonal testler sonucunda ise 6 olgunun FSH degerleri 12-65
mlU/ml belirlenmis olup, diger olgularn degerleri normal smirlar arasinda
saptanmistir. Calismaya dahil edilen bireylere ait klinik bulgular ve degerlendirilmeye
alinan iki SNP bolgesinin genotiplemeleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Calisma kapsamma alman 61 hastanin 3’linde vajinal agenezi nedeniyle
operasyon gecirme Oykiisii mevcuttu. Elli sekiz tanesi ise vajinal dilatasyon vb.
yontemle olusturulmus yeterli vajene sahip oldugu belirlendi. Olgularin klinik
incelemelerinde 13 bireyde tek bobrek, atnali bobrek, pelvik bobrek, bilateral
pelvikalisyal dilatasyon gibi renal anomali hikayesi saptandi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Miilleryan agenesizli olgularin klinik 6zellikleri ve SNP genotipleri.

. Ala307T .Ser680A  FSH degerleri

Yas Karyotip P hr P sn mIU?mI Ek bulgular
OLGU 1 3 46,XX AT SIN 7.40 Bilateral pelvikalisyal dilatasyon
OLGU 2 26 46,XX AT SIN 2.30 Anne-baba birinci derece akraba, pelvik bobrek
OLGU 3 30 46,XX AT SIN 2.00
OLGU 4 25 46,XX AA S/S 4.40
OLGU 5 28 46,XX TT N/N 6.30
OLGU 6 17 46,XX TIT N/N 7.10
OLGU 7 17 46,XX AA SIS 7.40 Unilateral renal agenezi,rudimenter uterus
OLGU 8 17 46,XX AT SIN 4.80
OLGU 9 25 46,XX AT SIN 5.40
OLGU 10 21 46,XX AT SIS 3.70 Rudimenter uterus
OLGU 11 27 46,XX AT SIN 3.80
OLGU 12 28 46,XX TIT N/N 4.30
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Cizelge 4.1 (Devam). Miilleryan agenesizli olgularin klinik o6zellikleri ve SNP
genotipleri.

OLGU 13 23 46,XX AA S/S 2.80

OLGU 14 24 46,XX AT SIN 6.70

OLGU 15 18 46,XX T N/N 4.09

0LGU 16 18 46,XX AT SIN 1.50 Anne-baba birinci derece akraba

OLGU 17 39 46,XX AT SIN 5.30 Unilateral renal agenezi

OLGU 18 30 46,XX AT SIN 4.10 Unilateral renal agenezi

OLGU 19 20 46 XX AT SIN 430 Anng-béba bir'inci derecg a'kraba,bila'teral N
pelvikalisyal dilatasyontiroid gland hipoplazisi

OLGU 20 24 46,XX AT N/N 9.80

OLGU 21 21 46,XX;9gh+,21pss AT SIN 3.80

OLGU 22 29 46,XX AT SIN 1.50 Parsiyel empty sella sendromu

OLGU 23 26 46,XX AT SIS 3.25 Anne-baba birinci derece akraba

OLGU 24 32 46,XX AT S/S 2.90

OLGU 25 19 46,XX;21pss AT SIN 4.90

OLGU 26 37 46,XX AA SIS 14.00

OLGU 27 25 46,XX:9gh+ AT SIN 750 ;:gzs:;?ba birinci derece akraba, unilateral renal

OLGU 28 28 46,XX AA S/S 6.40

OLGU 29 29 46,XX AT SIN 3.10

OLGU 30 19 46,XX;14pss TT N/N 65.00

OLGU 31 22 46,XX AT SIN 6.40 Unilateral renal agenezi

OLGU 32 24 46,XX AT S/S 3.30

OLGU 33 39 46,XX AT SIN 12.00 At nall bbrek

OLGU 34 3 46,XX TIT N/N 4.30

OLGU 35 23 46 XX AT sis 330 Anne-béba birinci derece akraba,unilateral renal
agenezi

OLGU 36 21 46,XX AA S/S 5.50

OLGU 37 24 46,XX AA S/S 3.80

OLGU 38 24 46,XX TIT N/N 15.00 Yarik damak-dudak

OLGU 39 19 46,XX AT SIN 6.40 Anne-baba birinci derece akraba

OLGU 40 23 46,XX AA S/S 6.40

OLGU 41 20 46,XX TIT N/N 5.20 Sag ektopik pelvik bobrek

OLGU 42 33 46,XX;14pss AA SIS 9.90 Anne-baba birinci derece akraba

OLGU 43 38 46,XX;13pss,22pss AA S/S 4.00

OLGU 44 25 46,XX TIT N/N 4.50 Ektopik pelvik bobrek

OLGU 45 15 46,XX;13pss,22pss AT SIN 8.70

OLGU 46 22 46,XX AT SIS 13.00 Anne-baba birinci derece akraba

OLGU 47 39 46,XX;1gh+ T SIN 7.50

OLGU 48 26 46,XX AT SIN 9.80

OLGU 49 38 46,XX AA S/S 9.50

OLGU 50 25 46,XX AT SIN 8.90

OLGU 51 23 46,XX AT SIS 7.70

OLGU 52 28 46,XX AA SIS 6.20 Anne-baba birinci derece akraba

OLGU 53 26 46,XX AT S/S 4.60

OLGU 54 23 46,XX AT SIN 3.70 Halasinda Miillerian Agenezi tanisi mevcut

OLGU 55 24 46,XX AT SIS 8.70

OLGU 56 33 46,XX;13pss AT SIN 6.40

OLGU 57 19 46,XX;15pss TT N/N 15.00

OLGU 58 28 46,XX;13pss,21pss TT N/N 1.40

OLGU 59 24 46,XX;13pss AT S/S 5.10

OLGU 60 31 46,XX AA SIS 8.1

OLGU 61 23 46,XX AT SIS 4.7
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Ayrica, ¢alisma kapsamina 100 bireyden olusan, yas ortalamasi 29+4,89 olan
bireylerde dahil edilerek kontrol grubu olusturulmustur. Bireylerin yaslar1 23 ile 38
arasinda degismekte olup, fertilite sorunu bulunmayan ve normal degerlere sahip over

rezervleri olan bireylerden olusmaktadir.

4.2. Molekiiler Genetik Analiz Sonuclarn

Calisma kapsamina alman tiim olgularin genomik DNA orneklerinde, FSHR
geninde [NM_000145.3] molekiiler genetik analiz yapilmistir. Miilleryan agenezi ve
kontrol grubundaki olgularn FSHR geninin ekzon 10 bolgesi PCR teknigi kullanilarak
amplifiye edilmistir. Elde edilen amplifikasyon {iriinleri konsantrasyonu %1 olarak
hazirlanan agaroz jelde yiiritiilmistir. Amplikon biyiikligii 1200b¢ olan FSHR

amplikonunun agaroz jel goriintiisii Sekil 4.1°de sunulmustur.

M: marker; olgu no, 1-7;(+), pozitif kontrol; (-), negatif kontrol.

Sekil 4.1. FSHR geninin ekzon 10 amplikonunun agaroz jel goriintiisii.
Calisma kapsamina aliman 100 kontrol, 61 Miilleryan agenezi grubuna ait

olgularin FSHR gen amplikonlar1t DNA dizi analizine almmistir. Her iki bolgenin

referans DNA dizisi Sekil 4.2°de sunulmustur.

24



C K RGK KTG GC  TGC TAT an GC 4 GC C nn77 A HGGHC.HGH ACTTCAT C("\C GT CCHC.HHCHCCC.H CCAAGGAATGGCCACTGC TCTTCAGCTC

SO ‘A\ ‘Oo O 0l J“o } [l ‘J

Sekil 4.2. FSHR geninin ekzon 10 bolgesinin DNA referans dizisi, elektroferogramda
yer alan ok isareti, FSHR geninin ekzon 10 amplikonunun okuma
baslangici, alti kirmiz1 ¢izili yerler p.Ala307Thr (c.919G>A; rs6165) ve
p-Ser680Asn (c.2039G>A; rs6166) SNPolimorfizmlerini gostermektedir.

Calisma kapsaminda yer alan tiim olgularin, FSHR amplikonlarinin dizi analizi
sonuclar,, NCBI veri tabaninda yer alan (www.ncbi.nlm.nih.gov) FSHR geninin
[NM 000145.3] niikleotit dizisi referans almarak degerlendirilmistir. Olgularimizda
saptanan p.Ala307Thr ve p.Ser680Asn polimorfizmlerinin kontrol, ve MA

gruplarindaki genotiplerine ait dizileme 6rnekleri Sekil 4.3 ve 4.4°de verilmistir.
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20 =0 a0 50
P T T T S S T S T S S T S T N S S T
P Transiate P Consensus AGTTGATTATATGACTCAGGCTA-GGEGEGTCAGAGATCCT(
NM 000145.3.seqg(954>2225) —F
b KEF . abl (1>675) —
GCT
P23 F.abl(1>895) — ACT
Pral F.abl(1>263) — ACT
- K45 F.abl (1>263) —
RCT
P xes F.abl(7>1006) — ACT
Pw1s F.abl(17>729) — 1 RCT
lr K68 F.abl(18>772) —
I ACT
PELIE F.abl{17>219) — T ACT
PE20F.abl (182250) — 1 ACT
Pz F.abl(ls8>281) — 1 GCT
K32 F.abl{18>360) — 1 GCT
PHzE F.abl{l8>376) — 1 RCT
Pra4 F.abl(15>632) — 1 RCT
tp&w F.abl (19>639) — : ACT

Sekil 4.3. Kontrol ve MA gruplarinda FSHR genotiplemelerinden 6rnekler
(p-Ala307Thr; gCT>aCT degisiminde 919 pozisyonunda homozigot wild tip
G/G, Ala/Ala genotipi; heterozigot G/A, Ala/Thr genotipi ve homozigot
A/A, Thr/Thr genotiplemesi)

llI'TD ) 11|80 ) 11|9l3 ) 12|DD

P Translate P Consensus CTCCCAGAGTCARACCAGTGGIICCACTTACATACTIG

NM 0001£5.3.s5eqg(994>2225) —*
Pros-—2F.abl {(7T>139) — 2

Kl1-2F.abl (§>157) — 2
prE83-2F.abl (3>138) — T
PxTz-2F.abl {&>»135)
P KT1-2F.abl (10>141)
pr 96— 2F.abl (9>134)

AlrT
P HE4-2F.abl (10>133) — ArT
rHo1-2F.abl (11>137) — AT
PEHES—2F.abl (11>142) — AlAaT
Pz F.abl(2>158) — ArT
P rz-2F.akl (9>1582) — ArT
PEHEI-2F.abl (11>137) — AlrT
pr EE5—2F.akbl (10>140) —
AlAaT

PrHE3-—2F.abl (12>137) — AGT
P EIO-2F.abl (12>142) — AT
PreE7-2F.akbl (11>141) — AGT
PHsSs-—2F.ab1 (11>135) — AAT

Unspecified Search o

Sekil 4.4. Kontrol ve MA gruplarinda FSHR genotiplemelerinden 6rnekler
(p-Ser680Asn; AgT>AaT degisiminde 2039 pozisyonda homozigot wild tip
G/G, Ser/Ser genotipi; heterozigot G/A, Ser/Asn genotipi ve homozigot
A/A, Asn/Asn genotiplemesi).
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4.3. Kontrol Grubunun SNP Analizi

Kontrol grubu bireylerin genomik DNA Orneklerinde iki SNP bolgesi;
p.Ala307Thr ve p.Ser680Asn acisindan degerlendirildi. p.Ala307Thr (GCT>ACT)
bolgesindeki referans dizi ile karsilastirilmalarinda wild tip homozigot Ala/Ala;
homozigot polimorfizm i¢in Thr/Thr, heterozigot polimorfizm i¢in Ala/Thr seklinde
belirlendi. Diger SNP i¢in ise, p.Ser680Asn (AgT>AaT) polimorfizmi i¢in referans dizi
icin Ser/Ser, homozigot polimorfizm i¢cin Asn/Asn, heterozigot polimorfizm icin

Ser/Asn seklinde degerlendirildi.

4.3.1. p.Ala307Thr polimorfizmi acisindan degerlendirme
Yapilan genetik analizler sonucu kontrol grubu bireylerin p.Ala307Thr

(GCT>ACT) polimorfizmi agisindan degerlendirildiginde 28 bireyde T/T homozigot
genotipi belirlendi. Heterozigot A/T genotipine sahip 51 birey, A/A genotipine sahip 21
birey saptand1 (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Kontrol grubunda p.Ala307Thr polimorfizm genotipleri ve oranlar.
N 28 51 21

% 28 51 21
N: Birey sayisi, %: ylizde, T/T: homozigot; A/T : heterozigot; A/A: wild genotip

Kontrol grubuna dahil edilen 100 bireyin p.Ala307Thr polimorfizmi

incelendiginde %51 oraninda bireylerin heterozigot genotipe sahip olduklari saptandi.

4.3.2. p.Ser680Asn polimorfizmi acisindan degerlendirme

Kontrol grubu bireylerinin diger SNP olan p.Ser680Asn (AGT>AAT) agisindan
degerlendirildiginde S/S genotipi izlenen 21, N/N homozigot genotipi 26, S/N
heterozigot genotipe sahip 53 birey saptandi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Kontrol grubunda p. Ser680Asn bolgesi polimorfizm genotipleri ve oranlar.
N 26 53 21

% 26 53 21
N: Birey sayisi, %: ylizde, N/N: homozigot, S/N: heterozigot, S/S: wild genotip
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100 kontrol grubu bireyin p.Ser680Asn polimorfizmleri incelendiginde N/N

tipinde polimorfizm olanlarm sayis1 26 olarak bulundu.

4.4. Miilleryan Agenezi Grubunun SNP Analizi

Miilleryan Agenezi grubu hastalarin genomik DNA oOrneklerinde FSHR
polimorfizmleri (p.Ala307Thr ve p.Ser680Asn) degerlendirildi.

p-Ala307Thr(GCT>ACT) polimorfizmi referans dizi i¢cin A/A, homozigot
polimorfizm i¢in T/T, heterozigot polimorfizm i¢cin A/T seklinde; diger SNP olan
p-Ser680Asn polimorfizmi referans dizi i¢in S/S, homozigot polimorfizm ig¢in N/N,

heterozigot polimorfizm i¢in S/N seklinde degerlendirildi.

4.4.1. Ala307Thr polimorfizmi acisindan degerlendirme

Miilleryan agenezi grubunu olusturan 61 hastanin genomik DNA 6rneklerinde
yapilan genetik analiz sonucunda 12 hastada T/T tipinde homozigot, 36 hastada A/T
tipinde heterozigot polimorfizm saptanmistir. 13 hastanin homozigot referans diziye

(A/A) sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Miilleryan agenezi grubunda p.Ala307Thr polimorfizm genotip ve oranlar1.
N 12 36 13

% 19,7 59 21,3
N: Hasta sayisi, %: yiizde, T/T: homozigot polimorfizm; A/T: heterozigot polimorfizm, A/A: wild genotip

Miilleryan agenezis grubuna dahil edilen 61 hastanin p.Ala307Thr degisimi
incelendiginde, % 59 oraninda heterozigot, % 21,3 oraninda homozigot referans formda

saptandi.

4.4.2. Ser680Asn polimorfizmi acisindan degerlendirme

p-Ser680Asn degisimi i¢in yapilan genetik analizde, Miilleryan agenezi
grubundaki 12 hastanin N/N seklinde homozigot, 25 hastanin S/N seklinde heterozigot
polimorfizme sahip oldugu goriildii. Hasta grubunda %39,3 oraninda homozigot

referans allel izlendi (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Miilleryan agenezi grubunda p.Ser680Asn polimorfizm genotip ve oranlar.
N 12 25 24

% 19,7 41 39,3
N: Hasta sayisi, %: yiizde, N/N: homozigot polimorfizm; S/N: heterozigot polimorfizm, S/S:wild genotip

4.5. Gruplar Arasi Karsilastirma

Kontrol ve Miilleryan agenezi grubu bireyler yas ve SNP genotip verileri
bakimindan karsilastirilda.

Her iki gruba ait bireylerin yas oranlar1 Cizelge 4.6’da verilmistir. Kontrol grubu
hastalarin yas ortalamasi1 29,25+4,89 iken, Miilleryan agenezi hasta grubunun yas
ortalamas1 25,67+5,97 olarak belirlenmistir. iki grup arasinda yas acisindan istatistiksel
fark bulunmamistir (p=0,000) (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Kontrol ve MA grubu bireylerin yas dagilimlar1.

o L

Kontrol 23,0 38,0 29,25 4,89

Hasta 61 15,0 39,0 25,67 5,97
N: Birey sayisi, N/N: homozigot polimorfizm, S/N: heterozigot polimorfizm, S/S: normal, SD: standart sapma

4.5.1. Kontrol ve MA grubu bireylerin p. Ala307Thr genotip verilerinin
dagilhimlar

p.-Ala307Thr normal allel genotipi, A/T seklinde heterozigot goriilmesi, T/T
seklinde homozigot genotip goriilmesi kontrol grubu ve calismaya katilan tiim hasta
bireyler icin incelendiginde heterozigot polimorfizm kontrol grubunda %51 oraninda,
hasta grubunda %59 oraninda, calismaya katilan tiim hasta ve kontrol grubu
bireylerinde ise %54 oraninda izlenmistir, homozigot genotip goriilme orani ise kontrol,
hasta ve tiim hasta ve kontrol grubu bireyleri i¢in sirasiyla %28, %19,7 ve %24,8
olarak, normal allel goriilme durumu da {i¢ grup icin swrasiyla %21, %21.3, %21,1
olarak hesaplanmis ve bu 1ii¢ durumun hasta ve kontrol grubu igerisinde

degerlendirilmesinde istatistiksel fark bulunmamistir (p=0,470) (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Kontrol ve MA grubu bireylerin p.Ala307Thr polimorfizm genotip
dagilimlar.

Heterozigot Normal Homozigot
N 51 21 28 100

Grup Kontrol % 51,0% 21,0% 28,0% 100,0%
VA N 36 13 12 61

% 59.0% 213% 19,7% 100,0%
otal N 87 34 40 161

% 54,0% 21,1% 24,8% 100,0%

MA: Miilleryan agenezi, N: say1, %: yiizde

4.5.2. Kontrol ve MA grubu bireylerin p.Ser680Asn polimorfizm genotip
dagilhimlar

p-Ser680Asn polimorfizmi S/S seklinde normal allel genotipi, S/N seklinde
heterozigot, N/N seklinde homozigot goriilmesi durumlar1 hasta, kontrol grubu ve
calismaya katilan tiim bireyler i¢in incelendiginde heterozigot polimorfizm kontrol
grubunda %353, hasta grubunda %41, calismaya dahil edilen tiim bireyler icerisinde
%48,4 oraninda izlenmistir. Homozigot polimorfizm goériilme durumu ise kontrol, hasta
ve caligmaya dahil edilen tiim bireyler i¢in sirastyla %26, %19,7 ve % 23,6’dir. Normal
allel izlenme durumunun ii¢ grupta izlenme oranlar1 ise sirasiyla %21, %39,3 ve
%28’dir. Heterozigot, homozigot ve normal allel genotipleri kontrol ve hasta grubu ile
olan iligkisinin istatistiksel analizinde istatistiksel anlamli farklilik izlenmistir

(p=0.042) (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Kontrol ve MA grubu bireylerin p.Ser680Asn polimorfizm genotip
dagilimlar.

Heterozigot Normal Homozigot
N 53 21 26

Kontrol 100

Grup % 53,0% 21,0% 26,0% 100,0%
MA N 25 24 12 61

% 41,0% 39,3% 19,7% 100,0%
Total N 87 78 45 38

% 54,0% 48,4% 28,0% 23,6%

MA: Miilleryan agenezi, N: say1, %: yiizde
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5. TARTISMA

Miilleryan aplazilerin 1988 yilinda siniflandirilmasindan bu yana, halen
molekiiler genetik diizeyde yapilan calismalar yeterli degildir. Bugiine kadar yapilmis
olan arastirmalar sonucunda, konjenital uterus ve vajina yoklugunun etiyolojisi tam
olarak tanimlanmis degildir. Bu durum hastaligin gelisiminde; degisken ekspresivite,
eksik penetrans, dengesiz X inaktivasyonu, genomik baskilanma gibi genetik olaylarin
rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Miilleryan agenezli olgularinin ¢ok azinda
resiprokal translokasyonlar gibi kromozomal abnormalite saptanmisken, bircogunda
karyotip normal (46,XX) olup infertildirler (65). Calismamizda bizde literatiirle uyumlu
olarak tiim olgularimizin sitogenetik analizleri normal olarak saptanmustir.

Bilindigi gibi, Miilleryan agenezi hastalarinin ¢ogu oviilasyon indiiksiyonu, oosit
toplanmas1 ve tasiyiciya yapilacak transfere olanak saglayan en az bir overe sahip
oldugu belirtilmistir (3). Ancak overyan rezerv testlerinin nerede ise tamami menstruel
siklus bagiml testler oldugu i¢in ve miilleryan agenezi olgularinda menstruel siklus
tahmini yapilamadig1 i¢in, bu hastalarin test sonuc¢larint yorumlamak yeteri kadar
objektif degildir ve bu konuya 151k tutacak yeni metotlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Miilleryan agenezi olgularinda, ovulasyon indiiksiyonu normal hormonal
diizeylere ve pelvik anatomiye sahip kisilerle benzer sekilde yapilmaktadir (66,67).
Ancak Miilleryan agenezi hastalarinin over rezervleri ve IVF basarilar ile ilgili veriler
yetersizdir. Bu hastalar ile ilgili prematiir overyan yetmezlik olgusu, normal karyotipe
sahip gonadal agenezi olgular1 da bildirilmistir (68,69). Ayrica yapilan literatiir
taramalarinda bugiine degin Miilleryan agenezi olgularinda FSHR polimorfizmlerine
yonelik ¢aligma bulunmamustir.

Biyolojik etkilesim mekanizmasma bakildiginda, FSH stimulan etkisini
overlerdeki granuloza hiicrelerinde bulunan folikul stimulan hormon reseptorlerine
(FSHR) baglanarak gostermektedir (70). Mutant FSH reseptorii, hiicre ylizeyinde ¢ok
az sentezlenmekte, FSH 1ile baglanamamakta, baglansa dahi ikincil uyar1
yapamamaktadir (57). Ureme sorunu ile kars1 karsiya olan bu hastalar yiiksek doz
rekombinant FSH ile tedavi edilseler de islevsel yanit alinamamaktadir (71).

Konjenital anomalilere, ya da hastaliklara neden olan genom mutasyonlarinin

yani sira, mitokondriyal ya da nuklear genomda yer alan tek niikleotid polimorfizmleri
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(SNP) de zaman zaman hastalik etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Insan genomunda
3.2 milyar baz ¢ifti bulunmaktadir ve bireyler arasinda %99.9’luk benzerlik
gostermektedir. %0.1°lik farkliliktan biiyilik 6l¢iide SNP’ler sorumludur. Bu SNP’lerde
cevreye verdigimiz yanitlarin farkli olmasindan sorumludur. Cok sayida polimorfizmin
komplike etkilesimi bireylerin ve hatta toplum alt gruplarinin boyutlu olarak yanitlarini
etkiledigi agiktir.

Bugiine degin degisik popiilasyonlarda FSHR geninin kodlayict ve kodlayict
olmayan bdlgelerinde >1300 SNP belirlenmistir. Son yillarda da 6nemli olabilecegi
diisiiniilen bu iki polimorfizm (p.Thr307Ala ve p.Ser680N) iizerine odaklanilmstir.

Ureme fonksiyonlar: ile iliskili olan gonadotropin gen mutasyonlar: ile ilgili ilk
calisma 1995 yilinda yapilmustir (56). Ilk olarak bulunan baskilayici mutasyon
‘Alal89Val’ Finlandiyal ailelerin taranmas1 sonucu saptanmistir (56). 2008 yilinda ilk
defa, nokta mutasyonlarini disinda 6zellikle kodon 307 ve 680°’de gorillen FSHR
polimorfizmlerinin de FSH yanitinda degisikliklere neden olabildigi belirtilmistir (72).

Bulunan mutasyonlar 6nce 2000 yilinda, son olarak da 2005 yilinda topluca
yayimlanmistir (51,52). FSHR gen mutasyonlarinin dokuzu baskilayici 6zellikte iken,
iki tanesinin uyaricit 6zellikte oldugu saptanmistir. FSHR gen mutasyonlar1 degisik
toplumlarda arastirilmis, izole olgular seklinde tespit edilmis, ancak Finlandiya
toplumunda yogun olarak rastlanmistir (73). Bu durum bilinen FSHR mutasyonlarmin
cografi olarak izole kalmig Fin halkina 6zgii olabilecegi fikrini dogurmustur (74).

2001 yilinda, Takakuna ve ark. Japonya’da yapmis olduklar1 ¢alismalarinda,
sekonder amenore ile basvuran, erken overyan yetmezligi olan ve polikistik over
sendromu tanis1 olan toplam 53 kadin hastada baskilayict FSH reseptor mutasyonlarini
arastirmislardir. Calisma ve kontrol grubunda herhangi bir FSHR mutasyonuna
rastlanmamasi iizerine tiim gen dizisi tek tek dogrudan dizi analizine alinmis ancak
yeni bir mutasyon bulunamamaigstir (75).

2004 yilinda, Sundblad ve ark.’nin Arjantin’de yapmis olduklar1 benzer bir
calismada ise, sekonder amenore tanisi olan, FSH diizeyi iki 6l¢iimde yiiksek saptanan
erken overyan yetmezligi tanis1 konulan 20 kadin hastada FSHR mutasyonlarini
arastirmislar, kontrol ve ¢alisma grubunda hi¢bir mutasyona rastlayamamiglardir (76).

Polimorfizm analizlerinde ise, 1999 yilinda Ingiltere’”de Conway ve ark.
tarafindan yapilan bir calismada polikistik over sendromu, erken overyan yetmezligi,

direngli over sendromu saptanan 147 kadin hastada FSHR gen mutasyonlar1 ve
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infertilite ile iligkisi arastirilmistir. Calisma ve kontrol grubunda ozellikle over
rezervleri ve infertilite acisindan bakilan FSHr gen polimorfizmlerinde gruplar arasi
farklilik izlenmemistir (77).

2006 yilinda Loudradis ve ark. ise Yunanistan’da infertilite nedeniyle kontrollii
over stimiilasyonu sonrasi yetersiz yanit alinan hastalarda baskilayict FSHR gen
mutasyonlarmi arastirmislardir. Calisma ve kontrol grubunda ekzon 6, 7 ve 10’da
FSHR gen mutasyonuna rastlanmamstir (78).

2001 yilinda yine Singapur’da Tong ve ark. tarafinca yiiriitiilen bir calismada
erken overyan yetmezlik ve polikistik over sendromu tanisi alan hastalar caligma
grubuna dahil edilmiglerdir. Bu c¢alismada da hicbir FSHR gen mutasyonu
saptanmamustir (79).

Calismamizda ise, mulleryan agenezli ve kontrol olgularda yapilan dizi analizi
sonucunda iki SNP dizisinin degisimi analiz edilmistir. Daha Onceki ¢aligmalarla da
olduk¢a polimorfik oldugu belirlenen bu iki polimorfik dizi ile ilgili sonuglarimiz bu
acidan literatiirle uyumludur. 2013 yilinda Desai ve arkadaslarinin yayimnlamis oldugu
derlemede FSH reseptdér mutasyon ve polimorfizmlerinin lireme iizerine olan etkisi
detaylar1 ile tartisilmistir. Genotip — fenotip iliskisinin bilinmesi ve mutantlar tizerinde
yapilabilecek in vitro fonksiyonel karakterizasyonlar ile disi infertilesinin altinda yatan
genetik nedenlerinin anlasilabilecegini vurgulanmaktadir (64).

Gilinlimiize degin yapilan polimorfizm analiz ¢alismalari, bireye 6zgii tedavi
segceneklerinin gelistirilmesi acisindan olduk¢a dnem kazanmaktadir. Bireyler arasinda
genetik varyasyonlar bulunmasi onlarin saglik durumlarmi, verilecek tedavinin
yonelimini etkilemektedir. Bu farkliliklar, zaman zaman bireylerin tedaviye verdigi
cevab1 da belirlemekte, diger bireylerden farkli kilabilmektedir. Dolayis1 ile
calismamiz, molekiiler epidemiyolojik calismalara ek veri saglamak ve saptanan
varyasyonlarin MA ile iliskisini degerlendirmek acisindan 6nem kazanmaktadir. Bu
0zgiin olgu grubunda halen nuklear SNP analizlerine yonelik veri mevcut degildir.

Biitiin bu caligmalara bakildig1 zaman, Miilleryan aplazinin molekiiler patogenezi
halen aydinlatilamamistir. Bunun nedenleri aday genlerin belirlenmesindeki zorluklar
ve olas1 aday gen bolgelerinin detayli calisilmamasidir. Hastalik ile iliskili genlerin
tanimlanmasi, hastaliklarin patofizyolojisinin aydinlatilmas1 ve hatta normal insan
gelisim biyolojisi ile ilgili bilinmeyenlerin agiga ¢ikmasi agisindan oldukca dnemlidir.

Ulkemizde gerek genetik acgidan, gerekse klinik acisindan bu degerli nadir goriilen
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olgular tizerinde hicbir calisma bulunmamaktadir. Arastirma projemiz dogustan
gelisimsel hasarlarin genetigi tizerine dayali 6zgiin bir tez olup, bu alanda yapilmis olan
ilk caligmadir.

Bilindigi gibi, kontrollii overyan stimulasyonunda bu iki SNP bdlgesi molekiiler
marker olarak kabul edilmis ve cesitli calismalar 6nem kazanmastir.

2009 wyilinda, Hindistan’da, Achrekar ve arkadaglar1 tarafinca yapilan bir
calismada yardimci tireme teknikleri programina alman 50 ¢aligma grubu hastasinda
p.Ala307Thr ve p.Ser680Asn polimorfizmleri arastirilmistir. Calisma sonucunda AA
normal genotipe sahip hastalarin overyan stimulasyon sirasinda daha az rekombinant
FSH dozu kullandiklar1 ve OHSS i¢in daha fazla risk olusturduklar1 saptanmstir (80).

2011 yilinda 1ise, Sheikha ve arkadaslarinin 108 kontrolli overyan
hiperstimulasyon yapilan hastada c¢alismis olduklar1 p.Ser680Asn polimorfizminin,
overyan stimulasyona yanit ile iliskili oldugu gosterilmistir (81).

2012 yilinda, Mohiyiddeen ve arkadaglar1 421 infertilite nedeniyle kontrollii
overyan stimulasyon yapilan kadin hasta ile yapmis olduklar1 ¢alismada FSHR
genotiplerinin (Ser680Asn, Ala307Thr) bazal FSH, anti-Miilleryan hormon ve antral
folikiil sayisi ile iliskisi agisindan farklilik géstermedigini gostermislerdir (82).

Bu calismalardan farkli olarak, bizim ¢alismamizda normal over rezervine sahip
oldugu diisiiniilen Miilleryan agenezi olgularmin FSHR genotipleri degerlendirilmistir.
p.Ala307Thr polimorfizmi ¢alisma ve kontrol grubu karsilastirmasinda homozigot,
heterozigot polimorfizm ve normal genotip durumlar1 degerlendirildiginde istatistiksel
farklilik saptanmamistir (p=0,470). Degerlendirme herhangi bir polimorfizm varlig:
(heterozigot veya homozigot) durumu ve normal allele sahip olma durumu igin
yapildiginda da calisma ve kontrol grubu sonuglarinda istatistiksel farklilik
bulunmamaistir (p=0,963).

p-Ser680Asn polimorfizm kontrol grubu karsilastirmamizda ise homozigot,
heterozigot polimorfizm varlig1 ve normal allel izlenme durumlar istatistiksel olarak
incelenmis ve deger istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,042). Ancak bu
farkliligin polimorfizmlerin kontrol grubunda daha fazla saptanmasi kaynakli oldugu
disiiniilerek, calisma ve kontrol gruplarinda heterozigot polimorfizm-normal allel
durumu, homozigot polimorfizm-normal allel durumu ve heterozigot polimorfizm-
homozigot polimorfizm durumlary, ikili durum karsilagtrmas1 olarak istatistiksel

degerlendirilmeye alinmistir. Normal allel izlenme durumunun hem heterozigot, hem
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homozigot polimorfizm durumlar1 ile ayr1 ayr1 ikili degerlendirilmesinde kontrol
grubunda polimorfizm izlenen hasta sayismin daha fazla olmasi nedenli oldugu
diisiiniilen istatistiksel fark izlenmistir (sirastyla p degeri 0.02 ve0.046).

Yapilan ¢aligmalarin ¢ogunlugunda infertilite ve over rezervi kotii olan hastalar
calismaya miidahil edilseler de, FSHr mutasyonlar1 saptanamamistir. Miilleryan
agenezi olgularinin over rezervlerinin normal oldugu diisiiniilse de, bu vakalarin over
rezevlerine yOnelik daha fazla calismaya ihtiyag vardir. Bu c¢alismanin sonucunda
Miilleryan agenezi olgularinda FSHr genotiplerinin degerlendirilmesinin over rezervleri

hakkinda yeterli fikir veremeyecegi sonucuna ulasilmis, daha fazla olguda tarama

yapilmasi gerektigi sonucuna varilmastir.
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6. SONUCLAR

Miilleryan agenezi olgularmi over fonksiyonlari, normal disi genital anotomiye
sahip kadinlarinkine benzer oldugu diisiiniilse de; bu goriisii destekleyen yeterli sayida
calisma bulunmamaktadir.

Karsilastirilan ¢aligmalardaki hasta profili Miilleryan agenezi olgularindan daha
once benzer ¢aligma yapilmamasi nedeniyle farkli olsa da; FSHR polimorfizlerine kotii
over rezervli hastalarda oldugu gibi Miilleryan agenezi hastalarinda da istatistiksel fark
yaratacak diizeyde rastlanmamistir. p.Ser680Asn polimorfizmi bizim c¢alismamizda
istatistiksel fark yaratacak diizeyde kontrol grubunda daha fazla izlenmistir. ilerleyen
yillarda bulunacak yeni FSHR mutasyonlar1 kotii overyan rezerv, erken overyan
yetmezlik gibi durumlarin aydinlatilmasinda; over fonksiyonlarinin
degerlendirilmesinde yardimci olabilir.

Anatomik nedenli infertilite sorunu olan Miilleryan agenezi hastalarinin FSHR
genotiplerinin IVF basaris1 hakkinda fikir vermesi agisindan degerlendirilmesinin

eldeki veriler dogrultusunda gerekli olmadig1 sonucuna varilmistir.
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7. OZET

Miilleryan Agenezi Olgularinda Folikiil Stimule Edici Hormon Reseptor (FSHR)

Genotiplerinin Klinik Verilerle iliskisinin Degerlendirilmesi

Amac¢: Anatomik durumlart geregi, Miilleryan agenezi olgular1t O6nemli
roprodiiktif sorunlar ile karst karsiyadirlar. Bu hastalarin ¢o§unun ovulasyon
indiiksiyonu, oosit toplanmasi ve tasiyici anneye transfere olanak saglayacak en az bir
normal overe sahip oldugu diisiiniilmektedir. Ancak Miilleryan agenezi hastalarmin
tastyic1 annelik veya uterus transplantasyonu sonucu kendileriyle benzer genetik
ozellikte cocuk sahibi olmalarina olanak saglayan yardimci iireme teknikleri, ovulasyon
indiiksiyonu, over rezervleri ile ilgili daha fazla calismaya ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu
calismada 2009-2011 yillarnda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine
bagsvuran Miilleryan Agenezi tanili olgularda, over rezervlerine yonelik FSHR
genotiplerinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Calismamiz, 2009-2011 yillarinda Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesine bagvuran hastalarda yapilmistir. Calismaya katilan tiim hastalara
calisma hakkinda bilgi verildi ve onam formlar1 imzalatildi. Etik Kurul onay1 alindu.

Kontrol grubuna secilen hastalarda ¢aligmaya katilma kriteri olarak spontan gebe
kalan 23-39 yas araligindaki hastalar secildi. Miilleryan agenezi hasta grubunda ise
klinigimizde Miilleryan agenezi tanis1 alan ya da dis merkezden bu tani ile hastanemize
refere edilen 15-39 yas arasindaki kadmlar sec¢ilmistir.

Olgularm genomik DNA’lari, p.Ala307Thr ve p.Ser680Asn genotiplerini
degerlendirmek amaci ile periferal kandan modifiye non-enzimatik metod ile izole
edildi. PZR reaksiyonu, Bio-Rad (MyCycler) ve PCR System 9700 (Gene Amp")
marka PZR cihazlarinda gergeklestirildi. Denatiire edilen PZR iirlinleri ABI 3130
dizileme cihazina yiiklenerek sonuglar ABI sequence analysis v3.1 yazilim
programinda degerlendirildi.

Veriler SPSS (version 20.0) (SPSS, Inc., Chicago, USA) kullanilarak analiz
edildi. Ornekleri tamimlamak icin frekans dagilimi, ortalama, standart sapma gibi
tanimlayict istatistikler kullanildi. p.Ala307 ve p.Ser680 degisimleri i¢in ayri ayri

genotiplemelere ve gruplara gore yaslariin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis analizi
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kullanildi. Analizlerde farkliliklarin belirlenmesi i¢im %95 anlamlilik diizeyi (ya da
0=0.05 hata pay1) kullanildi.

Bulgular: Kontrol grubu ve Miilleryan agenezi grubu hastalar molekiiler genetik
analiz ve yaslar1 bakimindan karsilastirildilar. Kontrol grubu hastalarin yas ortalamasi
29+4.8, Miilleryan agenezi hasta grubunun yas ortalamasi 25,6+5,9’dur. Iki grup
arasinda yas agisindan istatistiksel fark bulunmamistir (p=0,000).

p.-Ala307Thr normal allel genotipi, A/T seklinde heterozigot goriilmesi, T/T
seklinde homozigot genotip goriilmesi kontrol grubu ve ¢alismaya katilan tiim hasta
bireyler i¢in incelendiginde, bu {i¢ durumun hasta ve kontrol grubu igerisinde
degerlendirilmesinde istatistiksel fark bulunmamaistir (p=0,470).

p-Ser680Asn polimorfizm kontrol grubu karsilastirmamizda ise homozigot,
heterozigot polimorfizm varligi ve normal allel izlenme durumlar istatistiksel olarak
incelenmis ve deger istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,042). Ancak bu
farkliligin polimorfizmlerin kontrol grubunda daha fazla saptanmasi kaynakli oldugu
diistiniilmiistir.

Sonu¢: Miilleryan agenezi olgularmin over rezervlerinin normal oldugu
diisiiniilse de bu vakalarin over rezervlerine yonelik daha fazla caligmaya ihtiyag vardir.
Miilleryan agenezi olgularinda FSHR genotiplerinin degerlendirilmesinin over
rezervleri hakkinda yeterli fikir vermedigi, bu vakalarin over rezervlerinin

degerlendirilmesinde farkli yontemlere ihtiya¢ oldugu sonucuna varilmstir.

Anahtar kelimeler: Miilleryan Agenezi, FSHR Genotipleri, Overyan Rezerv.
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8. ABSTRACT

Evaluating the Association Between Clinical Spectrum and Follicule

Stimulating Hormone Receptor (FSHR) Genotypes in Mullerian Agenesis Cases

Background: Due to their genital system anatomy, patients with Mullerian
Agenesis face with considerable reproductive problems. Most of these patients have at
least one ovary that enable ovulation induction, oocyte collection and transfer of the
embrio to a gestational surrogate. More data are still needed on assisted reproduction
techniques, ovulation induction and ovarian reserves which guide these patients to bear
child having their genetic traits via surrogation or uterin transplantation. In this study,
we aim to determine the association between FSHR genotypes and ovarian reserve in
patients with Mullerian Agenesis.

Material and Methods: Our study was designed with patients who admitted to
Akdeniz University Hospital between 2009 and 2011. All patients have been informed
about the details of the study and have signed the consent forms. Institutional Ethical
Approval was obtained for the study.

Patients at 23-39 years of age with the history of spontaneous conception were
included as the control group. Case group constituted of 15-39 year-old patients with
Mullerian agenesis who has been diagnosed either in our hospital or in another facility.

Genomic DNA of patients was extracted from peripheral blood via non-enzymatic
method to identify p.Ala307Thr and p.Ser680Asn genotype statuses. PCR reactions
have been set up in Bio-Rad (MyCycler) and PCR System 9700 (Gene Amp") PCR
devices. Denaturated PCR products were loaded into ABI 3130 sequence analyzer and
analyzed via ABI Sequence Analysis v3.1 software.

Data were analyzed using SPSS version 20.0 (SPSS, Inc., Chicago, USA).
Descriptive statistics such as frequency distribution, mean and standart deviation were
used to define samples. Kruskal-Wallis analysis were used to compare ages between
genotypes and groups for p.Ala307 and p.Ser680 changes. 95% confidence interval (or
0=0.05) were used to determine differences.

Results: Case and control groups were compared in terms of molecular genetic

analyses and age group. Mean ages of case and control groups were 25,6+£5,9 and
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29+4.8, respectively. No statistically significant difference for mean ages was found
between two groups (p=0,000).

No statistical difference was found between case and control groups for
distributions of p.Ala307Thr wild type, A/T heterozygote and T/T homozygote
genotypes (p=0,470).

Comparision of p.Ser680Asn polymorphism genotypes revealed statistically
significant difference between groups (p=0,042). However, this difference was
attributed to preponderance of polymorphisms in control group.

Conclusion: Although the conclusion was made that ovarian reserves of
Mullerian Agenesis cases were normal, more studies that focused ovarian reserves of
those cases are still needed. We concluded that identifying FSHR genotypes in
Mullerian agenesis cases couldn’t give reliable information regarding ovarian reserves
of these patients and alternative methods are required to assess these patients’ ovarian

reserves.

Key words: Mullerian Agenesis, FSHR Genotypes, Ovarian Reserve.
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