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1. GiRIS

Polikistik over sendromu (PKOS), dogurganlik ¢agindaki
kadinlarda en yaygin endokrin bozukluklardan biridir’. PKOS’lu hastalarda
hiperandrojenemi ve kronik anovulasyon anahtar rolu olan bulgulardir.
insilin direnci ve obezite ile de siklikla karsilasiimaktadir®>.

Sikhgr dogurganhk cagindaki kadinlarda % 5-10, ergenlik
dénemindeki kizlarda % 3 olarak bildirimektedir®.

PKOS, genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimi ile ortaya
clkan ve bireysel farkliliklardan dolayr heterojen goérinim sergileyen
ailesel kompleks bir hastaliktir. Genetik temeli ve kalitim sekli henlz
aydinlatilamamigtir. Bu nedenle, sendromun gelisiminde farkli metabolik
yollarda aday oldugu dusunudlen genlerdeki polimorfizmler caligilarak
genetik temeli arastirilmaktadir®®. Bu amacla steroid (retimi ve etki
mekanizmalarinda ifadelenen genler, gonadotropin salinimi ve
dizenlenmesinde rolu olan genler, insulin saliniminda goérevli olan genler
ve enerji metabolizmasinda roli olan genlerdeki polimorfizmler
calisiimaktadir’.

Bu tez galismasinda, PKOS'lu ergen kizlarda Calpain 10
geni SNP -44, -43, -19 ve -63, insulin reseptor geni 17. eksonda C/T ve
plazminojen aktivator inhibitor 1 geni promotor bdlgesinde 4G/5G
polimorfizmleri ¢aligilarak toplumumuzdaki sikligin arastirilmasi ve
sendromla genetik iligkilerinin gosterilerek genetik yatkinligin belirlenmesi
amaglanmistir. Ayrica, insulin reseptor geni 12. eksonu DNA dizi analizi
yapilarak baska polimorfizmlerin varligi da arastirlmistir. Bu c¢alisma,
PKOS’lu ergen kizlarda, sendromun genetik temeline yodnelik olarak
toplumumuzda yapilan ilk caligmadir.



2. GENEL BILGILER
2.1 POLIKISTIK OVER SENDROMU

Polikistik over sendromu (PKOS), degisik derecelerde adet
dizensizligi, hirsutismus (killanma), akne ve obezite ile seyreden, ilk
belirtileri erken ergenlik caginda ortaya cikan bir sendromdur®®"°,

Sikhgr dogurganhk cagindaki kadinlarda % 5-10, ergenlik
dénemindeki kizlarda % 3 olarak bildirimektedir®.

Ergenlik donemindeki kizlarda killanma artigi, akne, adet
duzensizligi, obezite, cildin yaglanmasinda artma, erkek tipi sa¢ dokulmesi
varliginda PKOS’tan suphe edilmelidir. Sendromun seyri son derece
degisken olup bazen baglangigta bu bulgulardan sadece bir ya da ikisinin
varligi s6z konusu olabilmektedir®">'*. Eriskin kadinlarda endokrin kdkenli
infertilitenin en sik nedeni olup, endometrium kanseri, tip 2 diabet,
hipertansiyon, aterosklerotik kalp ve damar hastaliklari i¢in risk faktoradar.
PKOS’lu olgularda obezite, insilin direnci, hiperleptinemi ve dislipidemi
gibi risk faktorlerinin varhigr kalp ve damar hastaliklarina egilimin arttigini
dustindirmektedir'”.

2.1.1 PKOS'’un Tarihcesi

1844 yilinda Chereau, ilk olarak yumurtaliklarda sklerokistik
degisimler tanimlamistir. 1935 yilinda ise Stein ve Leventhal, menstruel
dizensizlik bulgusu amenore, infertilite 6ykusu, killanma ve obezite iceren
klinik bulgularla bilateral polikistik overleri tanimlamiglar ve uzun bir sure
sendrom Stein-Leventhal sendromu olarak anilmistir'.

1958 vyilinda McArthur ve arkadaslari, polikistik overli
kadinlarda yuksek luteinize hormon (LH) duzeyleri gozlemigler ve 1971
yihnda radyoimmunoassay (RIA) tekniginin kullanima girmesiyle
biyokimyasal tani guindeme gelmistir. 1976 yilinda Kahn ve arkadaglari ve
1980 yilinda Burghen ve arkadaslari, insulin direnci ve polikistik over
sendromu arasinda iligki kurarak kilometre tasi olusturmuslardir. Polikistik
overlerin ultrasonografik bulgusu, 1981 yilinda Swanson ve arkadaslari
tarafindan gosterilmistir. 1985 yilinda ise Adams ve arkadaslari, polikistik
overlerin ultrasonografik  varliginin tani kriteri olabilecegini
aciklamiglardir'.



2.1.2 PKOS'un Tipleri

- Klasik PKOS

Klasik PKOS, ilk defa 1935 vyilinda Stein-Leventhal
tarafindan tanimlanan amenore, polikistik gérinimli overler, hirsutismus
ve obeziteyi igeren klasik formdur'?. Sendromla ilgili calismalar ve hasta
sayisi arttikga hastalarin sadece % 50’sinin sendromun tanimlanan buttn
Ozelliklerini tasidigr anlasiimigtir. Klasik PKOS’lu kadinlarin yaklasik %
65’inde hirsutismus, % 65’inde anovulatuar semptomlar, % 50’sinde
obezite mevcuttur’®™. Klasik PKOS’un laboratuvar bulgulari arasinda
hiperandrojenemiye eslik eden ultrasonografik olarak tespit edilmis
polikistik over gérinimu ve artmis LH / FSH (folikl uyarici hormon) orani
vardir. Ancak, gunimuizde bu bulgularin her ikisi de tani igin gerekli
gorilen laboratuvar verileri olarak kabul gérmemektedir 8>°.

- Atipik PKOS

Atipik PKOS, ultrasonografik anormallikler olmaksizin, baska
sebeplerle acgiklanamayan kronik androjen artisi olan bireyler igin
kullanilmaktadir. Ergenlik c¢aginda ve erigkin donemde klinik ve
laboratuvar verilerinde izlenen heterojenite nedeniyle hastalarin yaklasik
yarisi bu gruba girmektedir®.

PKOS’taki androjen artisinin kaynagi, cogunlukla fonksiyonel
over hiperandrojenemisi (FOH), az siklikla ise fonksiyonel adrenal
hiperandrojenemidir®'?.

-Fonksiyonel over hiperandrojenemi (FOH)

FOH, PKOS’lu olgularda % 80 saptanan gonadotropin
hormon bagiml agir androjen uUretimidir. Overlerde androjen Uretiminde
bozukluk s6z konusu olup, gonadotropin uyarimina asiri sekilde
steroidogenik yanit vardir. Normalde overlerde androjen Uretimi agirlikl
olarak LH uyarimi ile korpus luteumda yapilir. Daha sonra FSH etkisi ile
androjenler dstrojene donusur. Fakat, FOH’li olgularda gonadotropinlere
verilen asiri yanit sonucu LH etkisiyle intraovaryan androjen yogunlugu
artar. Ozellikle testosteronda gézlenen artis sonucu kiigiik folikuller biyur
ve tek bir folikiiliin dominant folikiil haline gelmesi engellenir'®'"8:2,

-Fonksiyonel adrenal hiperandrojenemi (FAH)
FAH, PKOS’lu hastalarin %?25’inde saptanan

glukokortikoidler tarafindan baskilanabilen adrenokortikotropik hormona
(ACTH) bagimli 17 ketosteroid artisidir®'®.



FAH ve FOH olgularinin birbirleri ile etkilesimi over ve
adrenal bezde benzer steroidogenik Uretim asamalarinin yer almasindan
kaynaklanir. Ozellikle p450c 170, enzim aktivitesinin hem over hem de

adrenallerde mevcut olmasi buna dérnek teskil etmektedir® '8

2.1.3 PKOS’ta Klinik Bulgular

- Hirsutismus (Killanma)

Hirsutismus, androjenlere duyarli bdlgelerde koyu renkli
terminal killarin gogalmam olup, erkeksi tipte killanma artigi olarak
tanimlanmaktadir™®. Yiiz, boyun, gévde, ekstremiteler, pubik ve aksiller
bdlgede killarin buylimesi androjenlere bagimhdir. Terminal killarin
cogalmasi sadece androjenlerin fazlaligina degil ayni zamanda kisiden
kisiye degisen reseptdr duyarliigina da baglidir'®. Bu nedenle PKOS'lu
kadinlarda hirsutismus degisik derecelerde ortaya cikabilmektedir®.
Hirsutismusun derecelendiriimesi Ferriman-Gallwey skorlamasina gore
yapilir. Saglikli kadinlarda, normalde sekiz puanin altinda olmasi
gereklidir®®.

Killanma artigina akne vulgaris, androjenik tipte sag
dokulmesi, yaglanma, asiri terleme gibi hirsutismus esdegeri bulgular eslik
edebilmektedir. PKOS’lu kizlarda akne vulgaris, olgularin yaklasik %

21’inde goriiliir ve tedaviye direnglidir* '™,

Hirsutismus ve hirsutismus esdegeri bulgular
hiperandrojenemik kizlarda degisik oranlarda kendini gdsterir ve olgularin
yaklasik Ugte ikisinde mevcuttur. Ayrica bazi hirsutismli olgularda
hiperandrojenemi  gosterilememekte, bu durum idiyopatik (nedeni

belirlenemeyen) hirsutismus olarak adlandiriimaktadir®2".

- Overlerde fonksiyon bozuklugu

PKOS’lu olgularin Ugte ikisinde anovulatuar semptomlar
mevcuttur. Bu semptomlar, primer ve sekonder amenoreden
oligomenoreye veya tam tersi agiri ve sik kanama periyotlarina kadar
degisen spektrumda olabilir'®'*'8_iki menstruel siklus arasinda 35 giinden
fazla aralik olmasi oligomenore, 6 aydan daha uzun surede hig menstruel
kanama olmamasi amenore olarak tanimlanmaktadir. Genellikle
ergenlikten sonraki ilk iki yilda hipotalamus, hipofiz bezi ve ovaryan aksin
olgunlasmasina paralel olarak fizyolojik kabul edilen ve bu dénemdeki
kizlarin yaklagik yarisinda izlenen anovulator periyotlar PKOS tanisinda
gecikmeye neden olabilir. Bu donemde dluzensiz adet sikluslari olan geng
kizlarda duzenli adet goren kizlara gore plazma androjenleri daha yuksek
bulunmustur. Kronik anovuIaS}/on, endometrial hiperplazi ve karsinom
acisindan risk olusturmaktadir®'".



- Obezite

Klasik PKOS’'un en o6nemli bilesenlerinden birisidir ve
PKOS'lu olgularda % 38-88  siklikla  gériilmektedir®. Obezite,
homeostatik proteinlerdeki degisimlerle iligkilidir. Karin bdlgesinde cilt
altinda, karin i¢i organlarin ¢evresinde yaglanma artigi dikkati ¢eker. Bu
nedenle bel kalga oranindaki artis belirgindir. Govdesel yag birikimindeki
artista hiperandrojeneminin etkili oldugu ve abdominal obezitenin insulin
direnci ile korelasyon gosterdigi belirtiimektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar
bu tur bir yag dagiliminin viacut agirhigindan bagimsiz olarak insulin
direnci, hiperlipidemi, tip 2 diabet ve kardiovaskuler hastalik acisindan risk
olusturdugunu ortaya koymustur®>?®,

2.1.4 PKOS'’ta Tani Kriterleri

PKOS tanisi klinik muayene ve laboratuar bulgulari birlikte
degerlendirilerek konulur. PKOS hiperandrojenemik bir durum oldugundan
oncelikle serum total testosteron, serbest testosteron ve DHEAS duzeyleri
degerlendirilmelidir®*.

Hiperandrojenemik ergen kizlarda PKOS tanisi i¢cin PKOS'u
taklit eden virilizan tumorler, hiperprolaktinemi, nonklasik konjenital
adrenal hiperplazi ve Cushing sendromu d|§lanmalld|r24.

Klinik gorunumun heterojen olmasi ve bagka endokrin
sorunlarla benzerligi nedeniyle PKOS tanisi konulabilmesi icin pek ¢ok
toplanti yapilmistir. Bunlardan en ¢ok bilinenler 1990 yilinda yapilan
National Institute of Health (NIH)** toplantisidir. Bu toplantiya gére
arastiricilarin tani kriterleri :

-ovulasyon bozuklugu

-hiperandrojenizm varligi

-hiperprolaktinemi, tiroid fonksiyon bozukluklari, nonklasik adrenal
hiperplazinin dislanmasi olarak bildirilmistir.

Toplantilardan sonuncusu ise 2003 yilinda Rotterdam’da
yap|Im|§t|r24. Bu toplantiya gore ise tani kriterleri:

-oligo/an ovulasyon

-hiperandrojenizmin klinik ve biyokimyasal isaretleri

-PKOS'u taklit eden iligkili hastaliklarin dislanmasi ve ultrasonografide
polikistik over varliginin gosterilmesi olarak kabul edilmigtir.



2.1.5 PKOS’lu Olgularda Uzun D6nem Hastalik Riskleri

PKOS'lu kadinlarda oligo veya anovulator sikluslarin
dogurganlik ¢aginda infertilitenin en sik nedeni oldugu bilinmektedir. Bu
olgularda tip 2 diabet, dislipidemi, kardiovaskuler hastalik ve endometrium
kanser riskinin yuksek oldugu bildiriimektedir (Sekil 1). Ateroskleroza bagli
kalp-damar hastaliklari, yiksek tansiyon, gebelik diabeti, over kanseri ve
metabolik sendrom da dnemli risk faktérleri arasinda sayilmaktadir'?2%%’,

Hipertansiyon
Diabet
Koroner kalp hastaligi

Erken ergenlik
9 hiperkolesterolemi

v

5 10 20 30 40 60
Killanma infertilite
Adet dlzensizlidi Gebelik diabeti

Gebelik hipertansiyonu

Sekil 1: PKOS ile iligkili bulgularin yaga bagh ortaya ¢ikis zamanlarni',

2.1.6 PKOS'un Etiyolojisi

PKOS’'un nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte steroid
hormon, gonadotropik hormon uretimi, androjen saliniminda ifadelenen
genlerde polimorfizmler ve glikoz toleransi, insulin direnci gibi metabolik
bulgulari iceren biyokimyasal faktorlerle etkilesim halinde, genetik temelli
over kaynakli bir bozukluk oldugu konusunda galisma sonuglari yaygindir®.
Obezite ve ergenlik gibi c¢evresel faktorler insulin direnci geligimini
uyarmaktadir (Sekil 2). PKOS’lu hastalarda insilin saliniminda tip 2
diabettekine benzer dengesizlik gézlenir’2°.
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Sekil 2: PKOS'ta etiyolojik faktorler?.

2.1.7 PKOS’ta Glikoz Toleransi ve Insiilin Direnci

a- Glikoz toleransi

1921 vyilinda Fransiz arastiricilar Achard ve Thyers,
karbonhidrat metabolizmasindaki bozukluklar ve kadinlarda androjen
yiiksekligi arasindaki iliskiyi ilk kez tanimlamislardir'®. 1980 yilinda, obez
PKOS’lu kadinlar ve obez kontrol grubu arasinda oral glikoz tolerans testi
ile yapilan karsilastirmada PKOS’lu obez kadinlarin daha yuksek glikoz ve
plazma insllin duzeylerine sahip olduklari gosterilmigtir. 1999 yilinda
ABD’de yapilan bir baska calismada, 254 PKOS’lu kadindan % 40’inin
glikoz intoleransina % 371’inin zayiflamis glikoz toleransina % 7.5'inin ise
tip 2 diabete sahip oldugu bildirilmistir. Bu oranlar yas, agirlik ve etnik
koken bakimlarindan yapilan karsilastirmada kontrol grubuna kiyasla
oldukga yuksek bulunmustur. Obezite ve yas, anormal glikoz toleransi igin
riski artirlyor olmalarina ragmen, s6z konusu calismada obez olmayan ve
gen¢ PKOS’lu kadinlarin glikoz intoleransina sahip olduklari goérilmustar.
Ayni calismada, glikoz intoleransi igin etnik kokene kiyasla PKOS’un daha
onemli bir risk faktorii olusturdugu belirtilmistir'>22.



b- instilin Direnci

insiilin, pankreasin B (beta) hiicreleri tarafindan salgilanan
ve glikoz homeostasisinde baskin rolli olan polipeptid hormondur®®. Bu
hormonun hedef dokulari karaciger, kas ve yag dokusudur. insiilin, kas ve
yag dokusunda periferal glikoz alimini uyarir ve hicre buyumesi,
farkllasmasi ve protein sentezlenmesini indikler. insilin, glikojen
depolanmasini  uyarirken karacigerde glikojen pargalanmasi ve
inkoneogenezisi inhibe eder, ayni zamanda lipid pargalanmasinda rol
oynar?®3’,

PKOS’ta insulin faaliyetine kargi direng gelisimi, genellikle
normal insulin baglanmasi halinde, yag dokuda antilipolizis ve glikoz
transportunda bu hormonun azalmis aktivitesini ifade eder'?. Bu insiilin
direnci, bu dirence daha az duyarl olan diger dokularda asiri bir etkiye
neden olabilecek sekilde hiperinsiulinemiye yol agar. Bu etkiler, ovaryum
teka hucreleri tarafindan androjen salgilanmasi, bazal deri hicrelerinde
asiri buyume, artmis vaskuler ve endoteliyal tepki ve anormal hepatik ve
periferal lipid metabolizmasi gibi durumlari ortaya cikarabilir. Ornegin,
yukselmis insulin duzeyleri ovaryumdan LH uyarimh androjen
salgilanmasini dogrudan artirir. Dolagimda artmis insilin dlzeyi, seks
hormon baglayici globulin dizeyini dusurur, boylece, serbest androjen
dizeylerinde yuUkselmeye neden olur. Sonug¢ olarak, hiperinsulinemi
PKOS'’ta hiperandrojeneminin patogenezinde dnemli bir rol oynar®.

PKOS’ta insulin direnci mekanizmalari Uzerine yapilan
calismalar insulin reseptorlerinde sinyal alimi sonrasinda ileti defekti
oldugunu géstermektedir’®. Normal kosullarda, insiilin, reseptériin o (alfa)
alt birimine baglandiginda hucre igine iletilen sinyal, protein
fosforilasyonunu baslatmaktadir. insilin direnci olan olgularda tirozin
yerine serin fosforile olmakta ve bu defekt hicre iginde sin%/al iletiminin
aksamasina ve insiilin etkisinin azalmasina neden olmaktadir’®. Bu durum
PKOS'lu hastalarin yaklasik % 50’sinde goriilmektedir'?28,

instiline duyarli periferik hicrelerde insiilinin etkileri hedef
hicrelerin hicre zarlarinda bulunan yuksek affiniteli reseptdrlere insilinin
baglanmasiyla baslar. insilin reseptéri; IGF |, epidermal blylime faktor,
fibroblast bluylime faktorl, platelet kaynakh baylume faktort, koloni uyarici
faktor I'i de iceren protein tirozin kinaz reseptorler ailesinin bir Uyesidir.
insllin  reseptéri o ve B alt birimleri olan blylk bir transmembran
proteinidir'? (Sekil 3).



Sekil 3: insiilin reseptériiniin hiicre zarinda yerlesimi.

instilin molekili hiicresel etkilerini reseptdriin o alt birimine
baglanarak baslatir. Bu baglanma, B alt birimi Gzerinde bulunan spesifik
tirozin birimlerinin otofosforilasyonu ile sonuglanir'®3'. B alt birimi, tirozin
kinaz aktivitesine sahiptir. insilin reseptdér substratlari, ¢oklu tirozin
fosforilasyon bélgeleri iceren sitoplazmik proteinlerdir. insilin stimulasyonu
sonras! spesifik tanima zincirlerine sahip sitozolik substratlar insdlin
reseptor substratlarina (IRS) baglanir. IRS proteinleri Gzerinde bulunan
yapisal zincirler gesitli fosforilasyon motifleri yolu ile sinyal proteinleri ile
genis etkilesim potansiyeli saglar. insilin sinyal yollarinin gesitli yénlere
ayrilmasi sinyal proteinlerinin IRS proteinlerine baglanma asamasinda
mumkuan olur. Bu nedenle, IRS proteinleri, hicrenin metabolik anahtarlari
olarak dusunulebilir. insilin direnci durumlarinda gézlenen azalmig
glikojen szesr;’g%%ig%z glukoz transportunda izlenen yavaslama neden
olmaktadire=>""""7%,

Reseptor sonrasi sinyal ileti defektlerinden bir digeri ise, TNF
(timdr nekroz faktér) o’dir*®. Obez PKOS'lu olgularda artan TNF «., insiilin
reseptdri B alt birimin sayisini azaltip, serin fosforilasyonunu artirarak
insiilin direncine katkida bulunmaktadir®®. PKOS'ta insiilin direnci gelisimi
ile ilgili bir diger faktdor de inositol iceren fosfoglikanlarin azalmasidir.
inositol ilavesi ile ovulasyonda diizelme ve androjen, lipid, insilin
diizeylerinde diisme gdzlenmistir®.



2.1.8 Genetik Nedenler

PKOS’un genetik nedenleri Uzerine yapilan calismalarda
heniiz kesin ve net aciklamalara ulasilamadigi anlagilmaktadir. Ornegin,
polikistik overi olan her kadinda sendromun belirtilerinin goriulmemesi ya
da PKOS’lu kizlarin annelerinin polikistik over varligina ragmen
asemptomatik olmalari agiklanamamaktadir. Anne ve c¢ocuklardaki
hormon degerlerine bakl|dI%Inda genetik gecis daha ¢ok otozomal
dominant forma uymaktadir®>®. PKOS'lu kizlarin kiz kardeslerinin ise
sendromun Klinik ve laboratuvar oOzelliklerini % 46 oraninda tasidiklari
gosterilmistir. PKOS’lu hastalar insulin sekresyonunda tip 2 diabettekine
benzer bozukluk gdsterirler. Ayrica bu hastalarin yaklasik % 50’sinin

ebeveynlerinde tip 2 diabet varligi gdsterilmistir®>>¢>".

2.2 PKOS’un Genetik Temelleri

PKOS patogenezinde, genetik faktorlerin 6nemli bir rol
ustlenmis olduklari konusunda kugku olmamakla birlikte, kalitimin
yapisinin tam olarak bilinememesi ve ilgili c¢alismalarda bir takim
gucluklerle kargilagiimasi kesin sonuglara ulagiimasini engellemektedir.
PKOS genetigine iligkin ¢alismalarda ortaya ¢ikan sorunlara érnek olarak,
primer etiyolojinin yeterince acik olmamasi, fenotip tanimlarinin
yetersizligi, galisma gruplarinin heterojen olmasi ve ¢ok sayida aday genin
varligi sayilabilir’®®. PKOS, cok sayida farkli gen ile cevresel faktérlerin
etkilesiminin sonucu olan bir bozukluk gibi gérinmektedir. Literatirde
genellikle ailesel yigihm, erkek fenotip, ikiz calismalari ve c¢evresel
faktorler (izerinde duruldugu goriilmektedir”°.

a- Ailesel yigilim

PKOS’lu olgularin aile bireylerinde tip 2 diabet gelisme
sikhiginin toplum ortalamalarina gére yiiksek oldugu bildirilmektedir*'2.
Yilmaz ve arkadaslari, PKOS'lu erigkin kadinlarin anne ve babalarinda
bozulmus glikoz toleransi sikhdini sirasiyla % 40 ve % 52 olarak
bildirmislerdir®. Bir baska arastirmada, PKOS'lu olgularin ailelerinde tip 2
diabet sikhigi 1.2 kat yiiksek bulunmustur**. 18 Beyaz PKOS'lu kadin ve
kontrol grubu kadinlar arasinda yapilan bir ¢alismada ise, PKOS’lu hasta
ve birinci derece yakinlari ile kontrol grubu karsilastirildiginda PKO ve
oligomenorenin artmis insidansi gosterilmigtir. Yapilan anketlerde bu
ailelerde erkek bireylerde erken yasta kellige giden sa¢ dokulmesi de
bildirilmigtir. Ayrica, ¢alismada kalitim seklinin otozomal dominant oldugu
da vurgulanmistir’.
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Hasta bireylerin ailelerinde hiperandrojenemiye ek olarak,
insulin direnci prevalansi bildirilmistir. TUrk populasyonunda, Yildiz ve
arkadasglari, 52 PKOS hastasi ve bu hastalarin 102 akrabasi Uzerinde
calismiglardir. Arastirmacilar, cinsiyet, yas, pre veya post menapozal
durum gibi Olgutlere gore olusturuimus kontrol gruplari ile PKOS’lu
hastalarin akrabalarini karsilastirmislar ve PKOS hastalarinin anneleri, kiz
kardesleri ve erkek kardeslerinde insulin direncinin ve karbonhidrat
metabolizma bozukluklarinin daha sik oldugunu, ayrica PKOS’lu
kadinlarin anne ve kizkardeglerinde serum androjen hormon duzeyinde
artis bulundugunu bildirmislerdir®*. Bir baska calismada da, PKOS'lu
bireylerin kizkardeglerinde, hiperandrojenemi varligi ve artmig LH degerleri
bulundugu gosterilmistir. Bu sekilde biyokimyasal anomalilerin PKOS’lu
olgu yakinlarinda bulunmasi PKOS’un genetik temelinde ailesel yigilimin
varligini dnermistir 4°.

PKO gorunumu ve erkek tarzi erken sa¢ dokulmesinin kalitim
sekli PKOS ailelerinde otozomal dominant kalitim sekli ile uyumludur. Bu
duruma ayni gen yol agiyor olabilir. PKOS olmayan kadinlarin ailelerinde
bu tiir bir genetik etki yoktur®’.

b- Erkek fenotipi

PKOS’lu olgularin ailelerine iligkin kesin olarak tanimlanmis
erkek fenotipinin bulunmayisi, PKOS’un genetik orijini konusundaki
calismalardaki ilerleyisi sinirlandirmigtir. ik calismalarda, erkekte erken
sa¢ dokulmesi PKOS’un erkekteki karsiligi olarak onerilmisse de, bu
evrensel olarak dogrulanamamistir. Daha yakin zamanlarda, PKOS’lu
hastalarin erkek kardeslerinde artmis serum DHEAS dizeyi ve PKOS’lu
kadinlarin babalarinda ve erkek kardeglerinde insulin direnci erkek fenotipi
olarak onerilmistir. Erkek PKOS akrabalari ve kontrol grubu arasinda
serum DHEAS duzeyleri ve insulin direnci indeksleri bakimindan ciddi
miktarda ortisme bulunmustur. Bu anomalinin PKOS’lu olgularin erkek
yakinlarindaki Dbelirleyicisi olarak kabul edilebilmesi icin daha c¢ok

calismaya ihtiyag vardir#®49°0>1,

c- ikiz Calismalari

PKOS’un kalitsalhgina  iliskin  arastirmalarda, ikiz
calismalarina da yer verilmistir. Cift yumurta ikizleri, tipki normal kardesler
gibi, genlerin % 50’sini paylagirken, tek yumurta ikizleri tum genlerini
paylasirlar. Tek yumurta ikizlerinde ¢ift yumurta ikizlerine kiyasla, daha
siklikla PKOS gériintyor olmasi, genetik etkiye isaret etmektedir. ikiz
calismalarinin verileri, fenotipik degiskenlikte genetik etkileri ve cevresel
etkileri birbirinden ayirt etmeye de yarar. Genetik etkiler, ¢ift yumurta
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ikizleri ve normal kardeglere kiyasla tek yumurta ikizlerinde daha yogun
goralur. Cevresel etkiler de, bireylere 6zgu olabilecegi gibi aile Uyeleri
tarafindan paylasiliyor da olabilir®°*. ikiz kardeslerde PKOS ile ilgili olarak
oldukga az veri bulunmaktadir. Jahanfar ve ekibi 11’'i US yoninden PKO
tagsimayan 19 monozigotik ve 15 dizigotik olmak Uzere 34 ikiz kardes
Uzerinde calismislardir. Calisma sonucuna gore yuksek insulin dizeyleri,
serum androstenoidol glukuronad ve vucut kitle indeksinin genetik
faktorlerden etkilenmis oldugunu 6ne surmuslerdir. Daha ileri
calismalarda, dolasimda normal ile wuyumsuz lipid profilleri de
gosterilmistir. Bu durumun sadece PKO ile uyumlu ikizlerde s6z konusu
oldugu bildirilmistir. Bu veriler, PKOS’a eslik eden metabolik anomaliler
icin genetik bilesenlerin varligina isaret etmektedir. Fakat, icinde cevresel
faktorlerin de ciddi rol oynadigi poligenik etiyoloji dnerilmektedir®”.

d- Cevresel Faktorler

PKOS’ta ailesel yigilim genetik orijine isaret etmekte, ancak
aile igindeki bireylerde bu sendromun varhginin gevresel faktorlerle de
gelistigi kabul edilmektedir®.

PKOS’un Kklinik varliginda ortaya c¢ikan etnik farkhliklarin
beslenme aligkanligi, egzersiz sikhigi ve yasam tarzi gibi cevresel
faktorlerle baglantili olabilecegi ileri surtlmuastir. Beslenme sirasinda
alinan doymamis yag asidi zincirlerinin poli veya mono olmasi bile,
sendromun metabolik ortaya ¢ikigini etkileyebildigi bildirilmistir. Bu yuzden
PKOS'’un gelisimini etkileyen cevresel faktorlerdeki farkhliklar nedeni ile bu
sendromun gelisimine katkida bulunan genler de calisilan populasyona
bagli olarak degisebilmektedir’>*%°,

2.2.1 PKOS’ta Bazi1 Aday Genler

PKOS’ta bugline kadar arastiriimis olan aday genler, steroid
hormon sentezi ve faaliyetinde yer alan, karbonhidrat metabolizmasi ve
enerji homeostasisinde vyer alan, gonadotropin faaliyetinde ve
dizenlenmesinde yer alan ve insulin metabolizmasinda yer alan genlerdir.
Bu aday genler, belirli PKOS bulgularindan sorumlu olabilecekleri igin
secilmiglerdir. PKOS’un birgok hucre tipini etkiledigi bilindigi icin, hucresel
sinyal iletiminde yer alan genlerin en uygun aday genler olarak
gorindiikleri sdylenebilir’**®. Bu aday genlerden bazilari Tablo 1'de
gOsterilmigtir.
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Tablo 1: PKOS’ta aday genler*?

Aday gen

Polimorfizm

Kromozom yerlesimi

Ovaryan ve adrenal
steroidogenez genleri

CYP 11 (tttta), 15q23-24
CYP 21 Heterozigot CYP 21 6p21.3
mutasyonlari
CYP 17 Promotor bolge T/C 10924.3
CYP 19 Aromataz SNP 50 15p21.1
Steroid hormon iligkili
| genler
Androjen reseptor geni (AR) | (CAG), Xq11-12
Seks hormon baglayici (TAAAA)N 17p12-13
globulin (SHBG)
Gonadotropin metabolizma
genleri
LH B Trp8Arg 19913.32
lle15Thr
Follistatin D5S474 5q11.2
D5S623
D5S822
insiilin metabolizma
genleri
insilin geni (INS) INS VNTR 11p15.5
insiilin reseptér geni (INSR) | Ekson 17 C/T 19p13.3
IRS Gly972Arg 2q36
Calpain 10 SNP —44,-43,-19,63 2937
Enerji metabolizmasi genleri
ve diger genler
Leptin (ttttt), ins 7931.3
Adiponektin Ekson 2 T45G 3927
TNF -308G/A 6p21.3
PAI 1 4G5G 7921.3-922
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2.3. Calpain 10 geni

Bu calismanin konusunu olusturan aday genlerden birincisi
olan Calpain 10 geni Calpain ailesinin bir Gyesidir.

Calpain’ler, aktivite gosterebilmek icin Ca™ iyonlarina ihtiyag
duyan stoplazmik sistein proteazlardir®®. Fizyolojik fonksiyonlari tam olarak
aydinlatilamamigs olmasina karsin trombosit aktivasyonu, membran
fuzyonu, apoptoz, farklilagsma, hicre déngistunun devamhligi ve sinyal
iletimi gibi hicresel Ca'™ diizenleyici faaliyetlerde bulunmaktadir.
Aktivitesinin  dUzenlenmesindeki bozukluklar ndronal dejenerasyon,
Alzheimer, metastaz gibi patolojilere yol acabilmektedir®.

Molekuler calismalar, Calpain’lerin insandan
mikroorganizmalara dek uzanan super aile oldugunu gostermektedir.
insanlardaki hastaliklar ve Calpain geni mutasyonlari arasindaki iligkilerin
kesfi nedeni ile U¢ boyutlu ¥apllar| ve Ca++ uyarimh aktivasyon
mekanizmalari ¢calisiimaktadir®®®’,

Calpain 10’'u kodlayan gen, 2. kromozom Uzerinde (2q7.3)
yerlesiktir®. Onbes eksondan olusur, 31 kb'dir ve tip 2 diabette ilk
klonlanan gendir®®2%®, Horikawa ve ekibi, intron bdlgesinde {c ayri
polimorfizm (UCSNP -43,-19,-63) tanimlamislardir® (Sekil 4).

Calpain 10 geni, insulin saliniminda 6énemli roli olan bir
sistein proteazdir. Bu gen, tiUm erigkin ve fetal dokularda ifadelenmektedir.
En yuksek oranda kalp dokusunda daha sonra pankreas, bobrek ve
karaciger olmak Uzere farkli duzeylerde ifadelenmektedir. Calpain 10a’dan
10h’ye dek sekiz varyant tanimlanmigtir. Calpain 10 geninde genetik
varyantlar serbest yag asitleri ve insiilin direnci ile iligkilidir®>. Calismalar
serbest yag asitlerinin, instlin reseptorlerinin fazla fosforilasyonu sonucu
reseptor kinaz aktivitesini azaltarak insulin direncini kuvvetlendiren protein
kinaz C’ yi aktive ettigini gostermistir. Bu nedenle, protein kinaz C’nin
negatif regulasyonu insulin reseptor fosforilasyonunun devamliligi igin
onemli bir faktordar. Calpain 10un 3. intronundaki tek nukleotid
polimorfizmi (UCSNP43), mRNA ifadelenmesini etkiler. Protein kinaz C’nin
pozitif regiilasyonu, azalmis insiilin sinyali ile sonuglanir®.
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ICSNP44 o
UCSNPA4',  canpasa UCSNPE3

UCSNP19

Sekil 4: Calpain 10 geninin yap|S|62 (Eksonlar dikdortgen ile intronlar ise gizgi ile
gosterilmistir).

2.4. insiilin Reseptor Geni

Bu calismanin konusunu olusturan aday genlerden ikincisi
olan insulin reseptor geni, genomda 120 kbg ’lik yer kapsayan 22 ekson ve
21 introndan olusan bir gendir’ (Sekil 5). Kromozom 19 (19p13.3)
Uzerinde yerlesiktir. Genin protein kodlayan bdlgeleri intronlar tarafindan
kesilmektedir®”. insilin, metabolik etkilerini gdsterebilmek igin énce hiicre
yiizey reseptoriine baglanir™. Gen iizerinde ilk 11 eksonluk bdlge bu
reseptorin o alt biriminin ifadelenmesinden sorumludur ve 90 kbg¢'lik
blyUkliktedir. ikinci 11 eksonluk bdlim ise reseptdrin B alt biriminin
ifadelenmesinden sorumludur ve 30 kbg¢'lik buyukllktedir. Translasyon
baslama noktasinin -276, -282 ve -283 b¢'lik yukarisinda Ug¢ ayr
transkripsiyon baslangi¢ noktasi bulunmaktadir. Bu birimlere ek olarak
promotor bolgeden 247 bg uzaklikta maksimum promotor aktivitesinin %
62.6 ‘sini saglayan bdlge tanimlanmistir. Bu promotor aktif bolge TATA
benzeri dizilerden yoksundur. Ancak, transkripsiyon faktor Sp1 icin iki
baglanma bdlgesi icerir®’.

insilin reseptdr genine ait eksonlarin blylk kismi reseptdriin
yapisal ve fonksiyonel birimlerini kodlar. Ekson 1 sinyal peptidi, ekson 2
ligand baglayici birim, ekson 3 sistein zengin birim, ekson 11 alternatif
splicingle olusan mini ekson, ekson 15 transmembran birim
ifadelenmesinden sorumlu olarak tanimlanmaktadir. Ekson 17-21 arasi
bes eksonluk bdlim ise tirozin kinaz birimi kodlarlar. Transmembran ve
tirozin kinaz birimleri kodlayan eksonlar arasindaki tek ekson (ekson 16)
ekson 22 gibi insulin reseptérinin karboksi terminal kuyrugunu kodlar.
Ekson 2 - ekson 5 yapisal olarak epidermal buyume faktori genine
benzerlik gosterir’’.
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Secenekdi Transmembran

1 2 3 45678 9 10 11 12 1314 15 16 1718 192021 22
A1 B RNNNMA AR NERRNRINE
N A } R/J
V— | |
Ligand Bagtayc Birim Proreseptdr Birim Tirozin Kinaz Blrimi

Sekil 5: INSR geninin yapisi®’. (Eksonlar dikdértgen ile intronlar ise ¢izgi ile
gosterilmistir).

Olgun insulin reseptord, iki o iki B alt birimden olusan hetero
tetramerik glikoproteindir. Bu alt birimler o alt birimindeki Cys-647 ve § alt
birimindeki Cg/s-872 arasinda disulfit  baglari ile  Dbirbirlerine
baglanmaktadir®®.

insiilin reseptér cDNA’nin klonlanmasi ile bu reseptére ait iki
izoform ortaya ¢ikmigtir. Bu izoformlar, o alt birimin karboksi terminal ug
kismindaki 12 aminoasit varligi (HIR-B veya Ekson 11+) ya da yoklugu
(HIR-A veya Ekson 11-) ile ayirt edilmektedir®®°.

insiilin reseptorinin klonlanmasiyla, bu gene ait aminoasit
dizisini degistirmeyen sessiz polimorfizmlerden bagka, diziyi degistiren
polimorfizmler de tanimlanmistir. insiilin reseptérii varyantlarindan biri,
glikoz toleransina sahip bireyler ve tip 2 diabet hastalarinda gdsterilmistir.
Bu varyant Val—»Met®® ‘tir. Met varliginda insiilin reseptériine normal yolla
baglanir, IRS-1, PI3 yolu insulin uyarimli kinaz aktivitesine sahip
oldugundan metabolik ve mitojenik aktiviteler de normal olarak devam
eder. Bu nedenle, bu polimorfizm hiicresel insiilin direncine yol agmaz®®*°.

Tip 2 diabetli hastalarda Lys—>Glu'®®  varyant

tanimlanmigtir. Bu polimorfizm, tirozin kinaz aktivitesini duzenleyici
bolimde gdsterilmistir. Bir baska polimorfizm de, Arg—GIn""®*dir. Bu
varyantin oldugu durumlarda, bazal tirozin kinaz aktivitesinde artisa neden
olurken, insulin yaniti ya azalmistir ya da hig¢ yanit yoktur59.
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INSR  geninin  13.eksonunda  Thr—Ala®'  degisimi
gosterilmigtir.  Ayrica, 22.eksonda Tyr—>Cys1334 polimorfizmi  de
tanimlanmigtir. Memeli hicrelerinde yapilan transfeksiyon galismalarinda
bu varyant ifadelenmelerinin normal fonksiyona sahip oldugu
gosterilmistir®®.

2.5. Plazminojen Aktivator inhibitor 1 (PAI-1) Geni

Bu calismanin konusunu olusturan aday genlerden
ucuncusu olan PAI-1 geni, 7.kromozom (7921.3-922) uzerlnde 7yerleglktlr
12.2 kbe'lik biyiklikte 9 ekson ve 8 introndan olusmaktadir®®®” (Sekil 6).
Her intron bdlgesi GT ile baslar, AG ile sonlanir. Ekson bdlgeleri, 83
bcden 1829 bgne degisen blyiklilkte bulunmaktadir®®. Bu genin
promotor bolgesini iceren 5 ucunda ve kodlanmayan 3’ terminal ucunda
gesitli polimorfizmler tanimlanmistir. -153 bg¢ uzaginda (CA), -675 bg
uzaginda 4G/5G ve -844 bg¢ uzaginda G/A olmak Uzere, 4. intronda (CA),,
8.eksonda 9785 b¢'de G/A ve 3’ terminal ucgta 11053 bg’de T/G, 11320 bg
+/- CGCGCCCC, 12078 bc¢'de G/A degisimleri yaygin olarak
gosterilmektedir®’8. 68

PAI-1, 48 kD molekliler agirhga sahip fosforile
glikoproteindir. Endojen fibrinolitik sistemin primer inhibitdradur ve serin
proteaz inhibitor ailesinin bir Uyesidir. PAI-1, ovaryum, kardiyak myositler,
karaciger ve adipositleri iceren ¢esitli doku ve organlarda ifadelenir.
inflamatuvar aracilar, glikoz, insiilin ve ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler
gibi cevresel ajanlar ve genetik faktorler PAI-1 sentezini duzenleyici olarak
rol oynamaktadirlar®®.

PAI-1 genine ait yaygin 4G/5G (insersiyon/delesyon)
polimorfizmi promotor bélgede -675 pozisyonunda gdsterilmistir®”°%6°.
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4G5G
polimorfizmi

Promotor

bodlge
I —»  Ekson bolgeleri

Sekil 6: PAI-1 geni yerlesimi ve 4G5G polimorfizmi®

PAI-1, maternal dokudan plasentanin ayrilmasi ve plasenta
gelisiminin erken evrelerinde fibrinolitik aktivitede temel rol oynamaktadir.
Plazminojen aktivator inhibitorleri, plasental villus i¢i bosluklarda kan
akiminin saglanmasinda ve uterusun trofoblast invazyonunda faaliyet
gosterirler’®. Ayrica, tromboembolik olaylar ve myokardial infarktiiste de
anahtar rol oynarlar®®"°.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Arag ve Geregler

3.1.1. Cihazlar

Masaustu mini santrifij (Hettich Mikro 22 R, Almanya)
Spin santrifuj (Biosan, Rusya)

Hassas terazi (AND-ER-182A, ABD)

Vorteks (Biosan, Rusya)

Mikropipetler (Bt10, Bt100, Bt1000 Beta pipetor,

CLP, ABD)

Elmer

Thermal cycler (Otomatik 1s1 dongu cihazi) (Perkin
Cetus, ABD)

Kuru isitici blok (Biosan, Rusya)

Mikrodalga firin (Argelik, Tarkiye)

Derin dondurucu (Sanyo, Japonya)

Elektroforez gug kaynagi (Thermo, ABD)

Elektroforez tanki (Thermo, ABD)

UV transluminator (Fotodyne, ABD)

Gel Logic 100 jel géruntileme sistemi (Kodak, ABD)
Otomatik DNA dizi analizi sistemi (ABI, ABD)

3.1.2. Kimyasal Maddeler

(Sigma, ABD)

EZ-DNA DNA izolasyon kiti (Dr. Zeydanh, Turkiye)
RBC Lizis ¢ozeltisi (Dr. Zeydanli, Turkiye)

Primer sentezleri (Biotech, Almanya)

PCR tamponu (Bioron, Almanya)

Agaroz (Agaroz (Sigma, ABD )

Borik asit (Merck, Almanya)

EDTA (Etilendiamintetraasetikasit disodyum dihidrat)

* FauNDlI, BstFNI, Hhal, Pmil, Bsll restriksiyon enzimleri
ve tamponlari(Bioron, Almanya)

* dNTP karisimi (Bioron, Alimanya)

+ Taq DNA polimeraz (Bioron, Almanya)

* MgCl;, (Fermantas, ABD)

+ Trizma baz (Sigma, ABD)

» Gliserol (Sigma, ABD)

* Orange G (Sigma, ABD)

+ Sodyum asetat (Sigma, ABD)

+ EtidyumBromur(Sigma,ABD)
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* 100 b.¢c’lik molekller agirhik belirteci (AMRESCO,
Almanya)

+ BigDye® terminator V3.1 dizi analizi kiti (ABI, ABD)

* Invisorb PCR sonrasi saflagtirma kiti (Invitek, Almanya)

3.2. Cozeltilerin Hazirlanisi

3.2.1. 5X TBE Cozeltisi Hazirlanisi

Trizma Baz 54 ¢
Borik Asit 27,5 g
0,5 M EDTA (pH: 8) 20 ml

Kimyasallar ¢ozundukten sonra 1 litre olacak sekilde Uzerine
distile su eklendi.

3.2.2. 1X TBE Cozeltisi Hazirlanisi

200 ml 5X TBE, distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi.

3.2.3. Orange G Jel Yukleme Boyasi Hazirlanisi

Gliserol 55 mi
Orange G 100 mg
1X TBE ¢ozeltisi 45 ml

Son hacim 100 ml’ ye distile su ile tamamlandi.

3.2.4. Stok Etidyum Bromir Cozeltisi Hazirlanisi

10 mg etidyum bromur 1 ml distile suda ¢ozulerek hazirlandi.

3.2.5. 3X Sodyum Asetat (NaOAc) Cozeltisi Hazirlanisi

NaOAc3H,0 0,04 g

80 ml distile suda ¢ozuldukten sonra, glasial asetik asit ile
(pH:4,6)’ya ayarlanarak hacim 100 ml'ye tamamlandi.
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3.3. Agaroz Jel Hazirlanisi

% 2’lik agaroz jel hazirlamak i¢cin 2 g, % 3’luk agaroz jel
hazirlamak i¢in 3 g agaroz hassas terazide tartildi. 1X TBE c¢ozeltisi ile
100 ml'ye tamamlandi. Mikrodalga firin kullanilarak kaynatildi. Agarozun
homojen bir sekilde erimesinden ve sicaklik 60 °C’ye dustukten sonra 3 pl
etidyum bromur eklendi. Hazirlanan karisim elektroforez tepsisine
dokuldu. Jel donduktan sonra yatay elektroforez tankina yerlestirildi. Jelin
Uzerini Ortecek sekilde 1X TBE c¢ozeltisinden eklendi. PCR urininden
10 pl alinarak, 5 pl orange G jel yiikleme boyasi ile karigtirildi. Ornekler
yuklendikten sonra molekuler agirlik belirteci esliginde 20 dakika 150 volt
sabit akimda yurataldu. Ultraviyole (UV) transluminator altinda molekuler
agirhk belirteci ile karsilastirilarak CAPN 10 SNP 19 polimorfizmlerini
iceren bolge, SNP 43 polimorfizmini iceren 175 b¢’lik, SNP 44
polimorfizmini iceren 166 b¢’lik, SNP 63 polimorfizmini iceren 192 bg lik,
insulin reseptor geni 17. ekson C/T polimorfizmini iceren 317 bg lik, PAI 1
geni promotor 4G/5G polimorfizmini iceren 99 bg lik uzunluga denk gelen
bantlar aranarak PCR UrUnleri degerlendirildi. Sonuglar kirmizi filtre altinda
jel dékiimantasyon sistemi ile gortintilenip fotografi ¢ekildi.

3.4. Yontemler

3.4.1. Calisma Grubu ve Klinik Ozellikler

Ocak 2006 - Ocak 2007 tarihleri arasinda Gazi Universitesi
Tip Fakulltesi Hastanesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali,
Cocuk Endokrinoloji Bilim Dalina basvuran 48 PKOS’lu ergen kiz
calismaya alindi. Arastirmada, normal boy ve kiloda, saglikh, klinik ve
laboratuvar olarak hiperandrojenemi bulgusu olmayan, yas ve ergenlik
donemi olarak hasta grubu ile uyumlu, adet donguleri dizenli 50 ergen kiz
kontrol grubunu olusturdu.

PKOS tanisi 1990 NIH ve 2003 Roterdam toplantisi
kriterlerine gére konuldu®.

Bu calisma icin GUTF yerel etik kurulundan onay alind.
Molekuler genetik arastirma icin bireylerden 0,5 M EDTA’l tipe 2 ml kan
ornekleri alindi. Hem hasta hem de kontrol grubundaki bireyler ¢calismaya
alinmadan once g¢alisma konusunda bilgilendirildi. Tim olgulardan galisma
ile ilgili “olur formu” alind1.

PKOS’lu hastalarin bilgileri Tablo 2‘de verilen hasta bilgi

formunda bulunmaktadir. Bu bilgi formu hastalarin dosyalarinda mevcut
olan bilgilere dayanarak dolduruldu.
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Tablo 2: Calisma kapsamina alinan bireylere ait bilgi formu

Ad Soyad

Boy (m)

Agirlik (kg)

VKI (kg/m®)

Hirsutismus skoru

3.4.2. Genomik DNA Saflastiriimasi

Kan orneklerinden genomik DNA saflastirma islemi EZ-DNA
DNA izolasyon kiti kullanilarak asagida yazili protokole gore yapildi.

1. 1.5 ml'lik ependorf tupine; 1.0 ml kirmizi kan hicresi (RBC) lizis
¢ozeltisi ve 500 pl kan ornegi eklendi.

Vortekslendi. 5 dk. oda sicakliginda bekletildi.

8000 rpm de 5 dakika santrifujlendi, Gzeri atildi.

1 ml kirmizi kan hucresi (RBC) lizis ¢ozeltisi eklendi.
Vortekslendi. 5 dk. oda sicakhginda bekletildi.

8000 rpm de 5 dakika santrifujlendi, Uzeri atildi.

Uzerine 500 pl DNA'y1 ¢oktirme ¢ozeltisi eklenerek karistirildi.
Vortekslendi. 5 dk. oda sicakliginda bekletildi.

Uzerine 500 pl % 99.5 lik etanol eklendi. 5 dk bekletildi.

10. 12000 rpm de 5 dakika santrifijlendi. Uzeri atild1.

11. 500 pl % 75 lik alkol ile 1-2 dakika bekletildi.

12. 12000 rpm de 5 dakika santrifijlendi. Uzeri atild1.

13. Pelet kurutuldu. 250-300 ul distile su ile sulandirildi.

14. 15-20 dakika 65 °C’de bekletildi.

15. Genomik DNA kullanima hazir hale geldi.

©CENOGO R WN

3.4.3. Calpain 10 geni SNP -44 Polimorfizmini iceren Bodlgenin PCR ile
Cogaltiimasi

Calpain 10 geni SNP -44 polimorfizmini igeren bdlge 6zgul
primerler kullanilarak PCR yodntemi ile c¢ogaltildi. Calpain 10 geni 3.
intronda SNP 44 bdlgesine ait 166 bg¢’lik bolimu ¢ogaltmada kullanilan
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primerler Tablo 3'te, bolgenin genomdaki vyerlesimi Sekil 7’de
gOsterilmistir.

CATAGCTTCCACGCCTCCTGCCCTGCTCCTGTGCCCACACCGGATGCCAGAGA
GTTTCTGTGTGTG

5’-GCAGGGCGCTCACGCTTGCcG-3
GGCAGAGGACTGCAGGGCGCTCACGCTTGCTGTGAAGTAAGGCGTTTGAAGGT
GAGGCTAAGCCTTGACTTGGTGAGGATGAGGAAGAAGGCAGAGGGGAGTAAAG
AGGTGGGATTGAGGCAGCGGTTG

3-CTTAGTCTCTCCCCCGGTACG-5

GACGATTTGGGGTGCTACAGACCATGGGAATCAGAGAGGGGGCCATGCTCAAT
GCCAGAGGCTCACTCCCATGGTGATTGTGTCCCCTAGGGTCCATGGGTCCTACG

AGCACCTGTGGGCCGGGCAGGTGGCGGATGCCCTGGTGGACCTGACCGGCGG
~OTRARN

Sekil7: CAPN 10 geni SNP -44 polimorfizmine ait 166 bg¢’lik bolgenin genomdaki yerlesimi.
ENSG00000142330, Calpain-10 (Calcium-activated neutral proteinase 10) (CANP 10).

3.4.4. Calpain 10 geni SNP -43 Polimorfizmini iceren Bodlgenin PCR ile
Cogaltiimasi

Calpain 10 geni 3. intronda SNP -43 polimorfizmini igceren
bdlge 6zgul primerler kullanilarak PCR ydntemi ile ¢ogaltildi. Calpain 10
geni SNP -43 bdlgesine ait 175 b¢’lik bolimi g¢ogdaltmada kullanilan
primerler Tablo 3'te, bolgenin genomdaki vyerlesimi Sekil 8de
gOsterilmisgtir.

5'- GCAGGGTTGGAGCTTGAGAG -3'
TTTAGGAAAAGCAGGGTTGGAGCTTGAGAGCCAAGGGATGTGGGCATCCATAGCTT
CCACGCCTCCTGCCCTGCTCCTGTGCCCACACCGGATGCCAGAGAGTTTCTGTGT
GTGGGCAGAGGACTGCAGG

3-AtACTTCCACTCCGATTCGGAACTGAA-5’
GCGCTCACGCTTGCTGTGAAGTAAGGCGTTTGAAGGTGAGGCTAAGCCTTGACTTG
GTGAGGATGAGGAAGAAGGCAGAGGGGAGTAAAGAGGTGGGATTGAGGCAGCGG
TTGGACGATTTGGGGTGCT

Sekil8: CAPN 10 geni SNP 43 polimorfizmine ait 175 bg¢’lik bdlgenin genomdaki yerlesimi.
ENSG00000142330, Calpain-10 (Calcium-activated neutral proteinase 10) (CANP 10).
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3.4.5. Calpain 10 geni SNP -19 Polimorfizmini iceren Bodlgenin PCR ile
Cogaltiimasi

Calpain 10 geni 6.intronda SNP -19 polimorfizmini iceren
bolge ozgul primerler kullanilarak PCR yontemi ile c¢ogaltildi. Bu
polimorfizmi igeren bdlgeye ait bolumu c¢ogaltmada kullanilan primerler
Tablo 3’te, bolgenin genomdaki yerlesimi Sekil 9’da verilmistir.

AGGTAGTGCCCCGAGGGGCTGTGCTGGGCACGTGCTCTGCCTGCCGAAGTGAG
GAGGCTGGGCAG
5'- CAGTTTGGTTCTCTTCAGCG -3'

GTGCCTGGGTTCCCCCTGCCCAGGCCCAGTTTGGTTCTCTTCAGCGTGGAGAG
ATGATTCTGTCCCAGGAGCCGGGAGGAGGGTGATGATTCTGTCCCAGGAGCTG
GGAGGAGGGTGGGCTTGTGGGAGG

3-CGACGACGAATCTGGGACG-5
GGCTGGCTCTGTCTGTGGCCGTAGCTGCTGCTTAGACCCTGCCAGGGTTCATGA
GGCCACCATGGC

Sekil 9: CAPN 10 geni SNP 19 polimorfizmine ait bolimiin genomdaki yerlegimi.
ENSG00000142330, Calpain-10 (Calcium-activated neutral proteinase 10) (CANP
10).

3.4.6. Calpain 10 geni SNP -63 Polimorfizmini iceren Bodlgenin PCR ile
Cogaltiimasi

Calpain 10 geni 13. intronda SNP -63 polimorfizmini iceren
bdlge 6zgul primerler kullanilarak PCR yodntemi ile ¢ogaltildi. Calpain 10
geni SNP -63 bdlgesine ait 192 b¢’lik bdlimi ¢ogaltmada kullanilan
primerler Tablo 3'te, bdlgenin genomdaki yerlesimi Sekil 10°da
gOsterilmigtir.
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5’AAGGGGGGCCAGGGCCTGACGGGGGTGGEG-3’
CTCGGTCAGAGCCCTAGCACCCAAGGGGGGCCAGGGCCTGACGGGGGTGGAGC
GAGGGGTGGGCCGCGTCTGTGCAGGCTCAGAAGCTTCCTAAGAGGCTGGAGAGT

GGAACCTTCAGGCACCACGCACTGCCTCCTCCCTGCCCACGGTCCTGGTTTCTCC
AGATGGGGCCTTGGCCTTGGCTA

3-CTAGCTCTCGACCCTCACGA-5
GGTGTTGATCAGGAGCTGGGAGTGCTGCGCCCCGCCCAACTTCTCCAAACTCCA
GCCAGGGCACCTCAGTGAGGCCTCAGCCACCTGCGCCTTATTTGCTTCCTCCTTG

Sekil 10: CAPN 10 geni SNP -63 polimorfizmine ait 192 b¢’lik bolgenin genomdaki

yerlesimi. ENSG00000142330, Calpain-10 (Calcium-activated neutral proteinase 10)
(CANP 10).

Tablo 3: CAPN 10 geni SNP - 44, - 43, - 19, - 63 polimorfizmlerini igeren boélgelerin
PCR tepkimesinde kullanilan primerler.

Hedef Bolge Primer Cifti
-44 ileri  5'- GCAGGGCGCTCACGCTTGCCG -3'
Geri 5-GCATGG CCCCCTCTCTGATTC-3

-43 ileri  5- GCAGGGTTGGAGCTTGAGAG -3’

Geri 5-AAG TCAAGG CTT AGC CTCACC TT ATA -3
-19 ileri 5- CAGTTTGGTTCTCTTCAGCG-3

Geri  5- GCAGGGTCTAAGCAGCAGC -3’
-63 ileri 5-AAGGGGGGCCAGGGCCTGACGGGGGTGGCG-3

Geri 5-AGCACTCCCAGCTCTCGATC-3’

3.4.7. Calpain 10 geni SNP -44, -43, -19, -63 Polimorfizmlerini iceren
Bolgelerin PCR Tepkime Karisimi

PCR tepkimesi karigimini hazirlamak i¢in 2,5 mM MgCl, 100
MM dNTP, 50 pmol/ul her iki primerden, 1,0 U/ul Tag DNA polimeraz
enzimi ve PCR tamponu kullanildi. PCR karisimi ince ¢eperli 0,2’lik PCR
tiplerine dagitildiktan sonra saflastirilan genomik DNA eklendi. PCR
tupunde son hacim 50 pl olup igerigi Tablo 4’te verilmigtir.
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Tablo 4: Calpain 10 geni SNP -44, -43, -19, -63 polimorfizmlerini igeren bolgelerin
PCR tepkime karigimi

DNA 10X PCR | Primerler | MgCl, dNTP Taq DNA Toplam
Polimorfizm | 250 tamponu 100 (2.5 (10 mM) | polimeraz dH.0 Hacim

g/ml pmol/ul mM) 5 U/l
-44

3ul 5ul 0,5l 3ul 1l 0,2 pl 37,3yl | 50 pl
-43

3ul 5ul 0,5yl 3ul 1l 0,2 pl 37,3l | 50 pl
-19

3ul 5l 0,5l 3ul 1ul 0,2 pl 37,3l | 50 pl
-63

3l 5l 0,5l 3l 1ul 0,2 ul 37,3 ul | 50 pl

3.4.8. CAPN 10 geni SNP -44, -43, -19 ve -63 polimorfizmlerini iceren
bolgeleri cogaltmak icin kullanilan PCR programi

Her bir bdlge igin PCR islemini gerceklestirmek amaciyla
otomatik 1s1 dongl cihazi Tablo 5'te belirtilen sicaklik ve sturelere gore
ayarlanmistir. Program sonunda hedef DNA bdolgesi cogaltiimistir.

Tablo 5: CAPN 10 geni SNP -44, -43, -19 ve -63 Polimorfizmlerini iceren Bolgeleri
Cogaltmak Igin Kullanilan PCR Programi

Tepkime Dongiisii

£ Baslangig (30 Déngii) Son Sentez

N denatiirasyonu Asamasi

T (1 déngii) . —— (1 déngii)

o 9 Denatiirasyon | Hibridizasyon Sentez g

= agsamasi asamasi (Uzama)

g asamasi
-44 94 °C’de 5 dk 94 °C’de 30 sn 60 °C’de 60 sn 72 °C’de 90 sn 72 °C’de 5 dk
-43 94 °C’de 5 dk 94 °C’de 30 sn 55 °C’de 60 sn 72 °C’de 90 sn 72 °C’de 5 dk
-19 94 °C’de 5 dk 94 °C’de 30 sn 60 °C’de 60 sn 72 °C’de 90 sn 72 °C’de 5 dk
-63 94 °C'de 5 dk 94 °C’de 15 sn 55°C’de 15sn 72 °C’de 30 sn 72 °C'de 5 dk

26




3.4.9. CAPN 10 qepi SNP -44, -43, -19 ve -63 Polimorfizmlerini iceren
Bolgelere Ait PCR Urinlerinin Analizi

PCR UrUnlerinin analizi agaroz jel elektroforez yontemi ile
gerceklestirildi. Agaroz jel elektroforezi igin hazirlanan kimyasal
karigsimlarin icerikleri belirtiimistir. Bu bdlge i¢cin % 2lik agaroz jel
hazirlanmistir.

3.4.10. CAPN 10 qgni SNP -44,-43, -19 ve -63 Poli_morfizmlerini iceren
Bolgelere Ait PCR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimleri lle Kesimi

Elde edilen PCR dUrlnleri belirli restriksiyon enzimleri
esliginde kesime tabii tutuldu. Bu kesimlerle ilgili bilgiler Tablo 6 ‘da
verilmigtir.

Tablo 6: CAPN 10 geni SNP -44, -43 ve -63 polimorfizmlerini iceren bélgelerin enzim
kesiminde kullanilan enzimler ve bu enzimlere ait bilgiler

Restriksiyon Enzimin PCR Uriin Enzi_m_

Polimorfizm | Enzimi Galisma | Enzim Tanima Bélgesi Biyuklugu | Kesiminden elde
Sicaklig (b¢) edilen pargalarin

(°C) biiyiikliigi (bg)

CGICG C aleli kesim var

-44 BstFNI 60 166 T aleli kesim yok
-43 FauNDI 37 CAITATG G aleli; kesim yok

175 (175 bg)

(148+27 bg)

A aleli; kesim var

-63 Hhal 37 GCGIC 192 C aleli: (162+30 bg)
T aleli: kesim yok

3.4.11. Calpain 10 SNP -44 iceren Bodlgenin PCR Uriinlerinin BstFNI
Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

BstFNI, Bacillus stearothermophilus turinden elde edilen bir
restriksiyon enzimidir. BstFNI, cift zincirli DNA'y1 5-CGJ{CG-3’ tanima
bdlgesinden taniyarak kesim yapar. PCR tepkimesi sonrasi 166 b¢’lik PCR
urind BstFNI restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bolgede timin (T) iceren
alel BstFN | enzimi igin kesim noktasi icermez. Sitozin (C) igeren alel ise
ilgili enzim igin kesim noktasi tasimaktadir. Dolayisiyla, enzim kesiminden
sonra TT genotipli bireylerde 166 b¢’lik tek bant, CC genotipli bireylerde
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145 ve 21 bg¢'lik iki bant, heterozigot (TC) bireylerde ise 166, 145 ve 21 bg
olmak Uzere Ug¢ bant olusur.

3.4.11.1. Deneyin Yapilisi

1. 1.5 mllik ependorf tipundn icine 15 pl PCR Urind
konuldu.

2. Son hacim igerisinde 10 U 1 pl BstFNI restriksiyon
enzimi ve 1.8 pl 10 X Buffer O tamponu (pH 7,4; 25 °C)
eklendi.

3. 60 °C’ de bir gece kuru isitici blokta inkibe edildi.

4. Inkiibasyon sonrasi tiiplerin icine 5 pl Orange G jel
yukleme boyasi eklendi.

5. % 3’luk agaroz jelde molekuler agirlik belirteci esliginde
40 dakika 100 volt sabit akimda yaratulda.

§.4.12. Calpain 10 SNP -43 Polimorfizmini iceren Bodlgenin PCR
Urlnlerinin FauNDI| Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

FauNDlI, Flavobacterium aquatile turinden elde edilen tip 2
restriksiyon enzimidir. Cift zincirli DNA'y1 5-CAITATG-3’ dizisinden
taniyarak kesim yapar. PCR tepkimesi sonrasi, 175 b¢’lik PCR dranad
FauND | restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bolgede FauNDI igin tek
kesim noktasi bulunmaktadir. Bu noktada guanin (G) iceren alel FauNDI
enzimi igin kesim noktasi icermez. Adenin (A) iceren alel ise, ilgili enzim
icin kesim noktasi tasimaktadir. Guaninden adenine (G—A) bir nukleotit
degisimi olmasi halinde FauNDI enziminin tanidigi bolge olusur ve kesim
gerceklesir. Dolayisi ile enzim kesiminden sonra nukleotit degisimi
olmayan (GG) bireylerde 175 b¢’lik tek bant, her iki alelinde nukleotit
degisimi tasityan (AA) bireylerde 148 ve 27 bg¢'lik iki bant, heterozigot (GA)
bireylerde ise 175, 148 ve 27 b¢'lik Gg bant gorulecektir.

3.4.12.1. Deneyin Yapilisi

1. 1.5 mllik ependorf tipunin icine 15 uyl PCR drund
konuldu.

2. 18 ul son hacim igerisinde 10 U 1pl FauNDI restriksiyon
enzimi ve 1.8 pyl 10X Buffer O tamponu (pH 7,4; 25 °C)

eklendi.
3. 37 °C’ de 16 saat kuru isitici blokta inkibe edildi.
4, Inkibasyon sonrasi tluplerin i¢cine 5 yl Orange G jel

yukleme boyasi eklendi.
5. % 3’luk agaroz jelde molekuler agirlik belirteci esliginde
45 dakika 100 volt sabit akimda yuratauldu.
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;’;_.4.13. Calpain 10 SNP -63 Polimorfizmini iceren Bodlgenin PCR
Urlinlerinin Hhal Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Hhal, Haemophilus haemolyticus tiriinden elde edilen tip 2
restriksiyon enzimidir. Cift zincirli DNA’y1 5-GCG{C-3’ dizisinden taniyarak
kesim yapar. PCR tepkimesi sonrasi 192 bg¢llik PCR Grand Hhal
restriksiyon enzimi ile kesilmigtir. Bu bolgede timin (T) iceren alel Hhal
enzimi i¢in kesim noktasi icermez. Sitozin (C) iceren alel ise ilgili enzim
icin kesim noktasi tagsimaktadir. Dolayisiyla, enzim kesiminden sonra TT
genotipli bireylerde 192 bc’lik tek bant, CC genotipli bireylerde 162 ve 30
b¢'lik iki bant, heterozigot (CT) bireylerde ise 192, 162 ve 30 bg¢ olmak
Uzere Uc¢ bant olusur.

3.4.13.1.Deneyin Yapilisi

1. 1.5 mllik ependorf tupunin igine 15 pl PCR drunu
konuldu.

2. 18 pl son hacim igerisinde 10 U 1 ul Hhal restriksiyon
enzimi ve 1.8 pl 10X Buffer O tamponu (pH 7,4; 25 °C)
eklendi.

3. 37 °C’ de bir gece kuru isitici blokta inkibe edildi.

4. inkiibasyon sonrasi tiiplerin icine 5 pl Orange G jel
yukleme boyasi eklendi.

5. % 3’luk agaroz jelde molekuler agirlk belirteci esliginde
50 dakika 100 volt sabit akimda yurutulda.

3.4.14_1. insiilin Reseptdr Geni Ekson 17 C/T Polimorfizmini iceren Bélgenin
PCR lle Cogaltiilmasi

Ozgll primerler kullanilarak, insilin reseptor geni 17. ekson
C/T polimorfizmini igceren bodlge PCR yodntemi ile c¢ogaltildi. Bu C/T
polimorfizmini iceren 317 b¢’lik bolimu gogaltmada kullanilan primerler
Tablo 7’de, bdlgenin genomdaki yerlesimi Sekil 11’de gdsterilmistir. Bu
bolgede C/T polimorfizmini iceren bolgeyi ¢ogaltmak Uzere hazirlanan
tepkime karisimlari Tablo 8'de verilmigtir.
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5’-CCAAGGATGCTGTGTAGATAAG-3’

GTGGCTGCAGACCCCCAAGGGATCCTCCAAGGATGCTGTGTAGATAAGTAAGAA
GTAGTGTTTCCATGCTCTGTGTAYRTGCCGGACGAGTGGGAGGTGTCTCGAGAG
AAGATCACCCTCCTTCGAGAGCTGGGGCAGGGCTCCTTCGGCATGGTGTATGA
GGGCAATGCCAGGGACATCATCAAGGGTGAGGCAGAGACCCGCGTGGCGGTG
AAGACGGTCAACGAGTCAGCCAGTCTCCGAGAGCGGATTGAGTTCCTCAATGAG
GCCTCGGTCATGAAGGGCTTCACCTGCCATCACGTGGTGAGTCCAGTGGGGG

3-CTGTACCCGACCGAAAGGACA-5
TGGGACATGGGCTGGCTTTCCTGACCCTTCCCTTTCTCTGCCTCCTCCTCCTGC
ACAGAGCGACAGA

Sekil 11 : INSR geni ekson 17 C/T polimorfizmine ait 317 b¢’lik bélgenin genomdaki
yerlesimi. Referans dizi; ENST00000302850, Insulin receptor precursor (IR) (CD220
antigen).

Tablo 7: INSR geni Ekson 17 C/T polimorfizmini iceren bdlgelerin PCR
tepkimesinde kullanilan primerler.

Hedef Bolge Primer Cifti
Ekson 17 ileri 5- CCAAGGATGCTGTGTAGATAAG -3
CIT Geri  5- ACAGGAAAGCCAGCCCATGTC -3

3.4.14.1. Insiilin Reseptér Geni Ekson 17 C/T Polimorfizmini iceren
Bolgenin Cogaltilmasi Icin Kullanilan PCR Tepkime Karisimi

PCR tepkimesi karigimini hazirlamak i¢in 2,5 mM MgCl, 100
MM dNTP, 50 pmol/ul her iki primerden, 1,0 U/ul Tag DNA polimeraz
enzimi ve PCR tamponu kullanildi. PCR karisimi ince geperli 0,2’lik PCR
tiplerine dagitildiktan sonra saflastirilan genomik DNA eklendi. PCR
tupUunde son hacim 50 pl olup igerigi Tablo 8de verilmigtir.
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Tablo 8: INSR Geni Ekson 17 Polimorfizmini iceren Bélgenin PCR Tepkime Karigimi

DNA 10X PCR | Primerler MgCl, dNTP Taqg DNA Toplam
Polimorfizm | 250 tamponu | 100 (25mM) | (10 mM) | polimeraz | 9H20 | Hacim
g/ml pmol/pl 5 U/l
Ekson 17
CIT 3l 5l 0,5l 3l 1ul 0,2 ul 37,3 ul | 50 pl

3.4.14.2. insilin Reseptoér Geni Ekson 17 C/T Polimorfizmini iceren
Bolgenin Codaltilmasi Icin Kullanilan PCR Programi

Her bir bolge i¢cin PCR islemini gerceklestirmek amaciyla
otomatik I1s1 dongu cihazi Tablo 9'da belirtilen sicaklik ve surelere gore
ayarlanmigtir. Program sonunda hedef DNA bdolgesi cogaltiimistir.

Tablo 9: INSR Geni Ekson 17 Polimorfizmini igeren Bodlgenin Gogaltiimasi igin
Kullanilan PCR Programi

Baslangig Tepkime D__t')ng__i]sii
denatiirasyonu (30 Dongii) Son Sentez
Polimorfizm (1 déngii) Asamasi
Denatiirasyon Hibridizasyon Sentez (1 déngii)
asamasi asamasi (Uzama)
asamasi
Ekson17 94 °C’'de 5 dk 94 °C’de 30 sn 55 °C’de 60 sn 72°C'de 90 | 72°C’de 5 dk
sn
CIT

3.4.14.3. Insiilin Reseptor Geni Ekson 17 C/T Polimorfizmini iceren
Bolgeye Ait PCR Urininin Analizi

PCR UrUnlerinin analizi agaroz jel elektroforez yontemi ile
gerceklestirildi. Agaroz jel elektroforezi igin hazirlanan kimyasal
karigsimlarin icerikleri belirtiimistir. Bu bdlge i¢cin % 2lik agaroz jel
hazirlanmistir.
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3.4.15. in"sijlin Reseptor Geni Ekson 17 C_)/T Polimorfizmini iceren Bolgeye
Ait PCR Urinunin Restriksivon Enzimi lle Kesimi

Elde edilen PCR urunleri belirli restriksiyon enzimi esliginde
kesime tabii tutuldu. Bu kesimlerle ilgili bilgiler Tablo 10 ‘da verilmistir.

Tablo 10: INSR Geni Ekson 17 C/T Polimorfizmini igeren Bélgenin Enzim Kesiminde
Kullanilan Enzim ve Bu Enzime Ait Bilgiler

Restriksiyon Enzimin PCR Uriin Enzi.m.
Polimorfizm | Enzimi Galisma | Enzim Tanima Bélgesi Biiyiikliigii Kesiminden elde
Sicaklig (bc) edilen pargalarin
(°C) biiyiikligii (bg)
Ekson 17 Pmil 37 CACIGTG C aleli; kesim var
CIT 317 (274+43 bg)
T aleli; kesim yok
(317 bg)

3.4.15.1. insﬂlin Reseptdr Geni Ekson 17 C/T Polimorfizmini iceren
Bolgenin PCR Urinliniin Pmll Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Pmll, Pseudomonas maltophilia tirinden elde edilen tip 2
restriksiyon enzimidir. Cift zincirli DNA’yi 5-CACY{GTG-3 dizisinden
taniyarak kesim yapar. PCR sonrasi, 317 b¢’llik PCR urina Pmi
restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bolgede Pmll igin tek kesim noktasi
bulunmaktadir. Bu kesim noktalarindan birinde polimorfik baz degisimi
icermedigi icin tum bireylerde kesim gerceklesmektedir. Diger kesim
noktasi polimorfiktir. Dolayisi ile enzim kesiminden sonra TT genotipli
bireylerde 317 bc¢'lik tek bant, CC genotipli bireylerde 274 ve 43 bg¢'lik iki
bant, heterozigot CT genotipli bireylerde ise 317, 274 ve 43 bc¢’lik (¢ bant
gorllecektir.

3.4.15.2. Deneyin Yapllisi

1. 1.5 mllik ependorf tipundn icine 15 pl PCR UrinG
konuldu.

2. 18 ul son hacim igerisinde 10 U 1pyl  Pmll restriksiyon
enzimi ve 1.8 pyl 10X Buffer O tamponu (pH 7,4; 25 °C)

eklendi.
3. 37 °C’ de 16 saat kuru isitici blokta inkibe edildi.
4, Inkibasyon sonrasi tluplerin icine 5 yl Orange G jel

yukleme boyasi eklendi.
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5. % 3’luk agaroz jelde molekuler agirlik belirteci egliginde
45 dakika 100 volt sabit akimda yurutulda.

3.4.16. Plazrr]inoien Aktivator ir]hibitbr 1 Geni Promotor 4G/5G
Polimorfizmini Iceren Bolgenin PCR lle Cogaltilmasi

Tablo 11'de Dbelirtilen 06zgul primerler kullanilarak
polimorfizmi iceren bolge PCR yontemi ile ¢gogaltildi. Plazminojen aktivator
inhibitor 1 geni promotor 4G/5G polimorfizmini igeren 99 bg¢’lik bdlgenin
genomdaki yerlesimi $Sekil 12’de gosterilmistir. Bu bdlgede 4G/5G
polimorfizmini iceren bolgeyi c¢ogaltmak Uzere hazirlanan tepkime
karigimlari Tablo 12'de verilmistir.

5’-CACAGAGAGAGTCTGGCcCACGT-3’
GTTGTTGACACAAGAGAGCCCTCAGGGGCACAGAGAGAGTCTGGACACGTGGG
GAGTCAGCCGTGTATCATCGGAGCGGC
3-TCTGGTTCTCAGGAGACAACC-5
CGGGCACATGGCAGGGATGAGGGAAAGACCAAGAGTCCTCTGTTGGGCCCAAG
TCCTAGACAGACAAAACCTAGACAATCACGTGGCTGGCTGCATGCCCTGTGGCT
GTTGGGCTGGGCCCAGGAGGAGGGAGGGGC

Sekil 12 : PAI-1 Geni Promotor 4G/5G polimorfizmine ait 99 bg¢’lik bdlgenin
genomdaki yerlesimi. Referans dizi; ENSG00000106366, Plasminogen activator
inhibitor 1 precursor (PAI-1) (Endothelial plasminogen activator inhibitor) (PAI).

Tablo 11: PAI-1 Geni Promotor Polimorfizmini igeren Bélgelerin PCR Tepkimesinde
Kullanilan Primerler.

Hedef Bolge Primer Cifti
Promotor ileri 5-CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-3'
4G/5G Geri 5-CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3

3.4.16.1. Plagminoien Aktivator inhibitc’jr_ 1 Geni Promotor 4G/5G
Polimorfizmini Iceren Bolgenin Cogaltiimasi Icin Kullanilan PCR Tepkime

Karisimi

PCR tepkimesi karigimini hazirlamak i¢in 2,5 mM MgCl, 100
MM dNTP, 50 pmol/ul her iki primerden, 1,0 U/ul Tag DNA polimeraz
enzimi ve PCR tamponu kullanildi. PCR karisimi ince geperli 0,2’lik PCR
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tuplerine dagitildiktan sonra saflastirilan genomik DNA eklendi. PCR
tlpunde son hacim 50 pl olup igerigi Tablo 12°de verilmigtir.

Tablo 12: PAI-1 Geni Promotor 4G/5G Polimorfizmini iceren Bdlgenin PCR Tepkime
Karigimi

DNA 10X PCR | Primerler | MgCl, dNTP Taq DNA Toplam
Polimorfizm | 250 tamponu 100 (25 mM) | (10 mM) | polimeraz dH.0 Hacim
g/ml pmol/ul 5 U/l
Promotor
4G/5G 3ul 5 ul 0,5 ul 3ul 1l 0,2 pl 37,3l | 50 pl
3.4.16.2. Plazminojen _Aktivatér _inhibitér 1 GeniPromotor 4G/5G

Polimorfizmini iceren Bdlgenin Cogaltiimasi icin Kullanilan PCR Programi

Her bir bdlge igin PCR islemini gerceklestirmek amaciyla
otomatik 1s1 dongu cihazi Tablo 13’de belirtilen sicaklik ve surelere gore
ayarlanmistir. Program sonunda hedef DNA bdolgesi cogaltiimistir.

Tablo 13: PAI-1 Geni Promotor 4G/5G Polimorfizmini igeren Bélgenin Gogaltiimasi
icin Kullanilan PCR Programi

Tepkime Donglisii
Baslangig (30 Déng) Son Sentez
Polimorfizm denatiirasyonu Agamasi
(1 ddngii) Denatiirasyon Hibridizasyon Sentez (1 dongii)
asamasi asamasi (Uzama)
asamasi
Promotor 94 °C’'de 5 dk 94 °C’de 30 sn 55 °C’de 60 sn 72 °Cde 60| 72 °Cde 5
sn dk
4G/5G
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3.4.16.3. Plaz_minoien Aktivator inhipitbr 1 Geni Promotor 4G/5G
Polimorfizmini Iceren Bolgeye Ait PCR Urlninin Analizi

PCR UrUnlerinin analizi agaroz jel elektroforez yontemi ile
gerceklestirildi. Agaroz jel elektroforezi igin hazirlanan kimyasal
karigsimlarin igerikleri belirtiimistir. Bu bolge icin, % 2’lik agaroz jel
hazirlanmistir.

3.4.17. Plazminoien Aktivator inhib_i_tér 1 Geni Promotor 4G/5_G
Polimorfizmini Iceren Bolgeye Ait PCR Urininin Restriksiyon Enzimi lle
Kesimi

Elde edilen PCR durunleri belirli restriksiyon enzimi esliginde
kesime tabi tutuldu. Bu kesimlerle ilgili bilgiler Tablo 14‘de verilmigtir.

Tablo 14: PAI 1 Geni Promotor Bélge 4G/5G Polimorfizmini iceren Bélgenin Enzim
Kesiminde Kullanilan Enzim ve Bu Enzime Ait Bilgiler

Restriksiyon Enzimin PCR Uriin Enzi.m_
Polimorfizm | Enzimi Galisma | Enzim Tanima Bélgesi Biiyiikliigii Kesiminden elde
Sicakhg (bc) edilen pargalarin
(°C) biiyiikliigii (bg)
Promotor Bsll 37 CCNNNNNINNGG 4G aleli; kesim yok
4G/5G 99 (99 bg)
5G aleli; kesim var
(23+77 bg)

;’;_.4.17.1. PAI-1 Geni Promotor 4G/5G Polimorfizmini iceren Bélgenin PCR
Uriininiin Bs/l Restriksivon Enzimi ile Kesimi

Bsll, Bacillus tirlerinden elde edilen tip 2 restriksiyon
enzimidir. Cift zincirli DNA'y1 5- CCNNNNNJINNGG -3’ dizisinden
taniyarak kesim yapar. PCR tepkimesi sonrasi 99 b¢’lik PCR urini Bsll
restriksiyon enzimi ile kesilmigtir. Bu bolgede Bsll igin tek kesim noktasi
bulunmaktadir. Bu kesim noktalarindan biri polimorfik baz degisimi
icermedigi icin tum bireylerde kesim gerceklesmektedir. Diger kesim
noktasi polimorfiktir. Enzim kesimi sonrasi homozigot 4G/4G genotipli
bireylerde 99 b¢’lik tek bant, homozigot 5G/5G genotipli bireylerde 77 bg
ve 23 b¢'lik iki bant, heterozigot 4G/5G genotipli bireylerde ise 99 bg, 77
bc ve 23 b¢'lik Ug bant olusacaktir.
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3.4.17.2. Deneyin Yapilisi

1. 1,5 mllik ependorf tapundn igine 15 pl PCR Urini
konuldu.

2. 18 ul son hacim igerisinde 10 U 1ul Bsl restriksiyon
enzimi ve 1,8 uyl 10X Buffer O tamponu (pH 7,4; 25 °C)

eklendi.
3. 37 °C’ de 16 saat kuru isitici blokta inkibe edildi.
4. Inkibasyon sonrasi tuplerin i¢cine 5 yl Orange G jel

yukleme boyasi eklendi.
5. % 3’luk agaroz jelde molekuler agirlik belirteci esliginde
45 dakika 100 volt sabit akimda yurataldu.

3.4.18. Dongiisel DNA Dizi Analizi Yontemi ile insiilin Reseptor (INSR)
Geni Ekson 12 Polimorfizmlerinin Gosterilmesi

INSR geni ekson 12 ve bu eksondan sonra gelen intron
bdlgesindeki polimorfizmlerin gdsteriimesi amaciyla hasta ve kontrol
grubunun timune DNA dizi analizi tepkimesi uygulandi.

3.4.18.1. DNA Dizi Analizi Yapilacak Bolgenin PCR Yontemi Ile
Cogaltiimasi

Dizi analizi icin INSR ekson 12 bdlgesinde ve ardindan gelen
intronik bolgedeki polimorfizmi de icermek Uzere 379 b¢’lik bolge, asagida
verilmis olan primerler tasarlanarak PCR yontemi ile ¢cogaltildi.

ileri 5-TGATGGTGATGGTGTCATCATA-3'
Geri 5-TGTCCTTGGTCAGCCTTGATGT-3'

Dizi analizinde kullanilan PCR tepkime karisimi ve PCR
programi sirayla Tablo 15 ve Tablo 16‘da verilmigtir.

Tablo 15: Dizi analizinde kullanilan PCR tepkime karigimi

DNA 10X PCR | Primerler MgCl, dNTP Taq DNA | dH,0 Toplam

250 g/ml tamponu 100pmol/ (25mM) (10mM) polimeraz 5 Hacim
1] U/l

2,5l 5l 0,5l 3l 0,5l 0,2 ul 38,3 ul 50 pl
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Tablo 16: Dizi analizinde kullanilan PCR programi

Tepkime Dongiisii
Baslangig (30 Dongii) Son Sentez Agamasi
denatiirasyonu (1 dongii)
(1 dongii)
Denatiirasyon Hibridizasyon Sentez (Uzama)
asamasi asamasi asamasi
94 °C’de 5 dk 94 °C’de 30 sn 60 °C'de 1 dk 72 °C'de 1 dk 72 °C’de 5 dk

3.4.18.2. DNA Dizi Analizi Yapilacak Boélgenin PCR Uriiniiniin

Saflastiriimasi

Bolgeye ait PCR Grand Invisorb Spin PCRapid Kit

kullanilarak saflastirldi:

1. 2 mllik ependorf tipune filtre yerlestirdi.

2. PCR tipine 130 pl tampon fosfat eklendi. Karisim
filtreye aktarilip 1 dk bekletildi.

3. 30 sn 10.000 x rpm de santriflj edildi. Cokelti kismi
atildi.

4, 700 ul yikama ¢ozeltisi filtrenin Gzerine eklenip, 30 sn
10.000 x rpm de santriftj edildi.

5. Cokelti kismi atildi. Filtre ayni ependorf tlpune tekrar
yerlestirilip, 3 dk 14.000 x rpm de kalan yikama c¢ozeltisi
uzaklastiriimasi icin santrifij edildi.

6. Filtre yeni 1,5 ml'lik ependorf tipune aktarildi. 20 pl
ornek seyrelti ¢ozeltisi filtreye yliklendi. 3 dk oda sicakhginda
bekletildi.

7. 1 dk 10.000 x rpm de santrifij edildi. Filtre atildi.
Boylelikle c¢okeltideki PCR Grunu kontrol amaclh saf halde
elde edildi.

3.4.18.3. Saflastirilan PCR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezinde Analizi

Saflastirilan PCR drindndn analizi agaroz jel elektroforez

yontemi ile gerceklestirildi. % 2’lik agaroz jele orneklerden 5 pl ylklenerek
PCR uranu kontrol edildi.
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3.4.18.4. Donqgusel DNA Dizi Analizi Tepkime Karisimi

INSR geni ekson 12 bolgesinin dongusel dizi analizi
tepkimesi BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit ve ona ait
protokol kullanilarak gergeklestirildi. Bu tepkimede kullanilan amplifikasyon
karisimi Tablo17‘de verilmistir.

Tablo 17 : DNA dizi analizi amplifikasyon karigimi

H.O 7,5 ul
Dizi analizi kit karigimi 8 ul
Primer F 0,5 ul
(10 pmol/pl)

Saflastirilmis PCR ardnd 4 ul

Isi 94 °C'ye geldikten sonra tupler otomatik 1s1 dongi
cihazina yerlestirildi. Baslangi¢ ayrilma iglemi i¢in 95 °C’de 5 dk bir dongu
bunu takiben asagida belirtilen program ayarlanarak 25 dongu olacak
sekilde PCR tepkimesi gerceklestirildi.

Ayrilma 95 °C’de 10 sn
Primer baglanmasi 50 °C’de 5 sn 25 doéngu
Uzama 60 °C’de 4 dk

Doénguler tamamlandiktan sonra, dizi sonrasi saflastirma
islemi asagida yazil protokole gore yapildi:

1. Doéngusel dizi analizi tepkimesi sonrasi PCR tlpunidn

uzerine 2 pl (3mM pH: 4,6) NaAc’'dan eklendi.

2. Uzerine 50 pl % 96'lik etil alkol eklendi.

3. Karisim 1,5 ml'lik ependorf tupune aktarildi, hafifge

vurularak karistirildi.

4.  Buz uzerinde 15 dk bekletildi.

5. Sure sonunda beklemeden 20 dk 13.000 x rpm de

santrifuj edildi.

6. Ust kisim atildi ve pelletin (zerine 250 ul %70’lik etil

alkol eklendi ve yine elle hafifge vurarak karistirildi.

7. 13.000 rpm’de 5 dk santriftij edildi.

8.  Ustte kalan kisim pipet yardimiyla uzaklastirildi.

9.  Geriye kalan ¢okelti oda i1sisinda kurumaya birakildi.
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10. Uzerine 20 pl formamid eklenerek 0,5 mllik ependorf
tipune aktarildi.

11. 94°C’de denaturasyon iglemi yapildiktan sonra -20°C’de
2 dk bekletildi.

Tlpler otomatik DNA dizi analizi sistemine yerlestirilerek
ornekler okutularak analiz edildi.

3.5. istatistiksel Analiz Yontemleri

Calpain 10 geni SNP -44, -43, -19 ve -63 polimorfizmleri,
Plazminojen Aktivatér inhibitér 1 geni promotor bodlgede 4G/5G
polimorfizmi, insllin Reseptdr geni ekson 17 C/T polimorfizmi ve insilin
Reseptor geni ekson 12’de bulunan rs16994210 C>T, rs35045353 C>T,
rs2229434 G>A, rs2162771 C>T, rs1541806 C>T, rs2229430 G>C ve bu
eksondan sonra gelen intron bdlgesinde rs13306451 A>G seklinde
polimorfizmlerin kontrol ve hasta gruplarindaki genotip dagilimlarinin
Hardy-Weinberg esitligine uygunlugu Ki-Kare (x°) testi ile arastirildi. Her
uc gene ait elde edilen verilerin istatistiksel degerlendiriimesinde “SPSS
15.0 for windows” paket programi kullanildi. Tanimlayici istatistikler
ortalama +/- standart sapma biciminde ifade edildi. Kategorik degiskenler
ise % seklinde gosterildi. Kategorik karsilastirmalar icin Ki-Kare (x°) veya
Fisherin Kesin testi kullanildi. Referans kategorilerine gore hasta ve
kontrol gruplari arasinda hem genotip hem de allel bazinda Olasiliklar
Orani ve % 95 guven araliklari (GA) hesaplandi. P<0.05 icin sonuglar
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Hasta ve kontrol grubunda,
gOzlenen genotiplerden expectation-maximation algoritmi (EM) ile tahmini
haplotip sikliklari Arlequin (version 3.1) ve SNPStats programlarn ile
hesaplandi. Referans haplotipe gore hasta ve kontrol grubu arasinda
olasiliklar orani ve % 95 guven araliklari (GA) belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1 Klinik Bulgular

Calismamiza dahil

Tablo 18: PKOS hastalarina ait bulgular ve kontrol grubunun bilgileri

edilen PKOS olgularinin klinik ve
laboratuvar &zellikleri, G.U.T.F. Hastanesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari
Anabilim Dali Cocuk Endokrinoloji Bilim Dali tarafindan degerlendirilmistir.
Bu degerlendirmeden elde edilen 48 PKOS’lu hastalara ait bulgular,
kontrol grubunun bilgileriyle birlikte Tablo 18’de verilmistir.

Kontrol Hasta P
Obez PKOS Normal PKOS
n (birey sayisi) 50 29 19
Yas 15.5+1.3 153+ 1.1 15.1+0,8 P>0.05
Kilo (kg) 53,8+ 5.2 73.7+6.9 558%59 P4<0.05
Boy (m) 1.59 £+ 4.7 1.57+4.2 1.60+4.8 P>0.05
VKi (kg/m?) 21.2+2.2 286+22 221+21 P,<0.05
Killanma puani - 146 +£5.7 13.2+4.1 P3<0.05

P4<0.05; Obez PKOS’larin agirhgi normal PKOS ve kontrol grubuna gore
P,<0.05; Obez PKOS'larin VKI degeri normal PKOS ve kontrol grubuna gére

P3<0.05; Obez ve normal PKOS olgularin killanma skoru kontrol grubuna gére degerlendirimistir.

Calismamiza alinan tim bireylerin, boy ve agirlik verilerine
goére vucut kitle indeksi (VKI) hesaplandi. Hastalar, VKI persantillerine
gore normal ve obez olmak Uzere iki gruba ayrildi.

40




4.2. Molekiler Genetik Analiz Bulgulari

4.2.1. Calpain 10 Geni SNP -44 Bolgesi PCR ve Enzim Kesim
Sonuglari

PCR’1 yapilan 48 hasta ve 50 saglikli kontrole ait Grunler %
2’lik agaroz jelde yuruttlerek degerlendirildi. 166 bg¢’lik uzunluga karsilik
gelen bantlar molekuler agirlik belirteci ile kargilagtirildi (Sekil 13).

LB B Bl e 166bg

Sekil 13:  Calpain 10 SNP -44 bélgesi PCR sonuglarinin % 2’lik agaroz jeldeki
goruntiisi. B: 100 b¢’lik molekiiler agirlik belirteci; 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8 no’lu
kuyular: PCR urinleri

Hastalara ve saglikli kontrollere ait PCR durlnleri, BstFNI
restriksiyon enzimi ile kesildi. Kesim sonrasi urtnler % 3’luk agaroz jelde
yurGatalda.

BstENI, Bacillus stearothermophilus turinden elde edilen bir
restriksiyon enzimidir. BstFNI cift zincirli DNA’y1 5-CGlCG-3’ tanima
bdlgesinden taniyarak kesim yapar. PCR tepkimesi sonrasi 166 b¢’lik PCR
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arind BstFENI restriksiyon enzimi ile kesilmisgtir. Dolayisi ile enzim
kesiminden sonra TT genotipli bireylerde 166 b¢’lik tek bant, CC genotipli
bireylerde 145 ve 21 b¢'lik iki bant, heterozigot TC genotipli bireylerde ise
166, 145 ve 21 b¢ olmak Uzere U¢ bant olusur. 21 b¢’lik bant agaroz jelde
gorulemedigi i¢in degerlendirme 166 ve 145 bg'lik bantlarin varligina gore
yapilmistir. BstFNI kesimine ait agaroz jel goruntisu Sekil 14’de
gosterilmisgtir.

8 <— 166 bg
~— 145bg

Sekil 14: BstFNI enzimle kesim sonuglarinin % 3’lik agaroz jeldeki goriintiisii. B:
100 bg¢’lik molekiiler agirhk belirteci; 1, 2, 3, 4: TT genotipli homozigot
bireyler ; 6 : TC genotipli heterozigot bireyler ; 5: CC genotipli homozigot
birey; 7: Kesilmemis PCR liriini

Calpain 10 SNP -44 bolgesine ait sonugclar istatistiksel olarak
Hardy-Weinberg ve Pearson’s cift yonlu Ki-Kare (xz) testine gore
degerlendirilmistir. Oncelikle, CAPN 10 SNP 44 polimorfizmi hasta ve
kontrol grubuna ait verilerinin Hardy-Weinberg esitligine uygunlugu
arastirildiginda tum gruplarin Hardy-Weinberg esitligine uygun oldugu
bulunmustur. ikinci olarak, bu genin polimorfik dagilimlari hasta ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir fark
bulunmamistir. Anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edilmigtir. CAPN 10
SNP 44 bolgesindeki T/C degdisimi incelendiginde, hasta ve kontrol
grubundaki genotip dagihmlari Tablo 19'da verilmigtir.
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Tablo 19: Calpain 10 SNP 44 bodlgesi T/C degisiminin hasta ve kontrol gruplarindaki
genotip ve allel dagilimlari.

SNP44 Kontrol Hasta 00(95% GA) P degeri
(n=50) (n=48)

T 34 (% 68) 35 (% 72.9) 1.00°

TC 15 (% 30) 13 (% 27.1) 0.84 (0.35-2.03) 0.701

CcC 1(% 2) 0(%0) Hesaplanamadi -

TC+CC 16 (% 32) 13 (% 27.1) 0.79 (0.33-1.89) 0.594

Aleller

T 83 (% 83) 83 (% 86.5) 1.00°

C 17 (% 17) 13 (% 13.5) 0.77 (0.35-1.67) 0.501

OO: Olasilik Orani; GA: Guven Aralidi; a: Referans genotip/alel
T: Timin; C: Sitozin

Galismamiza dahil edilen 48 PKOS'lu hastanin % 72.9'u TT,
% 27.1'i TC genotip dagilimi gostermistir. Kontrol grubunun ise % 68’ TT,
% 30'u TC ve % 2’si CC genotip dagilimi gostermistir.

Hasta grubunda T alleli gorulme sikligi % 86.5, C alleli
gorulme sikhgr % 13.5'dir. Kontrol grubunda ise T allelinin % 83, C allelinin
ise % 17 oldugu belirlenmistir. Allel dagilimlari bakimindan hasta ve
kontrol grubu istatistiksel olarak karsilastinidiginda anlamli bir fark
bulunamamistir (p: 0.501).

4.2.2 Calpain 10 SNP -43 bolgesi G/A PCR ve Enzim Kesim Sonuglari

PCR’iI yapilan 48 hasta ve 50 saglikh kontrole ait Urtnler %
2’lik agaroz jelde yurutulerek degerlendirildi. 175 b¢’lik uzunluguna karsilik
gelen bantlar molekuler agirlik belirteci ile karsilastiriidi (Sekil 15).
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Sekil 15:  Calpain 10 SNP -43 boélgesinin PCR sonuglarinin %2’lik agaroz jeldeki
goruntiisi. B: 100 b¢’lik molekiiler agirhik belirteci; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 no’lu
kuyular: PCR uriinleri

Hastalara ve saglikli kontrollere ait PCR drlnleri FauNDI
restriksiyon enzimi ile kesildi. Kesim sonrasi urlnler % 3’lUk agaroz jelde
yuruttldd. Enzimle kesim sonrasi homozigot GG genotipli bireylerde 175
b¢'lik tek bant, GA genotipli heterozigot bireylerde 175, 148 ve 27 b¢'lik Ug
bant, AA genotipli homozigot bireylerde 148 ve 27 b¢'lik iki bant olugur. 27
b¢’lik bant agaroz jelde gorulemedidi icin degerlendirme 175 ve 148 bg’lik
bantlarin varligina gore yapilmistir (Sekil 16).

Sekil 16:  FauNDI enzimle kesim sonuglarinin % 3’litkk agaroz jeldeki goriintiisi. B:
100 b¢’lik molekiiler agirlik belirteci, 2: Kesim yapilmamig PCR iiriini; 1,
3, 6, 7 ve 8: GA genotipli heterozigot bireyler ; 4: GG genotipli
homozigot bireyler 5: AA genotipli homozigot birey
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Calpain 10 SNP -43 gen bdlgesine ait sonuglar istatistiksel
olarak Hardy-Weinberg ve Fischer’s exact testine gore degerlendirilmistir
(Kontrol grubunda AA genotipli sadece bir olgu ve hasta gruplarinda AA
genotipli iki olgu oldugundan dolayr ¥ testi uygulanamadi). Oncelikle
CAPN 10 SNP -43 (G/A) degisiminin, hasta ve kontrol grubuna ait verileri
Hardy-Weinberg esitligine uygunlugu arastirildiginda tim gruplarin Hardy-
Weinberg esitligine uygun oldugu bulunmustur. ikinci olarak, bu genin
polimorfik dagihmlari hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
kargilastinldiginda anlaml bir fark bulunamamistir (p> 0.05). Calpain 10
SNP -43 G/A degisiminin hasta ve kontrol grubundaki genotip ve allel
dagilimlar Tablo 20’de verilmistir.

Tablo 20: Calpain 10 SNP 43 boblgesi G/A degisiminin hasta ve kontrol gruplarindaki
genotip ve allel dagilimlar

SNP43 Kontrol Hasta 00(95% GA) P degeri
(n=50) (n=48)

GG 33 (% 66) 33 (% 68.8) 1.00°

GA 16 (% 32) 13 (% 27.1) 0.81 (0.34-1.96) 0.642

AA 1(% 2) 2 (% 4.2) 2.0 (0.17-23.14) 1

GA+AA 17 (% 34) 15 (% 31.2) 0.88 (0.38-2.06) 0.772

Aleller

G 82(%82) 79 (% 82.3) 1.00°

A 18(%18) 17 (% 17.7) 0.75 (0.35-1.63) 0.467

OO: Olasilik Orani; GA: Guven Araligi; a: Referans genotip/alel
G: Guanin; A: Adenin

Galismamiza dahil edilen 48 PKOS’lu hastanin % 68.8'i GG,
% 2711 GA ve % 4.2’si AA genotip dagihmi gostermigtir. Kontrol
grubunun ise % 66’s1 GG, % 32’'si GA ve % 2’si AA genotip dagilimi
gOstermigtir.

Hasta grubunda G alleli gorilme sikhgr % 82.3 A alleli
gorulme sikligi % 17.7°dir. Kontrol grubunda ise G alleli % 82 oraninda, A
alleli ise % 18 oraninda saptanmistir. Hasta ve kontrol grubunun allel
dagihmlan istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli  bir fark
bulunmamistir (p: 0.467).
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4.2.3. Calpain 10 SNP -19 bolgesi PCR Sonugclari

PCR’1 yapilan 48 hasta ve 50 saglikli kontrole ait Grunler %
2’lik agaroz jelde yurGtulerek degerlendirildi. 32 b¢’lik uzunluguna karsilik
gelen bantlar molekuler agirlik belirteci ile kargilagtirildi (Sekil 17).

178 be

Sekil 17:  Calpain 10 SNP -19 bodlgesi PCR sonuglarinin % 2’lik agaroz jeldeki
goruntiisii. B: 100 b¢’lik molekiler agirlik belirteci, 1, 3, 4 ve 6 :
Heterozigot (146/178) genotip. 2: 146/146 homozigot genotip ve 5 :
178/178 homozigot genotip.

32 be¢'lik insersiyon/delesyon nedeni ile ortaya ¢ikan SNP -19
polimorfizmin genotiplendirmesi dogrudan PCR sonrasinda
gerceklestirilen agaroz jel elektroforezi yéntemi ile yapilmistir. insersiyon
tasiyan alel jelde 178 bg, delesyon tasiyan alel ise 146 bg olarak
g6zukmektedir.

Calpain 10 SNP -19 bolgesine ait sonuglar istatistiksel olarak
Hardy-Weinberg ve Pearson’s cift yonlu Ki-Kare (xz) testine gore
degerlendirilmistir. Oncelikle SNP -19 polimorfizmi hasta ve kontrol
grubuna ait  verilerinin  Hardy-Weinberg  esitligine  uygunlugu
arastinldiginda tim gruplarin Hardy-Weinberg esitligine uygun oldugu
bulunmustur. ikinci olarak, bu genin polimorfik dagilimlari bakimindan
hasta ve kontrol grubu istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlaml bir
fark bulunmamigtir. SNP -19 polimorfizmi hasta ve kontrol grubundaki
genotip dagilimlari Tablo 21’de verilmistir.
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Tablo 21: Calpain 10 SNP -19 bdlgesine ait 32 b¢’lik ins/del degisiminin hasta ve
kontrol gruplarindaki genotip ve allel dagilimlari.

SNP19 Kontrol Hasta 00(95% GA) P degeri
(n=50) (n=48)

178/178 16 (% 32) 10 (% 20.8) 1.00°

146/178 24 (% 48) 31 (% 64.6) 2.08 (0.8-5.4) 0.132
146/146 10 (% 20) 7 (% 14.6) 1.12 (0.32-3.9) | 0.859
146/178+146/146 34 (% 68) 38 (% 79.1) 1.79 (0.72-4.47) 0.211
Aleller

178 56 (% 56) 51 (% 53.1) 1.00°

146 44 (% 44) 45 (% 46.9) 1.12 (0.64-1.97) 0.686

0OO: Olasilik Orani; GA: Glven Araligi; a: Referans genotip/alel

GCalismamiza dahil edilen 48 PKOS’lu hastanin % 20.8’i
178/178, % 64.6’'s1 146/178 ve % 14.6'si 146/146 genotip dagilimi
gOstermistir. Kontrol grubunun ise % 32’si 178/178, % 48'i 146/178 ve %
20’si 146/146 genotip dagilimi gostermistir.

Hasta grubunda 178 bg alleli gorulme sikhgr % 53.1, 146 bg
alleli gérilme sikhgi % 46.9’dur. Kontrol grubunda ise 178 bg allelinin %
56 oraninda, 146 bg allelinin ise % 44 oraninda oldugu saptanmistir (Tablo
19). Hasta ve kontrol grubunun allel dagiimlar istatistiksel olarak
kargilagtirildiginda anlaml bir fark bulunmamistir (p: 0.686).

4.2.4 Calpain 10 SNP -63 bolgesi C/T PCR ve Enzim Kesim Sonuglari

PCR’1 yapilan 48 hasta ve 50 saglikli kontrole ait Grinler %
2’lik agaroz jelde yurutulerek degerlendirildi. 192 b¢’lik uzunluguna karsilik
gelen bantlar molekuler agirlik belirteci ile karsilastiriidi (Sekil 18).
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500 bg emmpp-
400 bg =——p

300 bg =——p-

200 bg —p

100 bg =

Sekil 18:  Calpain 10 SNP -63 bolgesi 192 b¢’lik tekrar bolgesi PCR sonuglarinin
%2’lik agaroz jeldeki goriintiisii. B: 100 b¢’lik molekiiler agirlik belirteci, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7 no’lu kuyular: PCR iirunleri

Hastalara ve saglikli kontrollere ait PCR drunleri Hhal
restriksiyon enzimi ile kesildi. Kesim sonrasi urlnler % 3’lik agaroz jelde
yuratuldd. Enzimle kesim sonrasi TT genotipli homozigot bireylerde 192
b¢'lik tek bant, TC genotipli heterozigot bireylerde 192, 162 ve 30 b¢’lik Ug
bant, CC genotipli homozigot bireylerde 162 ve 30 b¢’lik iki bant olusur.
30 be¢'lik bant agaroz jelde gorulemedidi icin degerlendirme 192 ve 160
b¢’lik bantlarin varligina gore yapilmigtir (Sekil 19).

Sekil 19:  Hhal enzimle kesim sonuglarinin %3’liikk agaroz jeldeki goriintisi. B:
100 bg¢’lik molekiiler agirhik belirteci, 1: Kesilmemis PCR iiriinii; 2, 5, 7:
TT genotipli homozigot birey; 3 ve 4: CT genotipli heterozigot birey; 6:
CC genotipli homozigot birey
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Calpain 10 SNP -63 gen bdlgesine ait sonuglar istatistiksel
olarak Hardy-Weinberg ve Fischer’s exact testine gore degerlendirilmistir
(Kontrol ve hasta gruplarinda TT genotipli hi¢ olgu olmadigindan dolayi X°
testi uygulanamadi). Oncelikle CAPN 10 SNP -63 (C/T) degisiminin, hasta
ve kontrol grubuna ait verileri Hardy-Weinberg esitligine uygunlugu
arastirildiginda tum gruplarin Hardy-Weinberg esitligine uygun oldugu
bulunmustur. ikinci olarak, bu genin polimorfik dagilimlari hasta ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir fark
bulunmamistir(p> 0.05). Calpain 10 SNP -63 G/A degisiminin hasta ve
kontrol grubundaki genotip dagihmlari Tablo 22’de verilmigtir.

Tablo 22: CAPN 10 SNP -63 bolgesi C/T degisiminin hasta ve kontrol gruplarindaki
genotip ve allel dagilimlari

SNP63 Kontrol Hasta 00(95% GA) P degeri
(n=50) (n=48)

CC 36 (%72) 39 (%81.3) 1.00*°

CT 14 (%28) 9 (%18.7) 0.60 (0.23-1.54) 0.280

TT 0 0 Hesaplanamadi -

Aleller

C 86 (%86) 87 (%90.6) 1.00°

T 14 (%14) 9 (%9.4) 0.64 (0.26-1.55) 0.315

OO: Olasilik Orani; GA: Guven Aralidi; a: Referans genotip/alel
C: Sitozin; T: Timin

Calismamiza dahil edilen 48 PKOS’lu hastanin % 81.3’U4 CC,
% 18.7 ‘si CT genotip dagilimi gostermistir. Kontrol grubunun ise % 72’si
CC, % 28’1 CT genotip dagilimi gostermisgtir.

Hasta grubunda C alleli gorilme sikhgr % 90.6, T alleli
gorulme sikhgi % 9.4’dur. Kontrol grubunda ise C alleli % 86 oraninda, T
alleli ise %14 oraninda saptanmistir (Tablo 22). Hasta ve kontrol grubunun
allel dagilimlar istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamh bir fark
bulunmamistir (p: 0.315).

Calpain 10 geninde arastirilan SNP’lerin (-44, -43, -19, -63)
olusturdugu haplotiplerin kontrol ve hasta grubundaki tahmini sikhgi
hesaplanmigtir (Tablo 23). Haplotiplerin dagihmi hasta ve kontrol grubu
arasinda istatistiksel agidan anlaml farklilik géstermemektedir (p>0.05).
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Tablo 23: Calpain 10 geninde yer alan SNP -44,SNP -43, SNP -19 ve SNP -63 i¢in

haplotiplerin hasta ve kontrol grubundaki dagilimi.

Haplotip Kontrol Hasta
-44 -43 19 -63 Siklik 2n=100  Siklik 2n=96 00(%95 GA) p
1 1 2 1 03787 36 0.3542 35 1
1 1 1 1 01669 16 0.2396 24 1.54(0.70-3.38) 0.278
1 2 2 1 01535 15 0.1771 18 1.23(0.54-2.83) 0.618
2 1 1 1 01447 14 0.1354 14 1.03(0.43-2.47) 0.950
1 1 1 2 01033 10 0.0938 9 0.93(0.37-2.55) 0.881
2 1 2 1 00161 2 -
1 2 1 2 00148 1 -
1 2 2 2 00117 1 -
2 1 2 2 00102 1 -

OO: Olasilik Orani; GA: Guven Aralidi; a: Referans genotip/alel
SNP 43 icinalel 1: G

SNP 44 iginalel 1: T
alel 2: C

alel 2: A

SNP 19 igin alel 1: 146
alel 2: 178

SNP 63 icin alel 1: C

alel2: T
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4.2.5. insiilin Reseptdr Geni Ekson 17 C/T Polimorfik Bolgesi PCR ve
Enzim Kesim Sonuglari

PCR’l yapilan 48 hasta ve 50 saglikh kontrole ait Urtnler %
2’lik agaroz jelde yurutulerek degerlendirildi. 317 bg’lik uzunluga karsihk
gelen bantlar molekuler agirlik belirteci ile karsilastiriidi (Sekil 20).

Sekil 20: INSR Geni Ekson 17 C/T 317 b¢’lik tekrar bolgesi PCR sonuglarinin % 2’lik
agaroz jeldeki gorintiisi. B: 100 b¢’lik molekiiler agirlik belirteci, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8
ve 9 no’lu kuyular: PCR iiriinleri

Hastalara ve saglikli kontrollere ait PCR Urunleri Pmil
restriksiyon enzimi ile kesildi. Kesim sonrasi urtnler % 3’luk agaroz jelde
yurattldd. Enzimle kesim sonrasi TT genotipli homozigot bireylerde 317
b¢'lik tek bant, TC genotipli heterozigot bireylerde 317, 274 ve 43 b¢’lik Ug
bant, CC genotipli homozigot bireylerde 274 ve 43 b¢'lik iki bant olusur.
43 b¢'lik bant agaroz jelde gorulemedidi icin degerlendirme 317 ve 274
b¢’lik bantlarin varligina gére yapilmistir (Sekil 21).
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500 bg

300 bg <— 317bg

-—274b¢

200 bg

Sekil 21: PmA enzimle kesim sonuglarinin % 3’liik agaroz jeldeki goriintiisii. B: 200
b¢’lik molekiler agirhik belirteci, 1: Kesilmemis PCR uriini; 5 ve 6 : TT genotipli
homozigot; 2, 3 ve 4: CT genotipli heterozigot birey.

INSR geni ekson 17 bolgesine ait sonuglar istatistiksel olarak
Hardy-Weinberg ve Fischer’s exact testine gore degerlendirilmistir (Kontrol
ve hasta gruplarinda CC genotipli hi¢c olgu olmadigindan dolayi x? testi
uygulanamadi). Oncelikle INSR ekson 17 (C/T) degisiminin, hasta ve
kontrol grubuna ait verileri Hardy-Weinberg esitligine uygunlugu
arastinldiginda tum gruplarin Hardy-Weinberg esitligine uygun oldugu
bulunmustur. ikinci olarak, bu genin polimorfik dagilimlari hasta ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir fark
bulunmamistir (p> 0.05). INSR geni ekson 17°deki C/T degisiminin hasta
ve kontrol grubundaki genotip dagilhimlari Tablo 24’de verilmistir.
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Tablo 24: INSR geni ekson 17 bolgesi C/T degisiminin hasta ve kontrol
gruplarindaki genotip ve allel dagilimlari

INSR geni ekson Kontrol Hasta 00(95% GA) P degeri
17 CIT (n=50) (n=48)

TT 21 (%42) 23 (% 47.9) 1.00°

CT 29 (%58) 25 (% 52.1) 0.79 (0.36-1.75) 0.556
CC 0 0 Hesaplanamadi -
Aleller

T 71 (% 71) 71 (% 74) 1.00°

C 29 (% 29) 25 (% 26) 0.86 (0.46-1.79) 0.643

OO: Olasilik Orani; GA: Guven Araligi; a: Referans genotip/alel
T: Timin; C: Sitozin

Calismamiza dahil edilen 48 PKOS’lu hastanin % 47.9'u TT,
% 52.1i CT genotip dagihmi gdstermistir. Kontrol grubunun ise % 42’si
TT, % 58’i CT genotip dagihmi gostermigtir.

Hasta grubunda T alleli goérulme sikhgr % 74, C alleli
gorulme sikhigr % 26’dir. Kontrol grubunda ise T alleli % 71 oraninda, C
alleli ise %19 oraninda saptanmistir. Hasta ve kontrol grubunun allel
dagihmlarn istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamhli  bir fark
bulunmamistir (p: 0.643). Ayrica, PKOS’lu olgular obez ve normal PKOS
olarak degerlendirildiginde de iki grup arasinda anlamli bir istatistiksel fark
bulunamamistir (p>0.05).

4.2.6. PAI 1 Geni Promotor 4G/5G Polimorfik Bolgesi PCR ve Enzim
Kesim Sonuglari

PCR’1 yapilan 48 hasta ve 50 saglikli kontrole ait Grinler %
2’lik agaroz jelde yurutulerek degerlendirildi. 99 b¢’lik uzunluguna karsilik
gelen bantlar molekuler agirlik belirteci ile kargilastirildi (Sekil 22).
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Sekil 22: PAI 1 Geni Promotor 4G/5G 99 b¢’lik bélgenin PCR sonuglarinin % 2’lik
agaroz jeldeki goriuintusii. B: 100 b¢’lik molekiiler agirlik belirteci, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9 ve 10 no’lu kuyular: PCR uriinleri

Hastalara ve saglkli kontrollere ait PCR Urlnleri Bsll
restriksiyon enzimi ile kesildi. Kesim sonrasi urlnler % 3’'lUk agaroz jelde
yuruttldd. Enzimle kesim sonrasi 4G4G genotipli homozigot bireylerde 99
b¢'lik tek bant, 4G5G genotipli heterozigot bireylerde 99, 77 ve 23 b¢'lik Ug
bant, 5G5G homozigot bireylerde 77 ve 23 b¢’lik iki bant olusur. 23 b¢’lik
bant agaroz jelde gorulemedidi igin degerlendirme 99 ve 77 b¢’lik bantlarin
varligina gore yapilmistir (Sekil 23).

Sekil 23: Bsll enzimle kesim sonuglarinin % 3’liik agaroz jeldeki goriintiisi. B: 80
b¢’lik molekiler agirlik belirteci, 9: Kesim yapilmamig PCR iiriinii; 5 ve 8: 4G4G
homozigot bireyler; 1, 2, 3 ve 4: Heterozigot bireyler (4G/5G genotip); 6 ve 7: 5G5G
homozigot birey (5G/5G genotip)

PAl 1 geni promotor bdlgesi 4G/5G polimorfizmine ait
sonugclar istatistiksel olarak Hardy-Weinberg ve Fischer's exact testine
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goére degerlendirilmistir. Oncelikle PAI 1 geni promotor bélgesi 4G/5G
degisiminin, hasta ve kontrol grubuna ait verileri Hardy-Weinberg esitligine
uygunlugu arastirildiginda tum gruplarin Hardy-Weinberg esgitligine uygun
oldugu bulunmustur. ikinci olarak, bu genin polimorfik dagilimlari hasta ve
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir
fark bulunamamistir (p>0.05). PAl 1 geni promotor bdlgesi 4G/5G
degisiminin hasta ve kontrol grubundaki genotip ve allel dagilimlari Tablo-
25’te verilmistir.

Tablo 25: PAI 1 geni promotor boélgesi 4G/5G degisiminin hasta ve kontrol
gruplarindaki genotip ve allel dagilimlari

PAI Kontrol Hasta 00(95% GA) P degeri
(n=50) (n=48)

4G/4G 12 (% 24) 7 (% 14.6) 1.00°

4G/5G 26 (% 52) 27 (% 56.3) 1.78 (0.61-5.22) 0.291

5G/5G 12 (% 24) 14 (% 29.2) 2.00 (0.60-6.70) 0.259

4G/5G+5G/5G 38 (%76) 41 (% 85.4) 1.85 (0.66-5.19) 0.238

Aleller

4G 50 (% 50) 41 (% 42.7) 1.00°

5G 50 (% 50) 55 (% 57.3) 1.34 (0.76-2.36) 0.306

OO: Olasilik Orani; GA: Guven Araligi; a: Referans genotip/alel

Calismamiza dahil edilen 48 PKOS’lu hastanin % 14.6’si
4G/4G, %56.3'U 4G/5G ve % 29.2’si 5G/5G genotip dagilimi gostermistir.
Kontrol grubunun ise % 24’0 4G/4G, % 52’si 4G/5G ve % 24’0 5G/5G
genotip dagilimi gostermistir.

Hasta grubunda 4G alleli gorulme sikhigr % 42.7, 5G alleli
gorulme sikhgi % 57.3’tur. Kontrol grubunda ise 4G alleli % 50 oraninda,
5G alleli ise % 50 oraninda saptanmigstir. Hasta ve kontrol grubunun allel
dagihmlarn istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli  bir fark
bulunamamistir (p: 0.306).
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4.2.7. Dongusel DNA Dizi Analizi

INSR geninin 12. eksonunda rs16994210 C>T, rs35045353
C>T, rs2229434 G>A, rs2162771 C>T, rs1541806 C>T, rs2229430 G>C
ve bu eksondan sonra gelen intron bolgesinde rs13306451 A>G seklinde
tanimlanan yedi polimorfizm ile olasi yeni mutasyonlari belirlemek igin
dongusel DNA dizi analizi yontemi uygulanmigtir. Bu amagla PCR'i
yapillan 48 hasta ve 50 saglikli bireyden olusan kontrol grubu
genotiplendirilmigtir.

Hasta ve kontrol grubuna ait genotip ve alel dagilimlari tablo
26’da verilmistir. Bu yedi SNP DNA dizi analizi yapilan 48 hasta bireyden
2’'sinde rs2229434 G>A pozisyonunda GA genotipi %4.2, kontrol
grubundan 1 bireyde de ayni genotip % 2 sikhkta bulunmustur. rs2229430
G>C pozisyonunda GC genotipi 2 hastada %4.2 ve kontrol grubundan 1
bireyde de ayni genotip % 2 siklikta bulunmustur. Bu degerlendirme
sonucunda kontrol grubu ve hasta gruplari arasinda genotiplerin dagilimi
ve alel dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir.

Bu tez calismasinda, 48 PKOS hastasi ve 50 saglikh bireye
ait verilerin, Hardy-Weinberg esitligine uygun oldugu belirlenmistir
(p>0.05). p<0.05 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Bu polimorfizmleri iceren INSR geni ekson 12'ye ve

sonrasindaki intronik bolgeye ait DNA dizi analizi goéruntl ornekleri Sekil
24 ve Sekil 25’de verilmigtir.
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TGT GACGGTGEOC GTGCCCACGGT GEGCAGCT T TCCCCAACACT TCCTCGACCAGCET GCCCACGAGTCCGGAGG AGCACAGGCCT T

rs16994210 C&T

. Lol
! l.Mo!M&lM.&tl,_. “M g [\

TTGAGAAGGTGCGTCAACAAGG A GTCEGCTGGTCATCTCCGGEGCTTGCGACACT T CACNGGCTAT CEGCATCG AGCT G

rs35045353 C>T
rs2229434 G>A

g Y
A

AGGCTTGCAACCAGGACACCCCTG AGGAACGGTGC AGTGTGGC AGCCTACGTCAGTGENAGGACCATGCC TG

rs1541806 C>T
g 1$2229430 G>C

l q l l "
A e Ml

AAGGT AGGGC TGCTGCTCCGGGGTCCGAGTEGTCATGGEGGTGGG ACATC

Sekil 24: insiilin reseptor geni ekson 12 ve ardindaki intron bdlgesindeki
rs16994210 C>T (CC), rs35045353 C>T (CC), rs2229434 G>A (GA), rs2162771 C>T
(CC), rs1541806 C>T (CC), rs2229430 G>C (GC) ve rs13306451 A>G (AA) genotipli
bireye ait DNA dizi analizi gorintusii.
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GCAGGTCCCTTGGC GATGT TGO GAATGTGACGGBTGGCCGTGCCCAC GG TEGOCAGCTTTCCCCAA

CACTTCCTCGACCAGCOGTGCCCACGAGTCCGGAGGAGCACAGGCCTTTTOGAGAAGGG

rs16994210 C-T

g m.m. I M,i,u W

TGOGTGAACAAGG AGTCGBETGOGGTCATCTCCGGECT TG CBACACTTCACGG GC
rs35045353 C>T

e e o

FAaTCcB QAT EE ASCT GEAGEETTECAACE A6 6 ACACEECTE AGS ANE G BT S
rs2162771 T

Vil
[y AALA& i A&l‘ (N L\.‘ ,t&

CAGTGTGGC ABCCTACGTC ABGTGBCG AGG ACCATGC CTG AABGT AGGGC T
rs1541806 C-T

rs2229434 G>A

v

rs2229430 G>C rs13306451 A>G

Sekil 25: Insiilin reseptér geni ekson 12 ve ardindaki intron bélgesindeki
rs16994210 C>T (CC), rs35045353 C>T (CC), rs2229434 G>A (GG), rs2162771 C>T
(CC), rs1541806 C>T (CC), rs2229430 G>C (GG) ve rs13306451 A>G (AA) genotipli
bireye ait DNA dizi analizi goriintisu.
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Tablo 26: insiilin reseptér geni ekson 12 DNA dizi analizi genotip ve alel dagilimlari.

INSR ekson 12

Kontrol
(n=50)

Hasta
(n=48)

00(95% GA)

P degeri

rs16994210 C>T

CcC

50 (% 100)

48 (% 100)

CT

TT

Aleller

C

100 (% 100)

96 (% 100)

T

rs35045353 C>T

CcC

50 (% 100)

48 (% 100)

CT

T

Aleller

C

100 (% 100)

96 (% 100)

T

rs2229434 G>A

GG

49 (% 98)

46 (%95.8)

1.00°

GA

1(% 2)

2(% 4.2)

2.13 (0.19-24.30)

0.613

AA

Aleller

G

99 (% 99)

94 (% 97.9)

1.00°

A

1(% 1)

2 (% 2.1)

2.11 (0.19-23.62)

0.615

rs2162771 C>T

CC

50 (%100)

48 (% 100)

CT

1T

Aleller

C

100 (% 100)

96(% 100)

T

rs1541806 C>T

CC

50 (%100)

48(% 100)

CT

T

Aleller

C

100 (% 100)

96(% 100)

T

rs2229430 G>C

GG

49 (%98)

46 (%95.8)

1.00°

GC

1(%2)

2 (%4.2)

2.13 (0.19-24.29)

0.613

CC

0

0

Hesaplanamadi

Alleller

G

99 (%100)

93 (%96.9)

1.00°

C

1 (%100)

3 (%3.1)

3.19 (0.35-31.25)

0.361

rs13306451 A>G
intronik

AA

50 (%100)

48 (% 100)

AG

GG

Alleller

A

100 (%100)

96 (% 100)

G

OO: Olasilik Orani; GA: Glven Araligi; a: Referans genotip/alel
G: Guanin; A: Adenin; C: Sitozin; T: Timin
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5- TARTISMA

PKOS, genetik ve cevresel faktorlerden etkilenen ve bireysel
farklihklardan dolayr heterojen gorunum sergileyen, kompleks bir
sendromdur®®.  Sendromun ilk belirtileri ergenlik déneminde ortaya
cikmaktadir. Ergen kizlarda, killanma artigi, akne, adet diuzensizligi ve
obezite bulgulari bulunmaktadir. PKOS, erisgkin bireylerde ise, tip 2 diabet,
hipertansiyon, kalp damar hastaliklari ve endokrin kokenli infertilitenin en
sik nedeni olarak gosterilmektedir'”.

PKOS, genetik faktorlerin etkisiyle ortaya ciktigr igin,
sendromun temelinde rol oynayan (steroid hormon sentezi ve faaliyetinde
yer alan, karbonhidrat metabolizmasi ve enerji homeostasisinde yer alan,
gonadotropin faaliyetinde ve duzenlenmesinde yer alan ve insulin
metabolizmasinda yer alan) genlerdeki polimorfizmler, genetik temelin
aydinlatiimasinda énemli yer tutmaktadir’.

Bu tez calismasi, toplumumuzda PKOS’lu ergen kizlarda,
PKOS ve Calpain 10, insulin reseptor ve plazminojen aktivator inhibitor 1
geni polimorfik bdlgelerinin genetik baglantisinin varhdr ve genetik
yatkinlik agisindan yapilan ilk aragtirmadir.

Bu tez c¢alismasinda incelenen ilk gen bdlgesine ait
polimorfizm, Calpain 10 geni Uzerinde bulunan SNP -44, -43, -19, -63’ tir.

PKOS’ta Calpain 10 geni arasindaki baglantiya dair ilk
deliller ingiltere’de yapilan ¢alismalarda ileri siriilmistiir. Bu calismalarda
-44 aleli ile PKOS vyatkinligi arasinda belirgin bir baglanti oldugu
Onerilmistir. Ancak, sonradan yapilan daha genis kapsamli ¢alismalarda
bu 6neri dogrulanmamistir’’. Bir calismada, -43 ve 11 bg uzakliktaki -44
polimorfizminin transkripsiyonel dizenlemede ‘enhancer’ benzeri element
gorevi Ustlendikleri dnerilmektedir’%4.

Avrupa kokenli hasta ve kontrol grubundan olusan bir
calismada, Calpain 10 genine ait polimorfizmler ve PKOS iliskisi
arastinimistir. Calpain 10 geni ile PKOS arasinda herhangi bir baglanti
kurulamadigi gosterilmistir’™ . Bu gen ile tip 2 diabet arasindaki iliskiden
yola ¢ikilarak yapilan ¢alismalardan -44, -43, -19, -63 polimorfizmlerinin tip
2 diabete yatkinlik sagladigi bilinmektedir. PKOS ve tip 2 diabet arasindaki
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fizyolojik ve epidemiyolojik benzerlikler, her iki hastaligin ayni etiyolojiyi
paylastigini dnermektedir. Bazi arastirmalar bu ortak mekanizmalarin bir
béliminin kalitsal oldugunu gdstermektedir’>’®’""8  Calpain 10 geni
regulasyonunun veya degismis fonksiyonunun tip 2 diabeti olusturma
mekanizmasi agik degildir. Ancak, bu proteazin normal insulin saliniminda
roli oldugu yénunde oneriler vardir. Eger bu 6éneriler dogrulanirsa, sonug,
bozulmug Calpain 10 fonksiyonunun PKOS’a kiyasla tip 2 diabete
yatkinlikta daha etkin oldugu sonucu ile uyumlu olacaktir™. Bu farkllik, her
iki hastalik i¢cin gen faaliyetinin henlz agiklanamamig farkli
mekanizmalarla duzenlenmesinden kaynaklandigini dusundurmektedir.

Ayni arastirmada’®, Calpain 10 genindeki polimorfizmlerin tip
2 diabete yatkinlik bakimindan Avrupalilarda, Meksika kokenli
Amerikalilara kiyasla daha az etkili oldugu bildirilmistir’*. Bunun nedenleri
arasinda, risk iligkili haplotiplerin sikliginda etnik temele baglh farkhliklar ve
diger lokuslarda modifiye edici genlerin varligi tartisilabilir.

ispanyol populasyonu lzerinde yapilan bir calismada, -44
aleli ile PKO fenotipi arasinda baglanti belirlenmistir. Buna ek olarak,
PKOS’lu hastalarda goézlemlenen —hiperkolesterolemi varhgi (haplotip
1121), hiperandrojenemi varligi, ve ailede kanser sikhdi (haplotip 1111)
gibi — fenotipik farkliliklar ile bazi Calpain 10 alelleri (-44, -43, -19, -63)
arasinda baglanti oldugu gérilmistir’’. Yine ispanya’da yapilan bir
calismada, -44 alelinin PKOS ile baglantili oldugu gdsterilmigtir. Polimorfik
C aleli hastalarda % 22.7, kontrol grubunda ise % 11.3 olarak bulunmus
ve PKOS’a g/atkmllkta Calpain 10 geninin roli oldugu goérusu
desteklenmistir®®. Ancak, bu tez calismasinda, SNP -44 T/C degisimi
yonunden hasta ve kontrol grubu arasinda anlamh bir farkhlik
gOsterilememigtir. Hastalarin % 72.9'u TT, % 27.1’i TC genotip dagilimi
gosterirken kontrol grubunda bu dagilim % 68 TT, % 30 TC ve % 2 CC
genotipi seklinde bulunmustur (p>0.05)(Tablo 19).

Farkli etnik kokenden gelen Amerikalilar Gzerinde yapilan bir
¢alismada, Calpain 10 geni, -43, -19, -63 polimorfizmlerinin PKOS ile
iligkili olarak hormonal ve metabolik Olgumleri etkilemedigi ileri
surtlmastir. Ancak, 112 /121 haplotip kombinasyonunun diger haplotip
kombinasyonlari ile kargilastirildiginda Afrika kokenli Amerikali ve
Beyazlarda PKOS’a vyatkinlikta iki kat daha fazla iligkili oldugu
bildirilmistir’®®. Bu tez calismasinda, Calpain 10 genine ait haplotip
analizinde, kombinasyonlarin hasta grubu ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir farklilik olusturmadigr goralmastur (Tablo 23).
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Calpain 10 geni SNP -43 polimorfizmi Pima yerlilerinde tip 2
diabet ile olan baglanti ydninden c¢alisilmig, ancak bir iligki
gosterilememigtir. Ancak, -43’teki G aleli icin homozigot olan normal glikoz
toleransina sahip hastalarin, A alelini tagiyan hastalara kiyasla, iskelet
kaslarinda daha disik mRNA ifadelenmesine’?®® ve daha fazla insiilin
direncine sahip olduklari bulunmustur’®. Bu sonug, G alelinin tip 2 diabet
gelisiminde rolu oldugu fikrini tartismal hale getirmektedir. Bu tez
calismasinda ise, yabanil alel olan G aleli sikhdinin, hasta grubunda %
82.3 oldugu ve kontrol grubu ile paralellik gosterdigi bulunmustur.

Alman PKOS’lu hastalar Uzerinde yapilan bir calismada, AA
genotipi tasiyan kadinlarda GG genotipi tasiyan kadinlara kiyasla, -56
polimorfizmi ile PKOS’a yatkinlik arasinda baglanti bulunmugtur. Ayni
calismada, -19 ile de iliski gosterilmistir 8'. Bu iki polimorfizm ile PKOS
arasindaki iligkinin  temelinde  transkripsiyonel suregte  olusan
modifikasyonlar 6nerilmektedir. -56, transkripsiyon esnasinda, baglayici
veya etkilesim halindeki birimlerde degisime neden olmazken, -19'da 32
b¢'lik tekrar dizileri pdx 1 (pankreatik ve intestinal homeodomain)
transkripsiyon faktorunun (TF) olasi baglanma birimlerini icerir. -19'da, 32
b¢’lik delesyon durumunda bu TF’nun iki olasi baglayici birimi varken,
insersiyon durumunda ug¢ baglayici birim vardir. Pdx 1’in fare pankreasi 3
hdcrelerinin olgunlasmasinda roli oldugu dustnulmektedir. PKOS ile
diabet arasindaki iligki ve insulin duyarlilastirici ilaglarin olumlu etkisi goz
onune alindiginda, -19 polimorfizminin pdx 1 TF araciligiyla PKOS
lizerinde risk yaratti§i 6nerilmektedir®’.

Bu tez calismasi sonucunda, Calpain 10 genine ait SNP -44,
-43, -19 ve -63 polimorfizmleri icin PKOS’lu olgular ve kontrol grubu
arasinda genotip ve alel dagilimlari bakimindan anlamh fark
bulunamamistir (p>0.05). Elde edilen sonuglara gore, bu polimorfizmlerin
galisma grubunda PKOS igin genetik bir risk faktori olarak
belirlenemeyecegi dusunulmugstur. Ancak, segilen polimorfik bdlgeler
disinda var olan diger bdlgelerin de calisiimasi, bizim toplumumuz
acisindan yeni verilerin elde edilmesine olanak saglayacaktir.

Bu tez calismasinda incelenen ikinci gen bdlgesine ait
polimorfizm, INSR geninin 17. eksonunda (tirozin kinaz birimi) C/T
degisimidir.

Konuya iligskin ilk g¢alismalarda, instlin direnci ylksek olan
bazi PKOS hastalarinda insulin reseptor geninin tirozin kinaz biriminde
mutasyonlar gosterilmistir®>®®%”. Ancak bunun tersini gdsteren calismalar
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da bildirilmektedir. PKOS’a genetik yatkinlikta, insilin reseptorundeki
mutasyonlardan ziyade, tek nukleotid polimorfizmlerinin veya genin
ifadelenmesini kontrol eden duzenleyici unsurlarin etkin olabilecegi
dustnulmektedir. Tek nUkleotid polimorfizmleri insilin  reseptori
fonksiyonunda ve/veya doku ifadelenmesinde daha az 6nemli degisiklikleri
indiklemektedir®®. Tucci ve arkadaslarinin calismasinda, PKOS'lu
hastalarda doért aday genin (follistatin, CYP 19, CYP17 ve insulin
reseptord) baglantilari arastirilmistir. Calisma sonucunda sadece insulin
reseptdr geninin iliskili oldugu goriimistiir®®,

Bir bagska ¢alismada, INSR geninin 17. eksonundaki bir tek
nakleotid polimorfizmi ile PKOS arasinda baglanti bulunmustur. Bu SNP,
sadece zayIf hastalarda (VKi 27 ve kii¢lik olanlarda) gérilmustir. Siegel
ve arkadaslari, zayif PKOS'lu olgularin % 47’sinde obez PKOS’lularin ise
%29’unda CT veTT genotip varligini géstermiglerdir. Zayif PKOS’lu grupta
bulunan genotip sikligi kontrol grubu ile degerlendirildiginde istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur®®. Ancak bizim calismamizda elde edilen
sonuglarda, ¢alisma grubunda hastalar vucut kitle indeksi yonunden obez
ve normal PKOS olarak iki gruba ayrilmalarina ragmen (Tablo 18), genotip
dagihmlart  bakimindan istatistiksel yénden anlamh bir farkhlik
gosterilememigtir (p>0.05).

PKOS’lu obez olgularda ise, yuksek duzeyde insulin direnci
gelistii  gosterimistir®®.  Obezite,  hiperandrojenemiye  yatkinlik
saglamaktadir. Dolayisiyla, vicut kitle indeksi ile testosteron dizeyi ve
ayni zamanda serbest androjen indeksi arasinda iligki oldugu bildirilmigtir.
Calismanin sonucu, PKOS’un gelisiminde insulin direnci ve obezitenin
dogrudan etkili oldugunu gostermektedir. Ancak, daha 6nce yapilan bazi
calismalarda PKOS'taki insulin direncinin vucut agirigindan bagimsiz
oldugu Onerilmistir. Burada INSR genindeki fonsiyonel degisimlerin zayif
ve obez PKOS'lularda insulin direncinin farkh mekanizmalarla
olusabilecegi ve bunu aydinlatabilmek icin daha genis gruplar Gzerinde
calisma yapilmasi gerektigi bildiriimektedir®®. Bizim calismamizda da, obez
ve normal PKOS’lu olgular arasinda TT ve CT genotip dagilimi agisindan
anlamli bir farklilhk gosterilememigtir (p>0.05).

Koreli PKOS olgularinda yapilan 17. ekson C/T polimorfizm
calismasinda arastirmacilar, normal alel olarak tanimladiklari C alelinin
sikligini hasta grubunda kontrol grubuna gore hafifce ylksek bulmuslardir.
Bu bulguya dayanarak, INSR geni 17. eksonda C/T polimorfizminin Kore
populasyonu icin PKOS’a vyatkinlik ile iliskilendirilemedigini ifade
etmislerdir®.
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Jin ve arkadaslari, Cinli PKOS olgularinda insulin direnci ve
INSR B alt biriminin ifadelenmesi arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. Bu
¢alismada bizim calismamizdaki polimorfizmden farkli olarak Cys 1008
T/C polimorfizmini c¢alismislardir. PKOS’lu kadinlarda CC genotip
sikliginin (% 21.1) kontrol grubuna (%5.6) gbre anlaml gekilde yuksek
bulundugunu gostermiglerdir. Yabanil genotipe sahip kadinlarin aksine
PKOS'lu kadinlarin daha dusuk insulin duyarliligi indeksine sahip olduklari
ve Cys1008 T/C polimorfizmi ile azalmis insilin duyarliigi arasinda iliski
oldugunu bildirmiglerdir. Ayni g¢alismada, bu polimorfizm ile INSR B alt
birimi ifadelenmesi arasinda iliski gésterilememi§tir91.

Bu tez calismasi sonucunda, insulin reseptor geni 17.
eksonda C/T polimorfizmi agisindan PKOS’lu olgular ve kontrol grubu
arasinda anlamh fark bulunmamistir (p>0.05) (Tablo24). Diger
¢alismalardan yola ¢ikarak, farkli populasyonlarda degisik sonugclar elde
edilmesi, bu degisimin c¢alisilan farkli etnik kdkenli gruplardan
kaynaklanabilecegini ve polimorfizmlerin farkli hastaliklar igin farkli
sonuglar olugturabilecegini dusundurmektedir.

Bu tez calismasinda incelenen uglncu gen bolgesine ait
polimorfizm, PAIl 1 geninin promotor bdlgesinde 4G/5G polimorfizmidir.
PAI-1, maternal dokudan plasentanin ayrilmasi ve plasenta gelisiminin
erken evrelerinde fibrinolitik aktivitede temel rol oynamaktadir.
Plazminojen aktivator inhibitorleri plasental villus i¢i bogsluklarda kan
akiminin saglanmasinda ve uterusun trofoblast invazyonunda 6énemli role
sahiptir’®. PKOS'lu kadinlarda, yiiksek diizey PAI-1 aktivitesinin yanisira
PAI-1 geni 4G4G ve 4G5G genotiplerine yatkinhdgin daha fazla oldugu
bildirilmigtir. 4G4G genotipinin tekrarlayan gebelik kaybi olan PKOS’lu
kadinlarda diisiik icin bagimsiz risk faktori oldugu gosterilmistir 7°.

PAI-1 aktivitesinin, 4G4G genotipi ile arasindaki iligkinin
yanisira vicut kitle indeksi ve bel kalga orani ve insulin direnci ile de pozitif
iligski vardir. Bu yuksek duzey PAI-1 aktivitesinin aterotromboz geligimi
acisindan énemi vardir®®. insilin diizeyinin dusiriilmesi ile birlikte plazma
PAI-1 aktivitesinin de azaldi§i gozlenmistir. insllin ve trigliserit dizeyi
yuksek ve obezite ile uyumlu olarak dusuge neden olan PAI-1
ifadelenmesine yaygin olarak 4G alellerinin  katkida bulundugu
bilinmektedir. 4G4G genotipinin ciddi gebelik komplikasyonlarindan
dusuklerde bagimsiz bir belirleyici oldugu bircok galismada gdsterilmistir

Dusukle baglantih oldugu bilinen antifosfolipid antikorlarin PAI-1
aktivitesini guglendirerek bu sonucun ortaya c¢ikmasinda etkin oldugu
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bildirilmektedir’®. Bir calismada ise, PKOS olmayan ancak tekrarlayan
gebelik kaybi olan olgularda da PAI-1 aktivitesinin katkisi olduguna dikkat
cekmislerdir®.

Bu gendeki polimorfizmlerle yapilan birgok ¢alismada, PAI-1
polimorfizminin, in vivo ve in vitro sistemik PAI 1 seviyelerinin artisi ile ve
gen transkripsiyonunun guglenmesi ile iligkili oldugu gosterilmigtir. Walch
ve arkadaslari, PAlI 1 promotor bdlgede 4G/5G polimorfizmi ve PKOS
arasinda baglanti bulamamislardir®®.

Normal adet dongusu ve normal androjen hormon bulgulari
olan kadinlarla PKOS’lu kadinlar arasinda yapilan arastirmada homozigot
4G4G ve heterozigot 4G5G genotipleri PKOS’lu kadinlarda anlamli
bulunmustur. Bu grupta ayni zamanda plazma PAI-1 dlzeylerinin de
kontrol grubundan daha yiiksek oldugu gosterilmistir’®. 4G4G genotipi
varhginin  PAI-1  duzeylerini artirdigi ve artan PAI-1 duzeylerinin
kardiovaskuler hastallk ve trombojenik egilim riskinde artisi da
beraberinde getirdigi bildirilmektedir’®.

PAI-1 duzeyleri, uUlkemizde obez c¢ocuklarda yapilan bir
arastirmada, zayif cocuklara gére daha yuksek bulunmustur. Bununla
beraber, plazma PAI-1 duzeyleri ve PAl 1 geni 4G5G polimorfizmi
arasindaki iliski tartismalhdir. Siklik yiksek olmasina ragmen lipid ve glikoz
parametreleri Uzerindeki etki obez ¢ocuklarda gozlenememistir. Bulgular
4G5G promotor bdlge polimorfizminden baska sitokinler, hormonlar gibi
diger faktorlerinde PAI-1 (izerinde etkili olabilecegini diistindiirmektedir®.

Yunan populasyonu Uzerinde yapilan bir ¢alismada, PAI 1
4G5G polimorfizmi ile PKOS arasinda anlamli bir iligki gosterilmistir. 4G4G
genotipi hasta grubunda % 39.8 iken kontrol grubunda % 20.31 olarak,
4G5G genotipi hasta grubunda % 39.8 iken kontrol grubunda % 28.13
olarak bulunmustur. Ayni gruplarda PAI 1 plazma duzeyleri de kontrol
grubuna kiyasla anlamli yiiksek bulunmustur®. Bu bulgular PAI 1 geni
promotor bdlgesinde 4G alelinin varliginin PAIl 1 dizeyinin artmasina
neden oldugunu 6ne surmektedir. Ayrica, bu iligki kardiyovaskuler risk ve
artmis tromboz egilimine de isaret etmektedir®°.

PAlI 1 4G5G polimorfizmi ile pozitif aile Oykustne sahip
prostat kanserli erkekler arasinda yapilan bir gcalismada, prostat kanseri ile
bu polimorfizm arasinda anlaml bir iligki gosterilememigtir. Ancak, ailede
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prostat kanseri olan hastalarda, 4G5G genotipine sahip bireylerde kontrol
grubuna kiyasla anlamli sonug bildirilmistir®”.

Sistemik meningokoksemili (sepsis ve menenijit) cocuklarda
PAI 1 geni 4G/5G polimorfizminin arastirildigi bir calismada, menenijit ile
bu polimorfizm arasinda bir iligki bulunamadigi, ancak, 4G aleli yoninden
homozigot bireylerde bu enfeksiyonla zayif bir korelasyon gosterildigi
bildirilmistir®®.

PAIl 1 ifadelenmesindeki farkliliklar, atheroskleroz, bébrek ve
akciger fibrozisi, insulin direncini iceren birgok hastalik ile iliskili
bulunmustur®®. PAI 1, hiicre adhezyonu ve gdgiindeki rolii nedeniyle,
tumor sekillenmesi, tumor bluyumesi ve metastazda da arastiriimigtir.
Ulkemizde PKOS’lu kadinlar (izerinde yapilan bir calismada, genotip
dagihmlart  ve alel sikliklari bakimindan anlamh bir farkhlik
gosterilememistir'®.

Calismamizin  sonucunda ise, PAI 1 geni promotor
bdlgesinde 4G/5G polimorfizmi agisindan PKOS’lu olgular ve kontrol
olgular arasinda anlamli iliski bulunamamistir (p>0.05). 4G alelinin sikhigi
hasta grubunda % 42.7, kontrol grubunda ise, % 50 olarak bulunmustur
(p>0.306) (Tablo25). Bu ¢alismanin sonuglarina goére, PAI 1 geni promotor
bdlgedeki 4G5G polimorfizminin, Turk toplumunda PKOS igin genetik bir
risk faktori olarak belirlenemeyecedi dusutnulebilir. Ayni  polimorfik
bdlgenin farkli hasta gruplarinda galigiimasiyla elde edilen farkli sonuglar,
her hastalik icin gen dizenleme ve ifadelenme mekanizmalarinin farkli
olabilecegini dugundurmektedir. PKOS’lu olgular ile yapilan genetik
calismalarda genotip ve haplotiplerin dagiliminda etnik farklihklar vardir.
Bazi polimorfizmler sadece belirli populasyonlarda bulunmakta, bazilari
ise farkli alel sikliklari gostermektedir.

66



6. SONUC

Bu tez galigmasinda, Calpain 10 geni Ug, alti ve onuguncu
intron bdlgelerinde tanimlanan SNP - 44, - 43, -19, - 63 polimorfizmleri,
insulin reseptor geninin 17. eksonunda C/T polimorfizmi ve plazminojen
aktivator inhibitér 1 geni promotor bdlgede 4G5G polimorfizminin Turk
toplumundaki alel ve genotip dagilimlari ve sikligi ile PKOS arasindaki
iliski arastirilmigtir. Ayrica, insulin reseptor geninin 12. eksonunda DNA
dizi analizi yapilarak olasi polimorfizmler arastiriimistir.

Bu arastirmadan elde edilen sonuglar, Turk toplumunda U¢
farkh gene ait alti polimorfizm bakimindan hasta bireyler ve kontrol grubu
arasinda istatistiksel bakimdan anlaml bir baglanti kurulamadigini
gostermektedir. Dolayisiyla, daha 6énceki farkli calismalarda aday gen
olabilecekleri 6ne surulen bu gen polimorfizmlerinin bizim toplumumuzda
calisilan gruplarda PKOS’a yatkinlikta roliniin olmadigi gértulmektedir.

PKOS ve arastirma kapsamina alinan gen polimorfizmleri
icin yapilan diger ¢alismalarda da farkh sonuglar goérilmektedir. Hem Turk
toplumunda hem de diger toplumlardaki farkliliklar segilen genlerin etnik
gruplara gore farkh ifadelenmesi, klinik heterojenite ve ¢evresel faktorlerle
etkilesimin her toplum igin farkli olmasi ile agiklanabilir.

PKOS ve genetik yatkinlik agisindan daha kesin ve kapsamli
bir sonu¢ elde edebilmek igin daha blyuk populasyonlarda arastirma
yapilmasi daha net bilgilere ulasiimasina olanak saglayacaktir. Ayrica, her
toplumun etnik kdkeni ve etkilesim icinde oldugu farkli gevresel faktorler
degerlendirilerek farkli polimorfik bdlgelerin analizi ve daha buyudk gen
bolgelerinin ¢aligiimasi bu hastaligin genetik temelinin aydinlatiimasinda
belirleyici olacaktir.
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7. OZET

Polikistik over sendromu (PKOS), dogurganlik cagindaki
kadinlarda en yaygin endokrin bozukluklardan biridir. ilk belirtileri, ergenlik
déneminde ortaya ¢ikmaktadir. PKOS’lu hastalarda hiperandrojenemi ve
kronik anovulasyon anahtar rolii olan bulgulardir. insiilin direnci ve obezite
ile de siklikla karsilasiimaktadir. Eriskin kadinlarda endokrin kokenli
infertilitenin en sik nedeni olup, endometrium kanseri, tip 2 diabet,
hipertansiyon, koroner kalp ve damar hastaliklari igin risk faktoradur.

PKOS, genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimi ile ortaya
clkan ve bireysel farkliliklardan dolayi heterojen goérinim sergileyen
ailesel kompleks bir hastaliktir. Genetik temeli ve kalitim sekli henlz
aydinlatilamamistir.

Bu tez galismasinda, PKOS'lu ergen kizlarda Calpain 10
geni SNP -44, -43, -19 ve -63, insulin reseptdr geni 17.eksonda C/T ve
plazminojen aktivator inhibitér 1 geni promotor bdlgesinde 4G/5G
polimorfizmleri ¢aligilarak toplumumuzdaki sikligin arastirilmasi ve
sendromla genetik iligkilerinin gosterilerek genetik yatkinligin belirlenmesi
amaglanmistir.

Arastirma kapsamina Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali, Cocuk
Endokrinoloji Bilim Dalinda izlenen 48 PKOS’lu ergen kiz ve 50 saglikl
birey dahil edildi. EDTA’lI tuplere alinan kan 6rneklerinden genomik DNA
elde edildi ve 6rnekler PCR-RFLP ydéntemi ile genotiplendirildi. Calisma
grubunu olusturan tim bireyler, insilin reseptdor geni ekson 12 ve
devamindaki intron bolgesi DNA dizi analizi yapilarak farkli bir polimorfizm
acisindan degerlendirildi.

Calismamizdan elde edilen sonuglar, Turk toplumunda Ug¢
farkli gene ait alti polimorfizm bakimindan hasta bireyler ve kontrol grubu
arasinda istatistiksel bakimdan anlamli bir farklihk ve bu polimorfizmler ile
PKOS arasinda anlamli bir iligki bulunamadigini gostermektedir. Bu
durum, Tuark toplumunda, bu gen polimorfizmlerinin PKOS’a yatkinlikta
roli olmadigini disundurmektedir.
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Bu tez galismasi, PKOS ve Calpain 10 geni, insulin reseptor
geni ve plazminojen aktivator inhibitér geni polimorfizmleri arasindaki
iligkinin arastiriimasi yonunden ve ergen kizlarda c¢alisiimasi bakimindan
toplumumuzda yapilmis ilk g¢alismadir. Ancak, bu genlerin, PKOS’un
genetik temeli ile olan iligkisinin belirlenmesi yonunden daha genis ¢alisma
gruplarinin aile temelli taranmasi ve iligkili oldugu diasunulen genlere ait
farkh polimorfik bolgelerin de g¢alisiimasi daha kesin ve ayrintili sonuglara
ulasmamiza olanak saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Polikistik over sendromu, polimorfizm, iliski, aday
genler, Calpain 10 geni, insulin reseptér geni, PAI 1 geni.
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8. SUMMARY

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is one of the most
common endocrine disorders among the women of reproductive age.
Hyperandogenism and chronic anovulation are the key characteristics of
subjects with PCOS. Insulin resistance, obesity and hirsutismus are the
well-known phenotypic features associated with this disorder. On the other
hand, it is the most leading cause of adult women infertility related with
endocrinal reasons and an important risk factor for endometrial cancer,
type 2 diabetes mellitus, hypertension and coronary heart disease.

PCOS is a familial disorder stemming from the interaction of
both genetic and environmental factors, and it appears to be
heterogeneous due to the individual differences. The genetic basis and the
mode of inheritance of it have not been clearly established yet.

In this study, it has been aimed to investigate the prevelance
and genetic susceptibility regarding three polymorphisms, that of Calpain
10 gene (SNP -44, -43, -19, -63), the insulin receptor gene (C/T SNP in
exon 17) and plasminogen activator inhibitor 1 gene (4G/5G) among
adolescent Turkish girls with PCOS. We have studied 44 adolescent girls
with PCOS as well as the mothers of 4 subjects and a control group
comprising 50 healthy girls. The genomic DNAs have been isolated from
the whole blood by DNA extraction techniques and the samples have been
genotyped by the PCR-RFLP method. In addition, DNA sequencing
analysis has been applied to all samples in order to investigate possible
appearance of a new polymorphism on exon 12 of insulin receptor gene.

Since no statistically significant difference between subjects
with PCOS and control group were found, we could conclude that there is
no necessary association between the above mentioned polymorphisms
and PCOS. The lack of such an association leads us to suggest that
polymorphisms in these genes have no role in susceptibility to PCOS in
Turkish population.

Our study is the first one that investigates the association
between Calpain 10 gene, insulin receptor gene, plasminogen activator
inhibitor 1 gene and PCOS among Turkish adolescent girls. More studies
on different polymorphic regions of suggested candidate genes and family
based scannings of larger groups are needed for clearer identification of
the genetic basis of PCOS in our country.
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71



10-

11-

12-

13-

14-

KAYNAKLAR

Carmina E, Lobo RA. Polycystic ovary syndrome (PCOS):
Arguably the most common endocrinopaty is associated with
significant morbidity in women. J Clin Endocrinol Metab. 1999; 84:
1897-1899.

Dunaif A. insulin resistance and the polycystic ovary syndrome:
Mechanism and implications for pathogenesis. Endocr Rev. 1997;
18: 774-800.

Gambineri A, Pelusi C, Vicennati V, Pagotto U, Pasquali R.
Obesity and the polycystic ovary syndrome. Int J Obes Relat
Metab Disord. 2002; 26:883-896.

Hashemipour M, Faghihimani S, Zolfaghary B, Hovsepian S,
Ahmadi F, Haghighi S. Prevalance of polycystic ovary syndrome in
girls aged 14-18 years in Isfahan, Iran. Horm Res 2004; 62: 278-
282.

Haap M, Machicao F, Stefan N, Thamer C, Tschritter O, Schnuck
F, Wallwiener D, Stumvoll M, Haring HU, Fritsche A. Genetic
determinants of insulin action in polycystic ovary syndrome.
Exp Clin Endocrinol Diabetes. 2005 May;113(5):275-81.

Urbanek M, Legro RS, Driscoll DA, Azziz R, Ehrmann DA, Norman
RJ et al. Thirty seven candidate genes for polycystic ovary
syndrome:strongest evidence for linkage is with follistatin. Proc
Natl Acad Sci USA. 1999; 96: 558-565.

Escobar-Morreale HF, Luque-Ramirez M, San Millan JL The
molecular-genetic basis of functional hyperandrogenism and the
polycystic ovary syndrome. Endocr Rev. 2005 Apr;26(2):251-82.
Pang S. Hirsutism, polycystic ovary syndrome and menstrual
disorders. Pediatric Endocrinology, Liftshitz F, (ed) 4th ed. New
York, Marcel Dekker, 2003. p: 277-3009.

Ojaniemi M, Pugeat M. An adolescent with polycystic ovary
syndrome. Eur J Endocrinol. 2006 Nov;155 Suppl 1:5149-52.
Witchel SF. Puberty and polycystic ovary syndrome.
Mol Cell Endocrinol. 2006 Jul 25;254-255:146-53.

Solomon CG. The epidemiology of PCOS. Prevalance and
associated disease risks. Endocrinol Metab North Am. 1999; 28:
247-263.

Koivunen R, Endocrine and metabolic changes in women with
polycystic ovaries, University of Oulu, Finland, 2001.

Baumann EE, Rosenfield RL. Polycystic ovary syndrome in
adolescence. The Endocrinologist. 2002; 12: 333-348.

Hamburg R. Management of polycystic ovary syndrome in
adolescence. Reviews in Gynecological Practice. 2004; 4: 148-
155.

Chang RZ, Katz SE. Diagnosis of PCOS. Endocrinol Metab North
Am. 1999; 28: 397-408.

72



16-

17-

20-

21-

22-

23-

24-

25-

26-

27-

29-

30-

Barnes RB, Rosenfield RL, Burstein S, Ehrmann DA. Pituitary-
ovarian responses to nafarelin testing in the polycystic ovary
syndrome. N Engl J Med. 1989; 320: 559-565.

ibanez I, Hall JE, Potau N, Carrascosa A, Prat N, Taylor AE.
Ovarian  17-hydroxyprogesterone  hyperresponsiveness  to
gonadotropin-releasing hormone agonist challenge in women with
polycystic ovary syndrome is not mediated by luteinizing hormone
hypersecretion. J Clin endocrinol metab. 1996; 81: 4103-41009.
Rosenfield RL, Ghai k, Ehrmann DA, Barnes RB. Diagnosis of the
polycystic ovary syndrome in adolescence: comparison of
adolescent and adult hyperandrogenism. J Pediatr Endocrinol
metab. 2000; 13: 1285-1289.

Deplewski D, Rosenfield RL. Role of hormones in plasebaceous
unit development. Endocr Rev, 2000; 21: 363-392.

Ferriman D, Gallwey JD. Clinical Endocrinol Metab. 1961; 21:
1440-1447.

Carmina E. Prevalance of idiopathic hirsutism. Eur J Endocrinol.
1998; 31: 421-423.

Freedman DS, Jacobsen SJ, Barboriak JJ, Sobocinski KA,
anderson AJ et al. Body fat distribution and male-female
differences in lipids and lipoproteins. Circulation. 1990; 81: 1498-
1506.

Barber TM, McCarthy MI, Wass JA, Franks S. Obesity and
polycystic ovary syndrome.Clin Endocrinol  (Oxf). 2006
Aug;65(2):137-45

Goodarzi MO, Azziz R. Diagnosis, epidemiology, and genetics of
the polycystic ovary syndrome. Best Pract Res Clin Endocrinol
Metab. 2006 Jun;20(2):193-205.

Sharma ST, Nestler JE. Prevention of diabetes and cardiovascular
disease in women with PCOS: Treatment with insulin
sensitizers.Best Pract Res Clin Endocrinol Metab. 2006
Jun;20(2):245-60.

Franks S. Adult polycystic ovary syndrome begins in childhood.
Best Pract Res Clin Endocrinol Metab. 2002 Jun;16(2):263-72.
Arslanian S, Witchel S. Polycystic ovary syndrome in adolescents:
is there an epidemic?. Current Opinion in
Endocrinology&Diabetes, 2002; 9: 32-42.

Venkatesan AM, Dunaif A, Corbould A. Insulin resistance in
polycystic ovary syndrome: progress and paradoxes. Recent Prog
Horm Res. 2001;56:295-308.

Ovalle F, Azziz R. Insulin resistance, polycystic ovary syndrome,
and type 2 diabetes mellitus. Fertil Steril. 2002 Jun;77(6):1095-
105.

Kusari J, Takata Y, Hatada E, Freidenberg G, Kolterman O,
Olefsky JM. Insulin resistance and diabetes due to different

73



31-

32-

33-

34-

35-

36-

37-

38-

40-

41-

42-

43-

44-

45-

mutations in the tyrosine kinase domain of both insulin receptor
gene alleles. J Biol Chem. 1991 Mar 15;266(8):5260-7.

Talbot JA, Bicknell EJ, Rajkhowa M, Krook A, O'Rahilly S, Clayton
RN. Molecular scanning of the insulin receptor gene in women with
polycystic ovarian syndrome. J Clin Endocrinol Metab. 1996
May;81(5):1979-83.

Diamanti-Kandarakis E, Papavassiliou AG. Molecular mechanisms
of insulin resistance in polycystic ovary syndrome.Trends Mol Med.
2006 Jul;12(7):324-32.

Dunaif A. Insulin action in polycystic ovary syndrome. Endorinol
Metab Clin North Am. 1999; 28: 341-3509.

Nestler JE, Jakubowicz DJ, Reamer P, Gunn RD, allan G.
Ovulatory and metabolic effects of D-chiro-inositol in PCOS. N
Engl J Med. 1999; 340: 1314-1320.

Luque-Ramirez M, San Millan JL, Escobar-Morreale HF. Genomic
variants in polycystic ovary syndrome. Clin Chim Acta. 2006
Apr;366(1-2):14-26.

Gilling-Smith ¢, Story H, Rogers v, Franks s. Evidence for a
primary abnormality of thecal cell steroidogenesis in the polycystic
ovary syndrome. Clin Endocrinol. 1997; 47: 93-99.

Franks S, Gharani N, Waterworth D, Batty S, White D et al.
Genetics of polycystic ovary syndrome. Mol Cell Endocrinol. 1998;
145: 123-128.

Menke MN, Strauss JF 3rd. Genetic approaches to polycystic
ovarian syndrome. Curr Opin Obstet Gynecol. 2007 Aug;19(4):355-
359.

Urbanek M. The genetics of the polycystic ovary syndrome.
Nat Clin Pract Endocrinol Metab. 2007 Feb;3(2):103-11.

Menke MN, Strauss JF 3rd Genetics of polycystic ovarian
syndrome. Clin Obstet Gynecol. 2007 Mar;50(1):188-204.

Dunaif A. Insulin resistance in women with polycystic ovary
syndrome. Fertil Steril. 2006 Jul;86 Suppl 1:S13-4.

Unluturk U, Harmanci A, Kocaefe C, Yildiz BO. The Genetic Basis
of the Polycystic Ovary Syndrome: A Literature Review Including
Discussion of PPAR-gamma. PPAR Res. 2007 Feb 21;2007:49109
Yilmaz M, Bukan N, Ersoy R, Karakog¢ A, Yetkin I, Ayvaz G, Cakir
N. Glucose intolerance, insulin resistance and cardiovascular risk
factors in first degree relatives of women with polycystic ovary
syndrome. Hum Reprod. 2005; 20: 2414-2415.

Sir-Peterman T, Angel B, Maliqueu M, Carvajal F, Santos LJ et al.
Prevalance of T2DM and insulin resistance in parents of women
with polycystic ovary syndrome. Diabetelogia. 2004; 45:959-964.
Yildiz BO, Yarali H, Oguz H, Bayraktar M. Glucose intolerance,
insulin resistance and hyperandrogenemia in first degree relatives
of women with PCO. J Clin Endocrinol Metab. 2003; 88(5): 2031-
2036.

74



46-

47-

49-

50-

51-

53-

54-

55-

56-

57-

58-

59-

60-

61-

Legro RS, Driscoll D, Strauss JF 3rd, Fox J, Dunaif A. Evidence for
a genetic basis for hyperandrogenemia in polycystic ovary
syndrome. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998 Dec 8;95(25):14956-
60.

Govind A, Obhrai MS, Clayton RN. Polycystic ovaries are inherited
as an autosomal dominant trait: analysis of 29 polycystic ovary
syndrome and 10 control families. J Clin Endocrinol Metab. 1999
Jan;84(1):38-43.

Kurzrock R, Cohen PR. Polycystic ovary syndrome in men: Stein-
Leventhal syndrome revisited. Med Hypotheses. 2007;68(3):480-3.
Duskova M, Starka L. The existence of a male equivalent of the
polycystic ovary syndrome--the present state of the issue.
Prague Med Rep. 2006;107(1):17-25.

Starka L, Duskova M, Cermakova |, Vrbikova J, Hill M. Premature
androgenic alopecia and insulin resistance. Male equivalent of
polycystic ovary syndrome? Endocr Regul. 2005 Dec;39(4):127-31.
Duskova M, Cermakova |, Hill M, Vankova M, Samalikova P,
Starka L. What may be the markers of the male equivalent of
polycystic ovary syndrome? Physiol Res. 2004;53(3):287-94.

Vink JM, Sadrzadeh S, Lambalk CB, Boomsma DI. Heritability of
polycystic ovary syndrome in a Dutch twin-family study. J Clin
Endocrinol Metab. 2006 Jun;91(6):2100-4.

Jahanfar S, Eden JA, Warren PW, Seppala M, Nguyen TV. A twin
study of PCOS. Fertil Steril. 1995; 63: 478-486
Diamanti-Kandarakis E, Piperi C. Genetics of polycystic ovary
syndrome: searching for the way out of the labyrinth. Hum Reprod
Update. 2005 Nov-Dec;11(6):631-43.

Crosignani PG, Nicolosi AE. Polycystic ovarian disease: heritability
and heterogeneity. Hum Reprod Update. 2001 Jan-Feb;7(1):3-7.
Legro RS, Strauss JF. Molecular progress in infertility: polycystic
ovary syndrome. Fertil Steril. 2002 Sep;78(3):569-76.

Seino S, Seino M, Nishi S, Bell Gl. Structure of the human insulin
receptor gene and characterization of its promoter.
Proc Natl Acad Sci U S A. 1989 Jan;86(1):114-8.

Sesti G. Insulin receptor variant forms and type 2 diabetes mellitus.
Pharmacogenomics. 2000 Feb;1(1):49-61.

Sesti G, Federici M, Lauro D, Sbraccia P, Lauro R. Molecular
mechanism of insulin resistance in type 2 diabetes mellitus: role of
the insulin receptor variant forms. Diabetes Metab Res Rev. 2001
Sep-Oct; 17 (5): 363-73.

Suzuki K, Hata S, Kawabata Y, Sorimachi H. Structure, activation,
and biology of calpain. Diabetes. 2004 Feb; 53 Suppl 1: S12-8.
Huang Y, Wang KK. The calpain family and human disease.
Trends Mol Med. 2001 Aug; 7 (8): 355-62.

75



62-

63-

64-

65-

66-

67-

68-

69-

70-

71-

72-

Turner MD, Cassell PG, Hitman GA. Calpain-10: from genome
search to function. Diabetes Metab Res Rev. 2005 Nov-Dec; 21
(6): 505-14.

Wiltgen D, Furtado L, Kohek MB, Spritzer PM. CAPN10 UCSNP-
43, UCSNP-19 and UCSNP-63 polymorphisms and metabolic
syndrome in polycystic ovary syndrome. Gynecol Endocrinol. 2007
Mar; 23 (3): 173-8.

Permutt MA, Bernal-Mizrachi E, Inoue H. Calpain 10: the first
positional cloning of a gene for type 2 diabetes? J Clin Invest. 2000
Oct; 106 (7): 819-21.

Baier LJ, Permana PA, Yang X, Pratley RE, Hanson RL, Shen GQ,
et al. A calpain-10 gene polymorphism is associated with reduced
muscle mRNA levels and insulin resistance. J Clin Invest. 2000
Oct; 106 (7): 819-21.

Strandberg L, Lawrence D, Ny T. The organization of the human-
plasminogen-activator-inhibitor-1  gene. Implications on the
evolution of the serine-protease inhibitor family. Eur J Biochem.
1988 Oct 1;176 (3): 609-16.

Nordt TK, Lohrmann J, Bode C. Regulation of PAI-1 expression by
genetic polymorphisms. Impact on atherogenesis. Thromb Res.
2001 Sep 30;103 Suppl 1:S1-5.

Ding J, Nicklas BJ, Fallin MD, de Rekeneire N, Kritchevsky SB,
Pahor M, et al. Plasminogen activator inhibitor type 1 gene
polymorphisms and haplotypes are associated with plasma
plasminogen activator inhibitor type 1 levels but not with
myocardial infarction or stroke. Am Heart J. 2006 Dec;152 (6):
1109-15.

Walch K, Grimm C, Huber JC, Nagele F, Kolbus A, Hefler LA. A
polymorphism of the plasminogen activator inhibitor-1 gene
promoter and the polycystic ovary syndrome. Eur J Obstet Gynecol
Reprod Biol. 2005 Nov 1; 123 (1): 77-81.

Glueck CJ, Sieve L, Zhu B, Wang P. Plasminogen activator
inhibitor activity, 4G5G polymorphism of the plasminogen activator
inhibitor 1 gene, and first-trimester miscarriage in women with
polycystic ovary syndrome. Metabolism. 2006 Mar; 55 (3): 345-52.

Gonzalez A, Abril E, Roca A, Aragon MJ, Figueroa MJ, Velarde P,
et al. Specific CAPN10 gene haplotypes influence the clinical
profile of polycystic ovary patients. J Clin Endocrinol Metab. 2003
Nov; 88 (11): 5529-36.

Daimon M, Oizumi T, Saitoh T, Kameda W, Yamaguchi H, Ohnuma
H, Igarashi M, Manaka H, Kato T. Calpain 10 gene polymorphisms
are related, not to type 2 diabetes, but to increased serum
cholesterol in Japanese. Diabetes Res Clin Pract. 2002 May; 56
(2): 147-52.

Evans JC, Frayling TM, Cassell PG, Saker PJ, Hitman GA, Walker
M. Studies of association between the gene for calpain-10 and type

76



74-

75-

76-

77-

78-

79-

81-

82-

2 diabetes mellitus in the United Kingdom. Am J Hum Genet. 2001
Sep; 69 (3): 544-52.

Haddad L, Evans J, Gharani N, Robertson C, Rush K, Wiltshire S,
et al. Variation within the Type 2 Diabetes susceptibility gene
calpain- 10 and polycystic ovary syndome. The Journal of Clinical
Endocrinology&Metabolism. 2002; 87 (6): 2606-2610.

Waterworth DM, Bennett ST, Gharani N, McCarthy MI, Hague S,
Batty S et al. Linkage and association of insulin gene VNTR
regulatory polymorphism with polycystic ovary syndrome. Lancet.
1997; 349: 986-990.

McKeigue P, Wild S, Bennett SD, Todd JA, Waterworth DM, Franks
S, McCarthy MI. Association of insulin gene VNTR regulatory
polymorphism with polycystic ovary syndrome. Lancet. 1997; 349:
1771-1772.

Bennett SD, Todd JA. Human type 1 diabetes and the insulin gene:
principles of mapping polygenes. Annu Rev Genet. 1996; 30: 343-
370.

Huxtable SJ, SakerPJ, Haddad LS, Walker M, Frayling TM, Levy JC
et al. Analysis of parent offspring trios provides evidence for linkage
and association between the insulin gene and type 2 diabetes
mediated exclusively through paternally transmitted class |ll VNTR
allels. Diabetes. 2000; 49: 126-130.

Escobar-Morreale HF, Peral B, Villuendas G, Calvo RM, Sancho J,
San Millan JL. Common single nucleotide polymorphisms in intron 3
of the calpain-10 gene influence hirsutism. Fertil Steril. 2002
Mar;77(3):581-7.

Ehrmann DA, Schwarz PE, Hara M, Tang X, Horikawa Y, Imperial
J, et al. Relationship of calpain-10 genotype to phenotypic features
of polycystic ovary syndrome. J Clin Endocrinol Metab. 2002 Apr;
87 (4): 1669-73.

Vollmert C, Hahn S, Lamina C, Huth C, Kolz M, Schopfer-Wendels
A, et al. Calpain-10 variants and haplotypes are associated with
polycystic ovary syndrome in Caucasians. Am J Physiol Endocrinol
Metab. 2007 Mar; 292 (3): E836-44.

Gonzalez A, Abril E, Roca A, Aragon MJ, Figueroa MJ, Velarde P,
et al. CAPN10 alleles are associated with polycystic ovary
syndrome. J Clin Endocrinol Metab. 2002 Aug; 87 (8): 3971-6.
Ohro-Melander M, Klannemark M, Svensson MK, Ridderstrale M,
Lindgren CM, Groop L. Variants in the calpain-10 gene predispose
to insulin resistance and elevated free fatty acid levels. Diabetes.
2002 Aug; 51 (8): 2658-64.

Horikawa Y, Oda N, Cox NJ, Li X, Orho-Melander M et al. Genetic
variation in the gene encoding Calpain 10 is associated with type 2
diabetes mellitus. Nat Genet. 2000; 26: 163-175.

Moller DE, Flier JS. Detection of an alteration in the INSR gene in a
patient with insulin resistance. N Engl J Med.1988; 319:1526-1529.

77



86-

87-

89-

90-

91-

95-

96-

Cama A, de la Luz, Ottini L, Kadowaki T, Gorden P et al. A
mutation in the tyrozin kinase domain of the insulin receptor
associated with insulin resistance in an obese women. J Clin
Endocrinol Metab. 1991; 73: 894-901.

Kim H, Kadowaki H, Sakura H, Odawara M, Momomura K, Takashi
Y, Miyazaki Y et al. Detection of mutations in the INSR gene in
patients with insulin resistance by analysis of SSCP. Diabetelogia.
1992; 35: 261-266.

Tucci S, Futterweit W, Concepcion ES, Greenberg DA, Villanueva
R, Davies TF, Tomer Y. Evidence for association of polycystic
ovary syndrome in caucasian women with a marker at the insulin
receptor gene locus. J Clin Endocrinol Metab. 2001 Jan;86(1):446-
9.

Siegel S, Futterweit W, Davies TF, Concepcion ES, Greenberg DA,
Villanueva R, Tomer Y. A C/T single nucleotide polymorphism at
the tyrosine kinase domain of the insulin receptor gene is
associated with polycystic ovary syndrome. Fertil Steril. 2002
Dec;78(6):1240-3.

Lee EJ, Yoo KJ, Kim SJ, Lee SH, Cha KY, Baek KH. Single
nucleotide polymorphism in exon 17 of the insulin receptor gene is
not associated with polycystic ovary syndrome in a Korean
population. Fertil Steril. 2006 Aug;86(2):380-4.

Jin L, Zhu XM, Luo Q, Qian Y, Jin F, Huang HF. A novel SNP at
exon 17 of INSR is associated with decreased insulin sensitivity in
Chinese women with PCOS. Mol Hum Reprod. 2006
Mar;12(3):151-5.

Gris JC, Neveu S, Mares P et al. Plasma fibrinolytic activators and
their inhibitors in women suffering from early recurrent abortion of
unknown etiology. J Lab Clin Med. 1993; 122: 606-615.

Kinik ST, Atac FB, Verdi H, Cetintas S, Sahin FI, Ozbek N. The
effect of plasminogen activator inhibitor-1 gene 4G/5G
polymorphism on glucose and lipid metabolisms in Turkish obese
children. Clin Endocrinol (Oxf). 2005 May; 62 (5): 607-10.
Diamanti-Kandarakis E, Palioniko G, Alexandraki K, Bergiele A,
Koutsouba T, Bartzis M. The prevalence of 4G5G polymorphism of
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) gene in polycystic ovarian
syndrome and its association with plasma PAI-1 levels. Eur J
Endocrinol. 2004 Jun;150 (6): 793-8.

Dahlgren E, Janson PO, Johansson S, Lapidus L, Tengborn L.
Hemostatic and metabolic variables in women with PCOS. Fertility
and Sterility. 1994; 61: 455-460.

Eriksson P, Kallin B, Bavenholm P, Hamsten A. Allele spesific
increase in basal transcription of the PAI 1gene is associated with
myocardial infarction. PNAS. 1995; 92: 1851-1855.

Jorgenson E, Deitcher SR, Cicek M, Liu X, Plummer S, Casey G,
Witte JS. Plasminogen activator inhibitor type-1 (PAI-1)

78



polymorphism 4G/5G is associated with prostate cancer among
men with a positive family history. Prostate. 2007 Feb 1;67(2):172-
7.

98- Geishofer G, Binder A, Muller M, Zohrer B, Resch B, Muller W.
4G/5G promoter polymorphism in the plasminogen-activator-
inhibitor-1 gene in children with systemic meningococcaemia. Eur J
Pediatr. 2005 Aug; 164 (8): 486-90.

99- Yamamoto K, Saito H. A pathological role of increased expression
of PAI 1 in human or animal disorders. Int J Haemotol. 1998; 68(4):
371-385.

100- Karadeniz M, Erdodan M, Berdeli A, Saygili F, Yilmaz C. 4G/5G
polymorphism of PAI 1 gene and Alu repeat I/D polymorphism of
TPA gene in Turkish patients with PCOS. J Assist Reprod Genet.
2007 Sep; 24 (9): 412-8.

79



9. OZGECMIS

Adi : '[UGBA

Soyad: : UNSAL

Dogum Yeri ve Tarihi: ~ ANKARA, 11/02/1975

Egitimi :

2002- : Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik ABD

Doktora Programi

1996-1998: Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ABD Yiksek
Lisans Programi

1991-1995: Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimii

Yabanci Dili: ingilizce

80



