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OZET

Dr. Ulviye KINA. Polikistik Over Sendromlu Hastalarda XRCC1, APE1
ve XPD DNA Onarim Genlerindeki Genetik Polimorfizmin Arastirilmasi.
Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastahklar1 ve Dogum
Anabilim Dal, Uzmanlik Tezi, Bolu, 2013

Polikistik over sendromu (PKOS); reprodiiktif donemdeki kadinlarin yaklagik
%5-10’unu etkileyen, kronik anovulasyon ve hiperandrojenizm ile karakterli
kompleks, kronik seyirli, metabolik bir hastaliktir. Oksidatif stres ile PKOS iliskisini
arastiran caligmalara gore oksidatif stresin PKOS patofizyolojisinde potansiyel faktor
oldugu ileri siiriilmiistiir. Oksidatif stres, serbest radikal olusumu ile antioksidan
savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku
hasarina yol agmaktadir. DNA hasarinin yogunluguna bagh olarak hiicre siklusunun
durdurulmasi, gen ekspresyonunun degismesi, DNA tamirinin uyarilmasi ve
programlanmig hiicre oliimiiniin artmasi1 basta olmak {iizere bir¢ok hiicresel yanit
tetiklenir. DNA tamir geni polimorfizmleri DNA tamir enzimlerinin fonksiyonlarimi
degistirebilmektedir. Biz c¢alismamizda DNA onarim genlerinden XRCCI1
Arg399GIn, XPD Lys751GIn, APE1 Aspl148Glu polimorfizmi ile Polikistik Over
Sendromu arasindaki iligkiyi arastirdik. PKOS hastas1 105 ve kontrol grubundaki 90
saglikli kadindan alinan kan orneklerinden DNA izole edildi. Genotipler RT-PCR
yontemi ile tamimlandi. Calismamizda, APE1, XRCC1 ve XPD genlerinde genotip ve

allelleri yoniinden kontrol grubu ve hasta grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

Anahtar Kelimeler: PKOS, DNA onarim genleri, XRCC1, APE1, XPD

Bu calisma Abant Izzet Baysal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan desteklenmistir (Proje numarasi 2012.08.02.474).
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ABSTRACT

Dr. Ulviye KINA. To investigate the DNA repair gene XRCC1, APE1
and XPD polymorphism in patients with polycystic ovary syndrome.
Department of Obstetric and Gynecology, Faculty of medicine, Abant izzet
Baysal University, Bolu, Turkey, 2013

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a complex metabolic disease with a
chronic course that characterized with chronical anovulation and hiperandrogenism
and affects 5-10% of the women in reproductive period. Oxidative stress was
suggested as a potential factor in the pathophysiology of PCOS according to the
studies investigating the relationship between PCOS and oxidative stres. Oxidative
stress indicates the imbalance between antioxidant defence and ROS production and
causes tissue damage in the end. Depending on severity of DNA damage, many
cellular response are triggered such as stopping cellcycle, transition of gene
expression, stimulation of DNA repair and increased programmed cell death
(apoptosis). Polymorphisms of DNA repair genes might change the function of DNA
repair enzymes. In our study we investigated the relationship between DNA repair
genes (XRCC1 Arg399GlIn, XPD Lys751GIn, APE1 Asp148Glu) polymorphism and
polycystic ovary syndrome. DNA was isolated from the blood sample of 105 woman
with PCOS and 90 healthy controls. Genotypes was defined with RT-PCR assay. In
our study there were no significant difference between study and control groups for

APE1, XRCC1 and XPD genes and alleles.

Key Words: PCOS, DNA repair genes, XRCC1, APE1, XPD

This study was supported by Abant Izzet Baysal University Scientific Research
Projects Unit (Project no 2012.08.02.474).
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1. GIRIS

Polikistik over sendromu (PKOS); reprodiiktif donemdeki kadinlarin yaklasik
%5-10’unu etkileyen, anovulasyon ve hiperandrojenizm ile karakterli kompleks,
kronik seyirli, metabolik bir hastaliktir. PKOS, patofizyolojisi ve endokrinolojisi
halen tam olarak anlasilamamis olsa da, insiilin rezistansi, santral sinir sistemi,
hipofiz bezi, overler, adrenal glandlar ve ekstraglandiiler dokulararasindaki
etkilesimlerin bozulmasina bagli olarak yasamin herhangi bir doneminde ortaya
cikabilmektedir (1).

PKOS’un uzun donemde infertilite, rekiirren spontan abortus, hiperlipidemi,
Tip I DM (diyabetes mellitus), hipertansiyon, koroner ateroskleroz, endometriyal
hiperplazi ve kanser gelisimi agisindan risk olusturmasi ve yasam kalitesini olumsuz
yonde etkilemesi, sendromun fizyopatolojisi ve tedavisinin jinekologlar ve
endokrinologlar tarafindan detayl bir sekilde arastirilmasina neden olmustur. Ancak
sendromun  multifaktéoryel  olusu  ve  prezentasyonundaki  heterojenite
fizyopatolojisinin tam olarak anlasilmasini zorlastirmaktadir (1).

PKOS’lu hastalarda kronik karsilanmamis Ostrojen etkisi, kronik
anovulasyon, obezite ve hiperinsiilinemi endometriyal hiperplazi ve adenokarsinom
riskini artirabilecek Ozelliklerdir (2). Anovulasyon, endometriumun Ostrojenin
mitojenik etkilerine maruz kalmasina ve progesteronla karsilanamayan bu etkinin
siirekli olmasina neden olur, sonucta atipili veya atipisiz endometrial hiperplazi ve
kanser siklig1 artar (3). Ostrojen ve metabolitleri, DNA’da direkt hasar ile timor
gelisiminde rol oynamaktadir (4).Aym1 zamanda Ostrojen ve metabolitleri redox
siklusuna girer ve oksidatif stres olusturan, lipid peroksidasyonu (5) yapan ve DNA
hasarina sebep olan oksijen radikalleri olusturur (4,6).

Asin reaktif oksijen molekiilleri, DNA da oksidatif yikimlara, DNA zincir
kirilmalarina, temel degisikliklere ve kromozomal aberasyonlara yol agmaktadir (7).
Oksidatif DNA hasarinin onarimi i¢in, insan hiicreleri, 5 farkli DNA tamir sistemi
tarafindan desteklenmektedir (8). Direk tamir, Mismatch (yanlis eslesme) onarimi
(MER), cift sarmal kirik tamiri, baz kesip ¢ikarma onarimi (BER) ve nukleotid
cikarma tamiri (NER) (8). Oksidatif yolla olusan tek sarmal kirigi gibi DNA



lezyonlarinin neredeyse tamami tek hiicreli E.Coli’den memelilere kadar genis bir
organizma yelpazesinde BER yolu ile onarilir (9,10).

Apurinic/apyrimidinic endonuclease (APEl) ve X-ray repair cross-
complementing-1 (XRCC1) genleri BER yolunun kilit genleridir (8).XRCC1 geni
BER mekanizmasinda, en sik goriillen hiicresel DNA hasar1 olan tek zincir
kiriklariin tamirinde rol alan bir proteini kodlamaktadir. XRCC1’de mutasyon olan
hiicrelerde DNA tamir kapasitesinde degisiklikler meydana gelebilmektedir (11).
APE1, BER yolunun hiz sinirlayict enzimidir (12,13) ve hatali bazin ¢ikartilmasiyla
geride kalan abazik bolgede gorev alarak BER siirecini baglatir (14).

UV iginlan tarafindan olusturulan cyclopyrimidine dimerlerinin ve 6-4 151n
tiriinlerinin ve baska kimyasal ajanlar tarafindan olusturulan zararlanmalarin
uzaklastirilmasinda NER ana yolaktir (15). NER yolagi DNA hasar1 tanimasinda,
insizyonda, DNA ligasyonunda ve tekrar sentezlenmesinde gorevli 30
cesitproteinden meydana gelir (16). NER yolagi, xeroderma pigmentosum (XP) veya
excision repair cross complementing (ERCC) olarak adlandirilan ¢esitli genlerden
olusur. Bu yolaktaki en onemli genler XPA, ERCC1, ERCC2/XPD, ERCC4/XPF ve
ERCC5/XPG’dir (17).

PKOS ile over ve endometrium kanseri arasindaki iliskinin DNA onarim
genlerindeki defektlerle iliskili olabilecegini diisiinerek bu calismayi planladik ve
XRCCI1, XPD, APE1 DNA tamir geni polimorfizmlerini PKOS ve kontrol grubunda
inceleyerek, bu polimorfizmler ile PKOS arasinda nedensel bir iligki olup olmadigini
ortaya koymay1 amagcladik.

Literatiir tarandiginda XPD, APE1 ve XRCC1 DNA onarim genleri jinekoloji
ve obstetride; endometriozis, leiomyom, pre-eklampsi ve endometrium kanserinde
calisildigr tespit edilmistir (18,19,20,21,22,23).

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda, bu tarihe kadar Tiirkiye’de ve yurtdisinda
Polikistik Over Sendromu ile APE1l, XRCC1 ve XPD DNA onarim genlerindeki
genetik polimorfizm arasindaki iligkiyi arastirmis olan herhangi bir calismaya
rastlayamadik.

Bildigimiz kadariyla, bizim calisjmamiz DNA tamir genleri ve PKOS
arasindaki iligkiyi arastiran ilk caligmadir ve giincel literatiire 6nemli bir katki

saglayabilir.



Polikistik Over Sendromu ile APEl, XRCCl1 ve XPD DNA onarim
genlerindeki genetik polimorfizm arasinda herhangi bir iligki tespit etmemiz
durumunda ve hatta iliski olmadigin1 dahi tespit etmemiz durumunda, bu konudaki
literatiir boslugunun doldurulacagini ve gelecekte yapilacak olan calismalara katki

saglayacagini diislinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Polikistik Over Sendromu

2.1.1. Tanim ve Tarihce

Polikistik over sendromu (PKOS), hipotalamik-hipofizer-overyan-adrenal
dokular arasindaki etkilesimlerin bozulmasi sonucu; iireme ¢aginin herhangi bir
doneminde ortaya cikan kronik seyreden, yasam kalitesini olumsuz etkileyebilen
kompleks bir hastaliktir (24). Hiperandrojenizm, kronik anovulasyon, infertilite,
hirgutism, artmis insiilin rezistansi, tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastalik,
endometrium ve over kanseri ile iliskilidir (2). PKOS, ilk olarak 1935 yilinda Irving
F. Stein ve Michael L.Leventhal tarafindan amenore, hirsutizm, anovulasyon ve
biiyiik polikistik overlerle karakterize semptomlar kompleksi olarak tanimlanmistir
(25,26). 1958’de McArthur, Ingersoll ve Worcester ilk biyokimyasal bozukluk olarak
PKOS’lu kadinlarda artmis iiriner LH (Liiteinizan Hormon) seviyelerini ortaya
koymustur (27). 1970 ve 1980’lerde yiikselmis LH ve Testosteron seviyeleri tanida
kullanilmaya baslanirken, 1980’lerde LH ve FSH (Folikiil Stimiilan Hormon)
oranlarinin  LH lehine yiikseldigi ortaya kondu (28). Periferik aromatizasyon
nedeniyle, Ostron (E1)/ Ostradiol (E2) oraniin, E1 lehine arttigina dikkat cekildi
(25,29,30). Son olarak bu tanimlara insiilin direnci ve hiperinsiilinemi de ilave
edilmistir (25,29).Ultrasonografideki gelismelerle birlikte over morfolojisindeki
degisiklikler tanida kullanilmak iizere giindeme gelmeye baslamistir (31). Bugiin ise
PKOS’un insiilin direnci, metabolik sendrom, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
birlikteligi kanitlanmis metabolik bozukluklarla birlikte bulundugu ve bunlarin insan

sagligina uzun donem etkileri tizerinde durulmaktadir (32).

2.1.2. Tan kriterleri

Polikistik over sendromu tanis1 koyulurken spesifik bir endokrin veya klinik
kriter iizerinde 1srar edilmesi, bu hastalarin gercekte iiyesi olduklar1 genis
spektrumdan ayrilarak bu spektrumun izole bir parcasi halinde yorumlanmasina
neden olmaktadir (33).

Bir¢ok arastirmaci; killanma artisi, diizensiz menstriiel siklus, obezite ile
basvuran, ultrasonografi (USG)’de PKO (polikistik over) goriiniimii olan kadinlara

klinik olarak PKOS tanisi1 konulmasi konusunda hemfikirdir (34).
4



Klinik olarak farkli fenotiplerin olmasi ve baska endokrin sorunlarla
benzerligi nedeniyle konu bir¢cok uluslararasi toplantida tartisilmis ve tani igin
kriterler belirlenmistir. Ik olarak 1990 yilinda “National Institutes of Health” (NIH)
ve‘“‘National Institute of Child Health and Human Development” (NICHHD)
konsensus konferansinda (Tablo 2.1) orjinal tam kriterleri belirtilmis olup; PKOS
tanist icin klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulart ile kronik
anoviilasyon bulunmasi ve Cushing sendromu, hiperprolaktinemi, klasik olmayan
konjenital adrenal hiperplazi gibi PKOS benzeri klinige yol acgabilecek diger
nedenlerin ekarte edilmesi gerektigi ©ne siiriilmiistir (35). Tanim ve klinik
goriiniimdeki cesitliligi netlige kavusturmak amaci ile 2003 yilinda Rotterdam’da
ESHRE/ASRM ortak toplantisinda kriterler gozden gecirilip, klinik ve biyokimyasal
degerlendirme yaninda, Ozellikle over hacmi ve follikiil sayisin1 goz Oniinde
bulunduran ultrasonografik degerlendirmenin de tani kriterleri arasinda yer aldigi
belirtilmistir (36). Ultrasonografik olarak PKO goriiniimiiniin tanimi da tekrar
degistirilmis ve en az tek tarafli 2-9 mm’lik 12 adet folikiil varlig1 veya en az 10
em?’liik over hacmi esas alinmistir. Folikiillerin overdeki dagilimi1 (periferik veya
santral) ile stromadaki morfolojik degisiklikler (stromal hiperekojenite gibi) tani
kriterlerine dahil edilmemislerdir (2,37,38).

PKOS da Rotterdam kriterleri iki yeni fenotip belirlemistir. Polikistik overleri
ve ovulatuar disfonksiyonu olup hiperandrojenizmi olmayanlar ile polikistik overleri
ve klinik ve/veya biyokimyasal olarak hiperandrojenizmi olup ovulatuar
disfonksiyonu olmayanlar da PKOS tanis1 alacak gruba dahil edilmislerdir (36).Bu
ikinci gruba ovulatuar PKOS da denmektedir. Ovulatuar PKOS fenotipi PKOS’lu
populasyonun kii¢iik bir kismini olusturmakta ve anovulatuar PKOS’lu hastalara
gore androjenik ve metabolik ozellikler daha az belirgin olmaktadir (39). Bundan
sonra bircok bilimsel tartigmada sonografik bulgularin tanisal degerinin olup
olmadig1 ve degisik fenotiplerin sistemik ve metabolik acidan etkilenme profilleri
incelenmistir (40,41).

2006 yilinda Androgen Excess and PKOS Society (AEPS) tarafindan
diizenlenen konsensus toplantisinda NIH kriterleri yeniden modifiye edilerek, klinik
ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizmin sendromun en 6nemli ve uzun donem

metabolik riskler ve morbidite iizerine en etkili olan mutlak tani kriteri oldugu



belirtilmistir. Bu kriterlere gére menstrual bozukluk ve polikistik over morfolojisi

olan fenotip klinik onemini yitirmistir (39).

Tablo 2.1. Polikistik over sendromu tam kriterleri (36).

1990 National Institutes of Health Tam Kriterleri
1. Kronik anoviilasyon
2. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgular1 ve diger etyolojik

nedenlerin ekarte edilmesi

2003 Rotterdam Yeniden Gozden Gegcirilmis Tam Kriterleri*

1. Oligo-anoviilasyon

2. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgular1

3. Polikistik overler ve diger etyolojik nedenlerin ekarte edilmesi (en az tek tarafh
2-9 mm’lik 12 adet follikiil varlig1 veya en az 10 cm3’liik over hacmi esas

alinmistir)

*Tani i¢in ti¢ kriterden ikisinin bulunmasi gerekmektedir.

Tablo 2.2. AES Tam Kriterleri (39)

PKOS 2006 AES tani kriterleri
1. Hiperandrogenizm: Hirsutizm ve/ veya hiperandrogenizm

2. Over disfonksiyonu: Oligo- anovulasyon ve/ veya polikistik overler

3. Diger androgen asirilig1 veya benzeri hastaliklarin ekarte edilmesi™

*21 hidroksilaz tipi non-klasik siirrenal hiperplazisi, androjen salgilayan tiimorler, androjenik/
anabolik ilaclarin kullamilmas: veya suistimali, Cushing sendromu, ciddi insiilin direnci
sendromlari, tiroid disfonksiyonu ve hiperprolaktinemi nedenleri ekarte edilmelidir.

2.1.3. Prevalans

Bir ¢ok toplumda yapilan prevalans calismalari olmasina ragmen ¢esitli tani
kriterlerinin varligr nedeniyle farkli sonuglar ¢cikmakla beraber NIH kriterleri ele
alindiginda Yunanistan’a ait bir adada yapilan calismadan gelen veriler PKOS
prevalansimi %6.8, Ispanya’da kan donérlerinde yapilan ¢alisma %6.5, Oxford
tiniversitesinden gelen veriler ise %8 olarak bildirmistir (42,43). En son yapilan en
biiyiik toplum tabanlh ¢alismada ise prevalans %8,7 + 2, diger verilerden biraz daha
yiikksek olarak bildirilmistir. Bu calismada ilk kez Rotterdam ve AES kriterlerine
gore de prevalanslar calisilmis ve sirasiyla %11.9 + 2.4 ve %10.2 + 2.2 olarak
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belirlenmistir (44). Bu veriler dikkate alindiginda NIH kriterlerine gore PKOS
prevalansi %6.5-%8.7 arasinda degismektedir.

Bu rakamlar Tiirkiye niifusuna oranlandiginda yaklasik 1 milyon PKOS
hastas1 oldugu goriilmektedir. Diger kriterler ozellikle de Rotterdam kriterleri

kullanildiginda bu rakamlar %20-60 civarinda artis gostermektedir (44,45).

2.1.4. Etyopatogenez

Sendromun patofizyolojisi, ¢ok sayida klinik, laboratuar ve deneysel verilere
ragmen halen yeterince bilinmemektedir. PKOS birka¢ sistemin bozuk c¢alismasinin
sinerjistik etkisi sonucu ortaya ¢ikan, multifaktoriyel hastalik olarak diisiiniilebilir.
Bu sistemler asagidaki gibi siralanmaktadir;
1- Hipotalamo-hipofizer disfonksiyon,
2- Abartilmis adrenars,
3- Insiilin direnci ve hiperinsiilinemi,
4- Steroidogenez degisiklikleri,
5- Obezite,
6- Genetik faktorler,

7- Intraovaryan faktorler.

2.1.4.1 Hipotalamo-Hipofizer Disfonksiyon

Normal menstriiel siklusta hipotalamustan pulsatil olarak salinan
gonadotropin releasing hormon (GnRH) hipofizden pulsatil FSH ve LH salinimina
yol acar. PKOS olgularinda santral gonadotropin dinamiginde sapmalar vardir. LH
pulslarinin amplitiidii ve frekansi ile ortalama serum LH konsantrasyonu artmis
olarak tespit edilmektedir. Bu degisikliklere GnRH pulse sikliginin artisi, GnRH’ye
yanit artis1 ve yliksek Ostrojen diizeylerinin neden oldugu diisiiniilmektedir (2,46).
Ozellikle LH “pulse” frekansindaki artis, PKOS olgularinda LH/FSH oraninin
artmasimna neden olur (47). PKOS’lu hastalarda LH’nin aksine hipofizer FSH
sekresyonu, erken follikiiler fazda belirgin olarak diisiik tespit edilmektedir
(48).Diisik FSH diizeyinin nedeni tam olarak anlagilamamakla beraber kronik

karsilanmamis Ostrojenin negatif “feedback™ etkisi ile artmis GnRH pulsatilitesinin



LH-B gen ekspresyonunu FSH-f gen ekspresyonuna gore daha fazla arttirmasinin

patogenezde rol oynadig diisiiniilmektedir (28,49).

2.1.4.2. Abartilmis adrenars

Adrenars; adrenal androjenlerin etkisiyle ortaya c¢ikan, pubik ve aksiler
killanma ile karakterize bir donemdir.

Abartilmis adrenars teorisine gore; PKOS gelistirmeye aday adolesanlar
adrenars1 abartili yasar ve PKOS ancak peripubertal asir1 adrenars ve fizyolojik
insiilin rezistanst birlikte olunca gelisir. Biitiin androjenik hormonlar ve bunlarin
prekiirsorleri PKOS’Iu olgularda artmistir. Bunlar potent androjenik steroidleri, 17p3-
hidroksisteroidleri ve dahaaz androjenik ancak Onemli prekiirsorler olan 17-
ketosteroidleri igerir. Ayrica 17a-hidroksiprogesteron konsantrasyonu yiikselmistir.
PKOS’lu  olgularda  dolasimda  yiiksek  seviyelerde  bulunan = DHEA
(Dehidroepiandrosteron) ve DHEA-S (Dehidroepiandrosteron Siilfat) deksametazon
supresyonu sonrasinda baskilanir. Oysa deksametazon verilmesini takiben
testosteron ve androstenedion seviyeleri, 17-OH progesteron kadar baskilanmaz.
DHEA ve DHEA-S adrenal kaynakliyken testosteron ve androstenedion overler
tarafindan da sentezlenir. GnRH agonisti ile endojen gonadotropin stimiilasyonu
yapilirsa artmig ovaryan 17-OH progesteron cevabi olusmasit PKOS’lu olgularda
artmis p450cl7 enzimatik aktivitesine isaret eder. Bu enzimatik hiperfonksiyonun
adrenal ve overde beraber mi oldugu veya once adrenalde olan bu durumun sekonder
olarak overde mi devam ettigi konusu net degildir (50).

Pubertede fizyolojik olarak insiilin rezistans1 gelisir; IGF-1 (insiilin Benzeri
Biiytime Faktorii) ve GH (Biiyiime Hormonu) sekresyonlarinda artis, SHBG (Seks
Hormon Baglayici Globulin) ve IGFBP-1 (Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
Baglayic1 Protein-1) sekresyonlarinda diisiis meydana gelir. Artmis adrenal
androjenler periferde ekstraglandiiler olarak estrojene doniisiir, bu artmis estrojen de
pubertede hipofizin endojen GnRH’ya sensitivitesini arttirir. Bu da LH’ya bagimlh
androjen yapimim arttirir. Pubertal insiilin rezistansi1 hiperandrojenizmin adrenalden
overe taginmasina yardim ediyor gibi yorumlanabilir. Bir kez PKOS tablosu
olustuktan sonra, olgularin %50’sinde adrenal androjenler yiiksek olarak devam eder.

PKOS’lu olgularin %50’sinde kombine adrenal ve ovaryan hiperandrojenizm



gozlenir ki bu da zona retikiilarisin hiperfonksiyonuna ve 17-20 liyaz enzimi

yiiksekligine isaret eder (50,51).

2.1.4.3. Insiilin direnci ve hiperinsiilinemi

Insiilin, pankreasin B (beta) hiicrelerinden salgilanan polipeptit yapida bir
hormondur. Bu hormonun hedef dokular1 karaciger, kas ve yag dokusudur. Insiilin,
karacigerde glukoneojenezi ve glikojen yikimini inhibe ederek hepatik glukoz
tiretimini baskilarken, kas ve yag dokusuna periferal glukozun alinmasini, protein
sentezlenmesini, hiicre bilylimesini ve farklilagmasimi uyarir. Ayn1 zamanda yag
dokusunda lipolizi inhibe eder (52,53).

Insiilinin etkileri:
. Direkt olarak ovaryan steroidogenezi uyarir.
. Steroidogenezi uyarmada LH ve FSH ile sinerjik etki gosterir.
. ACTH’a (Adrenokortikotropik Hormon) adrenal duyarlilig artirir.
. LH sentez ve pulsatilitesini artirir.
. LH’ya teka hiicre duyarliligin1 artirir.
. Adrenal ve ovaryen 17-a hidroksilaz ve 17-20 liyaz aktivitelerini artirir.
. IGFBP-1 diizeyini azaltir.

. Ovaryen IGF-1 reseptorlerinde “up” regiilasyon yapar.
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. Hepatik SHBG sentezini inhibe eder.

10. Ovaryen biiyiime ve kist olusumunda FSH ve human Kkoryonik

gonadotropin ile sinerjik etki gosterir (54,55,56,57).

Insiilin direnci, viicudun kendi insiilin hormonuna kars1 bozulmus metabolik
cevabi, bu cevaptaki kisithilik olarak tarif edilebilir. Ozellikle kas, karaciger ve yag
dokusu hiicreleri glukozu normalde oldugu gibi metabolize edemezler. Bu durum
reaktif olarak insiilin diizeyinin yiikselmesine ve hiperinsiilinemi denen kronik bir
duruma neden olur. Insiilin direnci ve beraberinde kompansatuvar hiperinsiilinemi,
hem zayif (%30) hem de obez (%75) PKOS hastalarinda sik goriilen bir bulgudur
(58,59).

Ilk kez 1980 yilinda Burghen ve arkadaslari tarafindan obez PKOS’li
hastalarda hiperandrojenizm ve hiperinsiilineminin pozitif lineer korelasyonunun

bulunmasinin ardindan bir¢ok calismada zayif ve obez PKOS hastalarinda insiilin



direnci gosterilmistir, ancak ne obezite ne de tek basina androjen fazlalign PKOS’de
goriilen insiilin etki bozuklugunu agiklamamaktadir (60,61). Ayrica, her PKOS
hastasinda insiilin direnci olmadig1 gibi, insiilin direnci 6l¢iimii PKOS tan kriterleri
arasinda da yer almaz (62). Insiilin direncini inceleyen bazi ¢alismalarda, insiilinin
reseptore baglanmast normal iken, insiilin-aracili glukoz transportunun azalmig
oldugu (artmis serin fosforilasyonuna bagli postreseptor defekt) saptanmistir (60).

Insiilin reseptorii, 2 alfa ve 2 beta birimlerinden olusmus bir heterodimerdir.
Alfa birimleri ekstraselliilerdir, insiilini baglar. Beta birimleri ise membran boyunca
olup, intraselliiler boliimii tirozin kinaz enzimatik aktivitesi icerir. Tirozin kinaz
aktivitesi insiilin etkisinin biiyiik cogunlugundan sorumludur (63).

PKOS’lu hastalarda meydana gelen insiilin direncinin, hiicre i¢inde insiilin
reseptorii bagimli sinyal iletiminde meydana gelen postreseptor defekt nedeniyle
olustugu bulunmustur. Insiilin reseptoér fosforilasyonundaki intrinsik bir genetik
anormallik sonucunda insiilin-bagimsiz serin fosforilasyonun artig gosterip insiilin-
bagimh tirozin fosforilasyonun azalmasi sonucunda, dokularda insiilin duyarlilig
azalmakta ve hiperinsiilinemi gelismektedir (64,65,66). Normalde insiilin bir kez
reseptore baglaninca spesifik tirozin rezidiilerinin fosforilasyonu gerceklesir ve bu da
reseptoriin intrasitoplazmik kisminin insiilin reseptorsubstrat-1 gibi diger hiicre ici
substratlarin fosforilasyonuna izin verir. Bu sayede adipoz doku ve iskelet kasinda
glukoz transporter protein-4 (GLUT-4) aracilifiyla hiicre icine glukoz transportu
saglanir. Insiilin reseptorlerindeki tirozin rezidiilerinin fosforilasyonu gerceklesirken,
reseptorde serin rezidiisii fosforile oldugunda, bu durum reseptérdeki tirozin
rezidiilerinin fosforile olmasin1 engeller. Serin fosforilasyonu olursa postreseptor etki
inhibe olur; GLUT-4, glukoz transportu yapamaz (67,68,69).

Postreseptor sinyal ileti defektlerinden bir digeri de, TNF-a (tiimor nekroz
faktor-alfa)’dir. Obez PKOS’lu olgularda artan TNF-o, insiilin reseptorii beta alt
biriminin sayisim azaltip, serin fosforilasyonunu artirarak insiilin direncine katkida
bulunmaktadir (70).

PKOS’da insiilin direnci gelisimi ile ilgili bir diger faktdr de inositol iceren
fosfoglikanlarin azalmasidir. Inositol ilavesi ile ovulasyonda diizelme ve androjen,

lipid, insiilin diizeylerinde azalma gozlenmistir (71).
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Insiilin direnci olan hastalarda klinik bulgular, hedef dokudaki insiilin
direncinin pankreas tarafindan kompanse edilip edilmedigine gore degismektedir.
Baslangi¢ta kompansasyon etkin olup, tek metabolik anormalik hiperinsiilinemidir.
Bir¢ok hastada pankreasin beta hiicreleri, sonunda bu tempoya cevap verememekte
ve insiilin diizeyleri azalarak 6nce glukoz toleransinda bozulmaya yol agmakta, daha
sonra tip-2 insiiline bagimli olmayan diyabet gelismektedir (72).

PKOS’lu hastalarda insiilin rezistansi ve olusan hiperinsiilinemi,
hiperandrojenizm gelisiminde ©Onemli bir faktordiir. Hiperinsiilinemi {ii¢c yolla
hiperandrojenizm yapar. Bunlar (73);
1)insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) reseptorleri ve insiilin reseptorleri ayni
yapidadir. IGF-1’in teka hiicrelerinin LH’a kars1 androjen cevabini artirict etkisi
vardir. IGF-1 reseptorlerinin insiilin tarafindan aktive edilmesi teka hiicrelerinde
androjen sentezini arttirmaktadir.
2)Artmis insiilin, seks steroidleri iizerinde bir etki yapmaksizin karacigerde SHBG
sentezini inhibe eder (74). SHBG nin azalmasi1 daha fazla Ostrojen ve androjenin
biyolojik etkinlik gostermesini saglamaktadir.
3)Yemek sonrasinda oldugu gibi artmis insiilin diizeyleri karacigeri etkileyerek
IGFBP-1 sentezini azaltmakta, boylece dolasimdaki IGFBP-1 miktar1 azalmaktadir.
IGFBP-1 diizeylerindeki azalma IGF-1 diizeylerindeki artisla sonuglanir. IGF-1 artisi
teka androjen sentezinin artmasi ile hiperandrojenizm ve endometriyumda biiylimeye

ve endometriyum kanserine yol acar (75).

2.1.4.4. Steroidogenez degisiklikleri

PKOS’da over/adrenal bez steroidogenezinde pek c¢ok degisiklik
bulunmustur. Artmig LH diizeyi overlerde cAMP artisi ile steroidogenezi
androjenlerin iiretimi yoniinde etkiler ki bu da follikiil gelisiminde duraklama ile
sonuclanmaktadir. Klinik olarak GnRH agonistlerinin PKOS’lu hastalarda
kullanilmasi ile normal kadinlara gore teka hiicrelerinde artmis androstenedion ve 17
(OH)progesteron saptanmasi bu hiicrelerde de novo steroidogenez farkliligim
(sitokrom P450c17 gen overekspresyonu) diisiindiirmektedir. Bu sistemi LH’nin

selektif olarak etkiliyor olmasi da muhtemeldir (76).
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Teka hiicrelerinde insiilin, IGF-1, IGF-2 reseptorleri bulunmaktadir ve bu
reseptorlerin uyarilmasinin over androjen iiretiminde etkileri oldugu saptanmuistir
(77). Insiilinin etkisi tam olarak bilinmemekle beraber hiperinsiilineminin
diizeltilmesi ile LH’de degisiklik olmaksizin serum androjen diizeylerinde azalma
gosterilmistir.  PKOS’lu  hastalarin = %20-50’sinde artmis DHEA-S ve 11
(OH)Androstenedion seviyeleri adrenal bezin artmis androjen {iretimini
gostermektedir (78). Ancak ACTH seviyeleri normal kadinlardakine benzer
diizeylerde tespit edildiginden, farklilifin ACTH’ye yanittan kaynaklanabilecegi ya
da ACTH dis1 faktorler ile adrenal bezin uyarildigr diisiiniilmektedir. PKOS’da
DHEAS diizeyleri, bazal ve ACTH uyarisina artmis adrenal androjen sekresyon
yanitinda genetik faktorler onemlidir (79). Adrenal artmis androjen sentezinin PKOS

patogenezindeki yeri tam olarak bilinmemektedir. (80).

2.1.4.5. Obezite

Polikistik over sendromlu kadinlarda viicut kitle indeksi genelde normal
kabul edilen sinirin iizerindedir. PKOS’da obezitenin goriilme siklig1 %40-60 olarak
bildirilmektedir (81,82). Obezite genelde santral /android obezite seklindedir. Santral
obezitede bel/kal¢a oram1 daha fazladir. Bu tip obezitede karin duvarinda, viseral
mezenterik bolgelerde yag doku birikimi olur. Bu yag dokusu katekolaminlere karsi
duyarli, insiiline kars1 ise daha duyarsiz oldugundan metabolik olarak daha aktiftir.
Kilo artis1 ve santral yag dagilimi ile birlikte, hiperinsiilinemi, glikoz intoleransi,
diyabetes mellitus ve androjen yapim hizinda artis olur. Androjenlerdeki artis, SHBG
diizeyini azaltarak serbest testosteron ve Ostrodiol diizeylerinde artisa neden
olmaktadir (34,83,84). Ayrica viicutta android obezite varliginda, hipertansiyon,
olumsuz lipid ve lipoprotein profilleri gibi kardiyovaskiiler risk faktorlerinin oldugu
goriilmektedir.

Polikistik over sendromlu hastalarda obezitenin ii¢ mekanizma iizerinden etki
ederek ovulasyonu engelledigi tahmin edilmektedir:

1) Androjenlerin periferde Ostrojenlere aromatizasyonunun artmasi ve bu

yiizden overdeki lokal androjen seviyelerinin diigmesi.
2) Seks hormon baglayan globulin seviyelerinin diigmesi ve bunun da serbest

ostrodiol ve testosteron seviyelerini artirmasi.
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3) Insiilin direnci nedeniyle ortaya ¢ikan hiperinsiilinemi nedeniyle overdeki

stromal androjen yapiminin artmasi (2).

2.1.4.6. Genetik faktorler

PKOS, genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimi ile ortaya ¢ikan ve bireysel
farkliliklardan dolay1 heterojen goriiniim sergileyen ailesel, kompleks bir hastaliktir.
PKOS gelisiminde rol oynayabilecek olasi genetik defektlerin incelendigi degisik
caligmalar sendromunkompleks, poligenik bir bozukluk oldugunu gostermektedir
(85). Tek basina herhangi bir genetik defekt tanimlanmamistir. Cevresel faktorlerle
birlikte cesitli genetik defektlerin asir1 androjen iiretimi ve insiilin ile ilgili
bozukluklara neden oldugu diisiiniilmektedir (3). Etyopatogenezde en cok androjen
sentezi ve metabolizmasi, gonadotropin salinimi ve diizenlenmesi, insiilin salinim ve
sinyalizasyon kaskadindaki genler iizerinde durulmaktadir (86).

Ailesel polikistik over sendromuile iliskili genis ¢capli ¢calismalar az sayidadir.
Cooper 1968, Ferriman 1979, Lunde 1989 ve Carey 1993’te yaptiklar aile
caligmalarinda otozomal dominant gec¢is tamimlamiglardir. Givens 1988’deki
calismasinda X’e bagh gecis tamimlarken, Hague 1988’de otozomal dominant gecis
modeli ile agiklamistir (3).

Insiilin geni ile ilgili calismalarda 11. kromozomun uzun kolunun 15.5
bolgesinde yerlesimli VNTR (farkli sayida tekrarli tandemler)’ler arastirilmistir. Bu
tekrar sayis1 farkliliklar1 insiilin sentezi ile iliskilidir. Insiilin geni insiilin sekresyon
ve rezistanst ile iligkilidir. VNTR’deki varyasyonlarin insiiline bagimli olmayan
diyabet ve insiilin regiilasyonu ile iliskili oldugu bulunmustur. Bennett 1995’te
VNTR’lerin bimodal dagilimi oldugunu soylemistir. Bu tekrarli alanlarin klasl ve
klas3 allelleri vardir. Klas1 alleller 40, klas3 alleller ise 157 kez tekrarlanmaktadir.
Klas3 allellerin daha giiclii olarak polikistik over sendromu ile iliskili oldugu
bulunmustur. Ilging olan bir sonu¢ da klas3 allellerinin daha cok babadan
aktarilmasidir (87).

Polikistik over hastalarindan alinan teka hiicreleri ile yapilan ¢alismada, CYP
11A, 3BHSD2 (3B-hidroksisteroid dehidrojenaz-2), CYP17 genlerinden artmis
miktarda mRNA iiretimi ve bununla baglantili artmis testosteron, 17-OH progesteron

ve progesteron iiretimi tespit edilmistir (88). Insiilin direncinin ise insiilin reseptor
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substrat-1 (IRS-1), IRS-2, Calpain-10 ve insiilin reseptorii lokusu yakinindaki
genlerden biri olan fibrillin-3 geni ile (19p13.2) iliskilendirilebilecegi, bunlarin istah
ve yeme aligkanliklarini etkileme yoluyla cevresel yonden de etkili olabilecegi
belirtilmistir (89). Postreseptor sinyalizasyon bozukluklar1 {izerine yapilan bir
calismada PIK3R1, SLC2A4, SLC2A4RG ve MEF2A genleri calisiimis, fakat PKOS
grubu ile normal kontrol grubu arasinda bu genlerde tek gen polimorfizmi agisindan
anlamli farklilik bulunmamuistir (90).

Follistatin birka¢ sekilde hiperandrojenizm ve anovulasyona Kkatkida
bulundugu diisiiniilen bir molekiildiir. Aktivin baglamasi sayesinde FSH aktivitesinin
azalmasin saglayip, follikiiler duraklamaya neden olurken aymi zamanda aromataz
antagonizmasi yaparak artmis ovaryan androjen iiretimine katkida bulunmaktadir.
Bir bilimsel arastirmada Follistatin genine ait 7 adet tek niikleotid polimorfizmi
(SNP) calisilmis olup, bunlardan bir tanesinin SHBG seviyeleri ve FAI (free
androjen index) ile baglantili oldugu tespit edilmistir (91).

Follikiilogenez ile ilgili genlerden GDF9, BMP15, AMH ve AMHR?2 tek
niikleotid polimorfizmi acisindan degerlendirilmis, fakat bu genlerin PKOS’na
genetik yatkinlikta major belirleyici genler olmadigi sonucuna varilmistir (92).

Genetik faktorler sendromun gerek reprodiiktif gerekse metabolik
fenotiplerinin gelismesinde 6nemli katkida bulunmaktadir. PKOS’li hastalarin anne
ve kiz kardeslerinde hiperandrojenizm ve menstriiel disfonksiyonun artmis siklikta
bulunmasinin yani sira, baba ve erkek kardeslerde de serum androjen diizeyleri
artmis gibi goriinmektedir. Ayrica, tiim birinci derece yakinlarda insiilin direnci ve
degisik derecelerde glukoz homeostaz bozukluklarinin goriilme riski, yas ve beden

kitle indeksi (BKI) eslestirilmis saglikli kontrollere gore artmistir (93).

2.1.4.7. intraovaryan faktorler

Polikistik  over sendromunda overde enzimatik veya hormonal
mekanizmalarda defekt olabilecegi One siiriilmiistiir. Histolojik incelemelerde
polikistik over sendromunda overde; yiizey alani, ortalama hacim ve atretik follikiil
sayis1 artmistir. Tunika albuginea kalinligi %50, kortikal stroma kalinlig1 5 kat ve
over hilus hiicre sayis1 4 kat artmistir. Bu degisikliklerin polikistik over sendromunda

primer mi sekonder mi oldugu tartistimistir. Belli siire anovulasyon olan
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kadinlardada bu goriintii olusabilmektedir (oral kontraseptif kullanimi sonras1 gibi).
Bu nedenle bu degisikliklerin sekonder oldugu diisiiniilmektedir. Folikiil
mikrocevresindeki androjen hakimiyetinin Ostrojen hakimiyetine doniistiiriilememesi
oositlerde yeterli matiirasyonun olmasini engeller. Graniiloza hiicrelerinde bazal ve
FSH ile stimiile edilmis aromataz aktivitesinin normal olmasi fakat aromatizasyonun
olmamast bu konuda c¢esitli biiyiime faktorlerinden kaynaklanan bozukluk
olabilecegini diisiindiirmektedir. Teka hiicrelerinden sentezlenen testosteron ve
androstenedionun, graniiloza hiicrelerinde aromataz aktivitesi ile Ostradiol ve dstrona
doniistiiriilememesi, oositlerde yeterli maturasyonun olmasini engeller (94).
Androjenler diisiik konsantrasyonlarda aromataz etkisi ile Ostrojene
dontistiiriiliir. Yiiksek diizeylerde androjenler, aromatizasyon yerine 5-alfa rediiktaz
yoluna kayarlar. Serbest Ostrodiol ve androstenedionun periferik doniisiimiinden
olusan Ostronun negatif “feedback™ etkisi ile FSH diizeyi diiser. PCOS’lilerde
FSH’nin tam baskilanamamasi nedeniyle yeni folikiil gelisimi siirekli olarak uyarilir,
fakat folikiiller tam maturasyon ve ovulasyon safthasina ulasamazlar. Folikiiller 2-8
mm capinda kiiciik folikiiler kistler seklinde kalip birka¢ ay devamlilik gosterirler.
Bir kisim folikiiller atreziye giderken, baska bir folikiil grubu gelisim gosterir.
Folikiiler atrezi ovaryen stromal dokuyu artirir. Stromal dokuda artis, LH uyarimu ile
androstenedion ve testosteron sentezini artirir. Androjen diizeyinde artma normal
folikiiler gelismeyi Onlerken, prematiir folikiiler atreziyi indiikler. Overlere “wedge”
rezeksiyon veya laparoskopik koterizasyon yapilarak stromal dokunun azaltilmasi,

normal ovulatuar sikluslart geri dondiiriilebilmektedir (34,83).

2.1.5. Klinik Bulgular

Hastalik genellikle peripubertal donemden itibaren baslayan menstruel
diizensizlikler (oligo-amenore, disfonksiyonel uterus kanamasi), hiperandrojenizm
bulgular1 (hirsutizm, akne, ciltte yaglanma, androjenik alopesi) ve infertilite ile

karsimiza cikar (95).

15



Tablo2.3.PKOS belirti ve bulgular1 (95).

SEMPTOMLAR SIKLIK
Oligomenore %50-90
Hirsutizm %60-90
Infertilite %55-75
Polikistik over %50-75
Obezite %40-60
Amenore %25-50
Akne %25-30
DUK %30
Normal menstruel patern %22

PKOS’ta en sik goriilen hiperandojenizm bulgusu hirsutizmdir. Hirsutizm;
androjene duyarli bolgelerde terminal killarin erkek tipi kalin, uzun killar haline
doniismesidir ve modifiye Ferriman—Gallwey (F/G) yontemi ile degerlendirilir (96).
Bu yontemde iist dudak, cene, gogiis bolgesi, sirtin alt ve iist kisimlari, alt ve iist
abdomen, kol ve bacaklarin iist kisimlar1 olmak iizere toplam 9 alanda kil dagilimi O-
4 arasinda skorlandirilir. Toplam Ferriman-Gallwey skoru > 8 ise hirsutizm olarak
tanimlanir. Akne, ciltte yaglanma ve androjenik alopesi de hiperandrojenizme bagl
olarak karsimiza cikabilmektedir. Ancak tani i¢in bu klinik bulgularin olmasi sart
degildir (73).

Oligo-amenoreik periodlar veya diizensiz uterin kanamalar olabilir. Oligo-
ovulasyon i¢in kabul edilen kriter, yilda alti veya daha az adet gormektir.
Amenorenin nedeni kronik anovulasyon halidir ve hastalara progesteron destegi
verilirse cekilme kanamasi saglanabilir. Diizensiz uterin kanamanin nedeni de siirekli
anovulasyona bagli Ostrojen miktarinin artmast ve Ostrojenin progesteron ile
karsilanamamasidir. Yiiksek ve sabit Ostrojen diizeyleri endometriumda asiri
proliferasyon ve damarlanma artisina neden olur. Progesteron olmadigi igin
endometrium stromal destegi saglanamaz, kanamaya meyilli ve cok kanayabilen

endometrium tabakas1 meydana gelir (3).
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PKOS, infertilite nedeni ile basvuran hastalarda anovulasyona bagi
infertilitenin en sik sebebidir (anovulatuar kadinlarin %75’i) (97). Bu hastalarin
spontan ve yardimhi gebelik oranlari azalmistir. Gebe kalanlarda spontan abortus
riski, gestasyonel diabetes mellitus ve gebelikte hipertansif durumlara yatkinlik
artmistir (98).

PKOS’de obezite goriilme sikligi %40-60 olarak bildirilmektedir (82,95).
Obezite siklikla bel/kalca oraminin arttifi santral obezite tipinde olup, PKOS’li
hastalara ek riskler getirmektedir (99). Kalp—damar hastaliklarindan korunmada en
etkin HDL (yiiksek dansiteli lipoprotein) komponenti olan HDL-2 diizeyi ile en iyi
uyum gosteren degiskenin, bel/kalca orami oldugu belirlenmistir (ters orantili
sekilde). Normal viicut agirlifina sahip PKOS olgularinda da agirlik yoniinden
eslestirilmis saglikli kontrollere gore bel/kalca oran1 artmistir (100).

Bazi hastalarda akantozis nigrikans denilen hiperpigmente, verrikkdz cilt
lezyonlar1 olabilir. En stk meme alti, boyun arkasi, axilla ve vulvada goriiliirler.
Artmis pigmentasyona ragmen melanosit sayisinda artma veya melanosit
depolanmas1 yoktur. Hiperandrojenizm ve insiilin rezistansina eslik ediyorsa HAIR-
AN sendromu olarak adlandirilir (101).

Hastalarin ultrasonografik goriintiilemesinde 2-9 mm c¢apli, 12 veya daha
fazla folikiil olmas1 ve/veya artmis over volimii (>10 ml) polikistik over olarak
tanimlanir (36). Bu bulgunun bir overde olmasi yeterlidir ve degerlendirmede
folikiillerin dagilimi dikkate alinmaz. Ultrasonografik polikistik over goriintiisii

saglikli kadinlarda da %20’lere varan oranlarda bulunabilir (102).

2.1.6. Laboratuvar Bulgulan

PKOS’ta tek basimma tam1 koyduracak biyokimyasal bir belirte¢ yoktur.
Hiperandrojenemi laboratuvar bulgularmin en Onemlisidir ve hastalarin yaklasik
yarisinda hiperandrojenizm vardir. LH’nin teka hiicrelerinden androjen sentezini
uyarmasi ve insiilin rezistansi androjen sentezini artirir. Seks hormon baglayici
protein (SHBG) azalmasi serbest androjenleri artirir. Total ve serbest testosteron
diizeyi artar. Bu ovaryan hiperandrojenizmi gosterir. Androstenedion diizeyleri
genelde artmistir (103). Androstenedion ovaryan orjinlidir ve androjenik potansiyeli

testosteronun  %10’u  kadardir (103).Dehidroepiandrostenedion (DHEA) ve
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dehidroepiandrostenedion siilfat (DHEA-SO4) ise adrenal kokenli androjenlerdir ve
bazi hastalarda yiikselebilirler. Periferde testosteron ve dehidrotestosterona
doniisiirler. Kadinda testosteronun %751 over kaynaklidir ve testosteron overden en
fazla salgilanan androjendir. Polikistik overde yapilan c¢alismalarda androjen
seviyelerinin  %14-25 oraninda daha yiliksek oldugu bulunmustur (103).
Androjenlerin periferik doniisiimii ile 6strojen artar. Artan Ostrojen formu Ostrondur
(103). Hastalarin yaklasik %20-30’unda Ostrojen artisina bagli olarak gelisen
hiperprolaktinemi mevcuttur. Serum LH/FSH oram hastalarin %75’inde yiiksek olsa
da kesin tamida sart degildir. Yaklasik %25-60 olguda hiperinsiilinemi ve insiilin
direnci saptanabilir (104,105).

Tablo 2.4.PKOS’ta goriilen hormon degisiklikleri (106).

PKOS’daki serum hormon degisiklikleri

Artmis androjenler: Testosteron, Androstenedion, DHEA-S

Artmus Liiteinizan Hormon

Azalmis Seks Hormon Baglayici Protein

Artmis Ostradiol

Artmus insiilin

American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) tarafindan
2009 yilinda yayimnlanan klinik rehberde ayirici tam1 ve takip acisindan izlenecek
algoritmay1 belirleyen bir rehber hazirlanmistir (Tablo 2.5). Ama¢ uzun donem
risklerinin risk grubunda taranmasi bu sayede Onleyici énlemlerin alinmasi ve erken

tedavinin gereken durumlarda baslatilmasidir.
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Tablo 2.5.ACOG 2009 PKOS klinik rehberi degerlendirme onerileri

Fizik Muayene

e Kan basinci

e VKI (kg birimi olarak agirlik/ m2 birimi olarak boy) 25-30: Kilolu, >30: Obez

e Bel Cevresi (Viicut yag dagilimini belirlemek i¢in ) >35in¢ (88 cm) : anormal

e Hiperandrojenizm ve insiilin direnci isaretlerinin varligt  (Akne, hirsutizm,

androjenik alopesi, akantosis nigrikans

Laboratuar

® Biyokimyasal hiperandrojenemi (Total testosteron ve SHBG veya serbest
Testosteron)

¢ Hiperandrojenizmin diger nedenlerinin diglanmas:1 (Tiroid disfonksiyonu: TSH,
Hiperprolaktinemi: Prolaktin, konjenital adrenal hiperplazi: 17-OHP, Cushing
sendromu ve akromegali icin tarama )

e Metabolik degerlendirme (75 g 2. saat OGTT, Aclik glukozu)

e Aclik lipid ve lipoprotein seviyelerinin degerlendirilmesi

Ultrason Degerlendirmesi
e Polikistik over goriiniimii (En az bir overde, 2-9 mm c¢apinda >12 follikiil ve
/veya artmis over voliimii > 10 cm’)

¢ Endometrial degerlendirme

Opsiyonel tetkikler

¢ Amenorenin nedeninin belirlenmesi i¢in gonadotropin testleri

e insiilin direnci ve hiperandrojenizm isaretleri tasiyan veya ovulasyon
indiiksiyonu planlanan genc hastada aglik insiilin seviyeleri

e Gec baslangichi PKOS bulgular1 veya Cushing sendromu isaretleri mevcut ise
diisik doz dexametazon supresyon testi veya 24 saatlik idrar serbest kortizol

atilim
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2.1.7. PKOS’da Ayirici Tani

Polikistik over sendromunun ayirici tamisinda androjen yiiksekligi ve
anovulasyonla giden durumlar vardir. Bunlar arasinda androjen salgilayan tiimorler,
disaridan androjen alimi, kongenital adrenal hiperplazi, Cushing sendromu,
hiperprolaktinemi, ovaryan yetmezlik gibi durumlar vardir (107).

Androjen salgilayan tiimorlerde kanda androjen seviyeleri cok yiiksektir.
DHEA ve DHEA-SO4 seviyeleri c¢ok yiiksektir. Siirrenal bezin tomografi ve
magnetik rezonans ile goriintiilemesi ile tan1 konulabilir. Hastalarda cok hizli gelisen
virilizasyon bulgulart vardir. Ayrica hipogonadotropik hipodstrojenemik amenore
vardir (107).

Ekzojen androjen alimi veya bazi ilaclarin uzun siire kullanimi ile de
hiperandrojenemik degisiklikler olusur. Pek¢ok ila¢c buna neden olabilir. Fenitoin,
steroidler, ACTH, progesteron, anabolik ajanlar, andojenlerin kendileri hirsutismusa
ve virilizasyona neden olabilir (107).

Kongenital adrenal hiperplazi durumlarinda genetik olarak steroid sentezinde
gorevli enzimlerde eksiklik ya da islevsel bozukluk vardir. Baglangi¢c zamanina gore
klasik veya ge¢ baslangich kongenital adrenal hiperplazi denir. En sik 21-hidroksilaz
eksikligi goriiliir. Intrauterin donemde kiz bebeklerde i¢ genital organlar normaldir,
dis genitallerde erkek yoniinde degisiklikler olur. Ge¢ baslangich tipte ise belirtiler
puberte doneminde baglar, genelde erken puberte olur. Klinik tablo polikistik over
sendromuna benzer. Virilizasyon bulgular1 goriilmez. Ayirici tan1 kanda 17-
hidroksiprogesteron diizeylerinin yiiksekliginin gosterilmesi ile olur.

Cushing sendromunu diisiindiiren klinik bulgularin varliginda, 24 saatik
idrarda serbest kortizol diizeyinin ol¢iilmesi tarama amacli kullanilabilir (107).

Hiperprolaktinemi de polikistik over sendromu ile karisabilir. Polikistik over
sendromunda %3-12 siklikta hafif-orta diizeyde hiperprolaktinemi olabilmektedir.
Fakat asirnt yiiksek prolaktin diizeyleri asil nedenin prolaktin sentezi ile iliskili
oldugunu diisiindiirmelidir. Prolaktinin yiiksek olmasi pek ¢ok mekanizma ile
menstriiel sikluslar1 etkiler. GnRH pulsasyonlarim1 azaltir, gonadotropin salgisini
etkiler, Ostrojenlerin LH iizerine (+) feedback etkisini engeller. Adrenal kaynakli
androjenlerin salgisin1 uyarir. Hipotalamo-hipofizer nedenli amenoreler de ayirici

tanida g6z Oniine alinmalidir. Izole GnRH eksikligi, kilo ile iliskili amenore,
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hipotalama-hipofiz tiimorleri, enfeksiyonlar, hipofiz yetmezligi bunlar arasindadir.
Bu hastalarda gonadotropin diizeylerinin diisiik olmasi ile tan1 konur (107).

Primer ovaryan yetmezlik durumunda ki amenore de polikistik over
sendomunun ayirici tanisinda diisiiniilmelidir. 40 yastan 6nce over fonksiyonlarinin
azalmas1 ve kaybi prematiir ovaryan yetmezlik olarak tamimlanir. Genetik,
otoimmiin, cerrahi, enfeksiyoz, radyasyon, kemoterapi nedeniyle gelisebilir. En sik
neden genetiktir. Gonadotropinlerin yiiksek, Ostrojenin diisiik olmasi ile ayirici tani
saglanir (107).

Hipertekozis, polikistik over sendromu ile klinik ve patolojik ozellikleri
benzer olan nadir bir durumdur. Over stromasinda liiteinize olmus teka hiicreleri
vardir. Hastalardaki klinik bulgular polikistik over sendromu ile benzer olup
anovulasyon, amenore, hiperandrojenizm vardir. Hirsutismus ve zamanla gelisen
virilizasyon bulgular1 olur. Testosteron diizeyleri ¢cok yiiksek, DHEA-SO4 diizeyleri
normaldir. Polikistik over sendromu ile ayirici tanis1t LH diizeyinin normal olmasi ile
yapilir. Bu hastalarda ovulasyon indiiksiyonuna cevap ve fertilizasyon sansi cok
azdir

Akromegali, tiroid fonksiyon bozukluklari, insiilin rezistansi ile iligkili

genetik defektler de ayirici tanida diisiiniilmelidir (107).

Tablo 2.6.PKOS ile ayirici tanist yapilmasi gereken klinik durumlar (107).

Androjen salgilayan tiimorler

Ekzojen androjen alimi

Cushing Sendromu

Nonklasik konjenital adrenal hiperplazi
Akromegali

Primer hipotalamik amenore

Primer ovaryen yetmezlik

Hipertekozis

Tiroid patolojileri

Hiperprolaktinemi durumlar1
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Tablo 2.7.PKOS hiperandrojenizm ayirici tanisi (108).

Diferansiyel

Programlar

Klinik Ozellikler

Test

Klasik olmayan
konjenital adrenal

hiperplazi

Aile Oykiisii; Askenazi
Yahudileri arasinda daha

yaygindir

17-hidroksiprogesteron

Androjen salgilayan

Rapid virilizasyon

DHEA-S (adrenal)

tiimorler Testosteron (over)
Hipotiroidizm Yorgunluk, kuru cilt, Tiroid uyaricit hormon
soguk intoleransi, kilo
artis1, kabizlik, guatr
Hiperprolaktinemi Galaktore Prolaktin (PKOS hafif

yiiksek olabilir)

Cushing sendromu

(nadir)

Ay yiiz, buffalo kamburu,
karin stria, merkezcil yag
desen, hipertansiyon,

kolay morarma

24 saatlik idrarda serbest

kortizol deksametazon

supresyon testi (dogrulayici)

Akromegali

Akral genislemesi, kaba

ozellikler, prognatizm

Insiilin benzeri biiyiime

faktorii

2.1.8. Polikistik Over Sendromlu Hastalarda Uzun Doénem Saghk
Riskleri

2.1.8.1. Glukoz Intoleransi ve Tip 2 Diyabet

Polikistik over sendromlu hastalar diyabet gelisimi yoOniinden artmis risk
altindadirlar. Yas, VKIi, artmis bel cevresi, artmis bel/kalca orami ve birinci
dereceden yakinlarda diyabet Oykiisi PKOS’de diyabet risk faktorleri arasinda
sayilabilir (109). PKOS hastalarinda bozulmus glukoz toleransi ve tip 2 diyabet
kombine prevelanst degisik c¢alismalarda %35-40 arasinda bulunmustur (109).
Anovulatuar, hiperinsiilinemik kadinlarda genel populasyona gore insiiline bagiml

olmayan diyabet riski 5-10 kat fazladir ve baslangic yas1 yaklasgik 30 yil daha
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erkendir (110). Bu nedenle PKOS, tip 2 diyabet gelisimi i¢in bagimsiz bir risk
faktorii olarak kabul edilmekte ve tiim PKOS hastalarinda diyabet yoniinden tarama
yapilmast  Onerilmektedir. PKOS ta glukoz homeostaz anormalliklerinin
belirlenmesinde klinik uygulanabilirlik agisindan en iyi metod oral glukoz tolerans
testidir (62). PKOS hastalarinin yaninda, anne, baba, kiz kardes ve erkek kardes
olmak iizere tiim birinci dereceden yakinlarinda glukoz homeostaz bozukluklar

yoniinden yiiksek risk tasidiklar1 gosterilmistir (93).

2.1.8.2. Dislipidemi-Disfibrinojenemi-Koroner Arter Hastalig

Hiperandrojenizm ve obezite nedeni ile dislipidemi riski artar, insiilin direnci
de bu duruma katkida bulunur. Tipik lipid bulgusu olan yiiksek serum trigliserid
seviyeleri ve diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)/HDL oraninda artis gozlenir. Obez
olmayan olgularda dahi HDL ve HDL-2’nin distigi saptanmistir. HDLc
kardiyovaskiiler mortaliteye kars1 koruyucu etkisi en giiclii olan lipidtir. Bu nedenle
HDL/LDL oraninin azalmasi kardiyovaskiiler hastalik riskini artirir. (111,112)

Hiperandrojenizm, insiilin direnci, glukoz intoleransi, tip 2 diyabet, obezite ve
santral yaglanma nedeniyle polikistik over sendromlu hastalarin kardiyovaskiiler
hastalik i¢in yiiksek risk altinda olduklar diistiniilmektedir (113). Ayn1 zamanda
metabolik sendrom gelisme riski de artmistir (114,115). Metabolik sendrom tanisi
icin agagidaki kriterlerden ii¢ veya daha fazlasinin goriilmesi gerekir:

» Hipertansiyon: 130/85 mmHg veya daha yiiksek

» Artmus trigliserid diizeyi: 150 mg/dl veya daha fazla

= Azalmis HDLc diizeyi: 50 mg/dl den az

= Abdominal obezite: Bel ¢evresi 88 cm den fazla

= Artmus aclik kan sekeri diizeyi: 110mg/dl veya daha fazla

Polikistik over sendromunda fibrinolitik aktivite de bozulur, plazminojen
aktivator inhibitor 1 (PAI-1) diizeyi artar. Bu artis IR’ye baghdir. Kilo kayb1 ve
insiilin duyarliliin1 artiran ajanlar PAI-1 diizeyini azaltir. Bu da kardiovaskuler
sistem hastali§n riskini azaltir (116). Bir c¢alismada kontrol grubuna gore

PKOS’lularda subklinik aterosklerozun 45 yas iizerinde arttig1 bildirilmistir (64).
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2.1.8.3. Hipertansiyon

Polikistik over sendromlu hastalarda hipertansiyon siklig1 artmistir. Ozellikle
sistolik kan basinci artar ve hipertansiyon sikligindaki artisin insiilin razistansi
nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. 20-40 yas aralifindaki hastalarda 24 saat kan
basinci takibi ile tansiyon degerlerinin yiiksek oldugu ve sol ventrikiil duvar

kalinliginin arttig1 bulunmustur (117).

2.1.8.4. Jinekolojik Maligniteler

2.1.8.4.1. Endometriyal karsinom

PKOS’lu hastalarda kronik karsilanmamis Ostrojen etkisi, kronik
anovulasyon, obezite ve hiperinsiilinemi endometriyal hiperplazi ve adenokarsinom
riskini artirabilecek o©zelliklerdir (2). Anovulasyon, endometriumun Ostrojenin
mitojenik etkilerine maruz kalmasina ve progesteronla karsilanamayan bu etkinin
stirekli olmasina neden olur, sonugta atipili veya atipisiz endometrial hiperplazi ve
kanser siklig1 artar (3). Endometrium kanserlerinin % 5 kadar1 40 yas altinda goriiliir
ve PKOS bu populasyonda sik goriillen bir predispozan faktordiir. Ancak PKOS
hastalarinda endometriyal kanser sikligimin ya da endometriyal kansere bagh
mortalitenin artmis oldugu gosterilememistir (2, 118).

Transvajinal ultrasonografinin endometrial patolojileri degerlendirmede yol
gosterici olmasi polikistik over sendromu olan kadinlarda da endometrial kalinligin
degerlendirilip gerekirse ornekleme yapilmasini saglamaktadir. Cheung ve ark. 2001
yilinda 56 polikistik over sendromlu kadinda yaptiklar1 bir ¢calismada yas, menstruel
stkhik ve endometrium kalinligin1 baz alarak endometrial patolojileri
degerlendirmislerdir. Endometrium kalinligt 7 mm ve altinda olan ve menstriiel
araligi 3 aydan kisa olan 36 kadinda proliferatif endometrium tespit edilmistir.
Endometrium kalinligit 9 mm’nin iizerinde olan ve menstriiel araligi 5 aydan uzun
olan 20 kadinda ise endometrial hiperplazi bulunmustur. Bunlarin 5’inde atipi de
bulunmustur. Atipili hiperplazi olan ve tedavi edilmeyen kadinlarin %?23’{inde,
atipisiz hiperplazi olan kadinlarin ise %?2’sinde endometrium kanseri gelismektedir
(119).

PKOS’lu hastalarda endometrial kanser riskini degerlendiren cok az sayida

caligma vardir. Ramzy ve Nisker, 40 yasindan kiiciik endometrium kanserli
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hastalarin %11,1’inin yumurtaliklarinda PKO diisiindiiren histolojik 6zellikler
oldugunu bulmustur (120). Gallup ve Stock, 111 serilik endometrium kanseri
vakasinin %14. 4 iiniin 40 yasin altinda ve bunlarin %31. 2’sininPKOS oldugunu
yayinlamiglardir (121).

Relatif endometriyal kanser riski 12 yasindan once menars gérmiis kadinlarda
1.6 ve 52 yasindan sonra menapoza giren kadinlarda 2.4’tiir (122). Endometriyal
kanserli hastalarda dogum sayis1 kontrol grubuna gore daha azdir (122)ve bu ayni
zamanda infertilitenin 2 puan relatif risk ilave ettigini gosterir (123). HT ve Tip 2
DM’un uzun donemde sirayla 2.1 ve 2.8’lik relatif risk ilavesiyle endometriyal
kanser ile iligkisi saptanmistir (122) ve bu durumlarin ayrica PKOS ile de iliskisi
saptanmistir.

PKOS ve endometriyal adeno Ca arasindaki iliski yillardir bildirilmektedir.27
ila 48 yas aralifinda uzamis amenore, obesite, HT ve 15’inin evli ancak 13’iiniin
cocuk sahibi olmadig gibi faktorleri isaret eden 16 vaka bildirilmistir (124). Baska
bir ¢calismada (125)kronik anovulasyon sendromu olan 1270 hastanin endometriyal
Ca gelistirme riski degerlendirilmistir. Bu grubun  karakteristiklerinin
belirlenmesinde Stein-Levental sendromunun patolojik ya da makroskopik kanitlari
ya da kronik anovulasyonun klinik bulgular1 dahil edilmistir. Bu ¢alisma endometrial
ca riskini 3.1 olarak tamimlamistir ve karsilanmamis Ostrojenin  anormal
konsantrasyonu ile aciklamayir onermislerdir. Otorler bu teoriyi SHBG, IGF-1 ve
dolasan Ostojen iizerindeki etkilerini g6z Oniine alarak hiperandrojenizm ve
hiperinsulinemi teorileriyle genisletmislerdir (126,127).

PKOS’lu olgularda endometrial kanser gelistirme riskinin normal kontrollere
gore ne oranda arttigi kesin bilinmemekle birlikte, populasyonun ii¢ kati oldugu
hesaplanmistir. Amenoresi veya oligomenoresi olan bu bayanlarda endometrial
hiperplazinin Oniine ge¢cmek i¢in suni sikluslarla ¢ekilme kanamalar1 saglamak
giiniimiizde kabul goéren yaklasimdir. PKOS’lu olgularda en azindan 3 ayda bir
endometriumun dokiilmesini saglamak gerekir. Oligomenore/amenoresi olan ve
siklik hormon tedavisi almak istemeyen kadinlarda menstriiel 6ykiiye gore her 6-12
ayda bir endometrial kalinlik ve morfoloji degerlendirmesi igin ultrasonografi

yapilmalidir. 10 mm’nin {izerinde endometrial kalinlik 6l¢iilmesi durumunda
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progesteron kullanilarak endometrial dokiilme saglanmalidir. Kanama olmamasi

durumunda ultrasonografi tekrar1 ve endometrial biyopsi yapmak gerekir (50).

2.1.8.4.2. Over kanseri

Daha oOnceleri kabul goren infertil kadinlarda, over kanseri riski artiginin,
ovulasyon indiiksiyonuna bagli oldugu diisiincesi yerini, bu risk artisinin nulliparite,
erken menars, gec menopoz durumlarindan ileri geldigi goriisiine birakmaktadir.
Ovulasyon indiiksiyonunun riski artirdig1 goriisii heniiz kanitlanamamistir. PKOS ve
over kanseri arasinda iliski olup olmadigini arastiran cok az sayida calisma vardir ve
olanlar ¢eliskili sonuglar icermektedir (128).

Anovulatuar infertiliteyi diizeltmek i¢in ovulasyon indiiksiyonu unifolikiiler
ovulasyonu amagclar ki teorik olarak PKOS’lu hastalarin riski normal ovulasyonlu
kadinlarla aym1 seviyeye yiikselmelidir. Polikistik over herkesin bildigi gibi
stimiilasyona duyarhdir, buna ragmen son yillarda yiiksek rezolusyonlu transvaginal
USG’nin gelistirilmesiyle unifolikiiler ovulasyon orani elde edilmistir. Klomifen
sitrat ve gonodotropin terapisi ile indiiksiyonla 1960, 70 ve 80’lerde ¢ok miktarda
multiple ovulasyon olugsmus (ve tabii multiple gebelik de) bunedenle bu kadinlar en
yiiksek ovarian ca riskine ulagmislardir (129).

Ovarian kanser ve polikistik over sendromuarasindaki olasi iligkiyle ilgili az
sayida calisma vardir. Sonuclar celigkili ve genellemeler calisma dizaynlarindaki
problemler nedeni ile simirhidir. Bir grup (125) anovulatuvar kadinlarda artmis over
Ca riski olmadigim1 gostermis oysa digerleri (130)PKOS’un epitelial over kanseri

icin 2.5 relatif risk saptamugtir.

2.1.8.4.3. Meme kanseri
Obezite, hiperandrojenizm ve infertilite gibi PKOS’un 6zellikleri arasinda yer
alan durumlar meme kanseri patogenezinde de yer alir. Ancak yapilan ¢alismalarda

PKOS’da belirgin bir risk artis1 saptanmamustir (131).

2.1.9. PKOS’da Tedavi
PKOS’un etyopatogenezi net olarak bilinmedigi i¢in giiniimiizde mevcut

tedavi secenekleri genellikle semptomatiktir. Bu anlamda, tedavi hedefleri
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hiperandrojenizmin kontrol edilmesi, menstriiel disfonksiyonun diizeltilmesi ve
fertilitenin saglanmasi seklinde siralanabilir. Son yillarda insiilin direncinin PKOS
gelisimi lizerinde onemli etkisinin oldugu anlasildiktan sonra, insiilin duyarliligim
arttirict ajanlar tedavi secenekleri icinde yerini almistir (132). PKOS’da uzun donem
saglik risklerine yoOnelik yasam tarzi degisiklikleri de son yillarda Onem

kazanmaktadir.

2.1.9.1. Hiperandrojenizm Tedavisi

Hiperandrojenizm ve hirsutizm tedavisinde farmakolojik ve non-farmakolojik
yontemler uygulanabilir. Farmakolojik tedavi baglica 4 sekilde olur:

a) Overyan supresyon: Bu amagla oral kontraseptifler, siproteron asetat ve
GnRH agonistleri kullanilabilir.

Oral kontraseptifler, hipofizer LH sekresyonunu inhibe ederek overyan
androjen liretimini azaltirlar. Tedavi sonuclar1 en erken alt1 ay sonunda ortaya cikar.
Ayrica bagarili tedavi i¢in farmakolojik ajanlarla, mekanik-kozmetik yontemler
birlikte kullanilmalidir. Bu tedavi ile yeni kil folikiilii olusumu engellenmekte, daha
onceden olusmus killar ise kaybolmamaktadir. Mevcut killar trag edilerek, epilasyon
yapilarak ya da diger yontemlerle gecici olarak ortadan kaldirilabilir (133). Oral
kontraseptif kullanimi kontrendike olan ya da istenmeyen hastalarda, 3 ayda bir
intramuskiiler 150 mg ya da giinde 10-20 mg medroksiprogesteron asetat ile iyi
sonuglar elde edilebilir. Medroksiprogesteron asetat LH’y1 baskilayarak testosteron
tiretimini azaltir (134).

Siproteron asetat, kuvvetli bir progestasyonel ajandir. Gonadotropin
sekresyonunu inhibe eder, androjen reseptorlerine baglanarak androjen etkisini bloke
eder (135).

GnRH agonistleri hipofiz supresyonu ile hirsutizmin gerilemesini saglar fakat
bu tedavi komplike ve pahalidir (73).

b) Adrenal supresyon: Bu amagla glukokortikoidler kullanilir. Endojen
ACTH sekresyonunun deksametazonla supresyonu, adrenal enzim eksikligi olan
kadinlarda kullanilabilir (73).

¢) Androjen reseptor blokorleri: Flutamid ve spironolakton bu amacla

kullanilan ilaglardir.
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Flutamid, reseptor diizeyinde etki gosteren nonsteroid yapida antiandrojendir.
Kil folikiil biiylimesini belirgin bir yan etki olmadan baskilar (136).

Spironolakton, aldosteron antagonisti olan bir diiiretiktir. Hirsutizm
tedavisinde 5-a rediiktaz aktivitesini baskilayarak etki gosterir (137). Etkinligi doza
bagimli olup, giinde 200 mg ile daha iyi sonuglar alinir (138). Bir siire sonra doz
azaltilarak idame dozu olan 25-50 mg ile tedavi siirdiiriiliir. Maksimal etki tedavinin
altinc1 ayinda goriiliir. Oral kontraseptif kullanmak istemeyen kadinlarda ya da oral
kontraseptifin yetersiz oldugu durumlarda oral kontraseptiflerle birlikte kullanilir.

d) 5-a rediiktaz inhibitorleri: Finasterid 5-a rediiktazi inhibe ederek
testosteronun dihidrotestosterona doniisiimiinii engeller (73).

Nonfarmakolojik olarak tirag, kimyasal tiiy dokiiciiler, kremler, elektrolizis ve
lazer yontemleri tercih edilebilir. Kilo verilmesi de androjenlerin azalmasim

saglayarak, kil biiyiimesini yavagslatabilir (2,73).

2.1.9.2. Menstriiel disfonksiyon tedavisi

Polikistik over sendromlu hastalarda menstriiel diizeni saglamak ve
endometrium kanser riskini azaltmak amaciyla oral kontraseptifler kullanilabilir.
PKOS hastalarinda karsilanamayan Ostrojen nedeniyle endometrial hiperplazi ve
uzun donemde endometrium kanseri gelisimini Onlemek i¢in, en az 3 ayda bir
endometrial dokiilme saglanmalidir. Bu amacla oral kontraseptifler fertilite arzusu
olmayan hastalarda uzun donem giivenle kullanilabilir. Oral kontraseptifleri

kullanamayan hastalarda medroksiprogesteron asetat kullanilabilir (73).

2.1.9.3. Insiilin duyarhhigim artiric1 ajanlar

Insiilin duyarliigini artirmak amaciyla en sik kullanilan ajan metformindir.
Metformin bir biguanid analogudur ve etkisini esas olarak karacigerde insiilin
duyarliligim artirarak ve glukoneogenezi inhibe ederek gosterir. Ayrica kas ve yag
dokusunda insiilin aracili glukoz alimimi artirir. PKOS‘da metformin tedavisi ile
androjen diizeylerinde azalma, spontan ovulasyon hizinda artma ve klomifene artmis

yanit klinik ¢caligmalarla gosterilmistir (73).
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2.1.9.4. infertilite tedavisi

Gebelik istegi olan infertil hastalarda ovulasyon indiiksiyonunda ilk secenek
klomifen sitrattir. Bu ajanla hastalarin % 80’inde ovulasyon, % 40’inda gebelik
saglanir (2). Klomifen sitrata yanitsiz hastalarda ikinci basamak ajanlar olarak
ekzojen gonadotropinler kullanilabilmektedir (139). PKOS’da laparoskopik ovaryan
drilling gibi cerrahi ovulasyon indiiksiyon metotlari, kiiciik hasta gruplarinda beli
diizeyde basariyla denenmistir. Bu metodlarin postoperatif adezyon gelisimi gibi
riskleri mevcuttur, bu nedenle yalnizca klomifene direngli ve gonadotropin tedavisi

almak istemeyen secilmis olgularda kullanilmalidir (140).

2.1.9.5. Uzun donem saglik risklerine yonelik tedavi

Uzun donem saglik risklerine yonelik yasam tarzi degisiklikleri son yillarda
giderek onem kazanmaktadir. Kilo kaybinin (viicut agirliginin %5’inden daha fazla)
androjen diizeylerini diislirdiigli ve bazi1 olgularda ovulasyonun spontan geri
donmesini sagladigr bilinmektedir. Kilo kaybi insiilin ve androjen diizeylerini
azaltmakta, IGFBP-1 diizeylerini ise artirmaktadir (141). Ayrica kilo kayb1 ile SHBG
diizeyi yiikselir ve insiilin direnci azalir (73). Diyet ve egzersiz uygulamalar: ile
saglanan cok diisiik diizeydeki kilo kayiplarinin bile metabolik, endokrin ve
reprodiiktif parametreler iizerinde olumlu etkileri gozlenmistir (142). Diyetin yararh
etkileri kompozisyon degisikliginden ziyade kalori kisitlamasina baglidir (143).
Ayrica, diizenli fiziksel aktivite kilo kayb1 saglanamadiginda dahi insiilin direncinde
diizelmeye neden olabilmektedir (80).

Randomize bir ¢aligmada, kilo kayb: ve fiziksel aktivite ile diabetes mellitus
insidansinda %58 azalma oldugu, metformin tedavisi ile bu oranin %31 de kaldig
saptanmustir (144). Anovulatuar asir1 kilolu kadinlarda kilo kaybi1 olmasa da uygun
bir diyet ile birlikte yasam tarzi diizenlemesi ve egzersiz programi uygulanmasi,
insiilin direncini azaltarak ovulasyonun baslamasini saglayabilir (145).

PKOS hastalarinda artmis glukoz intoleransi ve tip 2 diyabet riskine yonelik
olarak tam1 asamasinda oral glikoz tolerans testi (OGTT) uygulanmali ve glukoz
homeostaz1 degerlendirilmelidir. PKOS’de normal glukoz toleransi durumunda
bozulmus glukoz tolerans: ve tip 2 diyabete ilerleme hizi da artmis oldugundan,

normal glukoz toleransi bulunan hastalarda OGTT her yil tekrarlanmalidir (146).
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Boylelikle bozulmus glukoz toleranst olan yiiksek riskli bireylerde yasam tarzi
degisikligi ve metformin gibi erken tedavi secenekleriyle tip 2 diyabete progresyon
geciktirilebilir ya da 6nlenebilir (80).

Gerek tip 2 diyabet gerekse kardiyovaskiiler hastalik gibi uzun donem saglik
riskleri yoniinden kilo kontroliiniin 6nemi hastaya vurgulanmalidir. PKOS’de uzun
donem saglik risklerinin 6nlenmesine yonelik stratejilerin belirlenebilmesi yoniinden
yasam tarzi1 degisiklikleri ve farmakolojik tedavi seceneklerini degerlendiren genis

Olcekli ve uzun siireli klinik ¢calismalara ihtiyag¢ vardir (80).

2.2. PKOS ve Oksidatif Stres

Son yillarda oksidatif stres ile PKOS iligkisini arastiran calismalara gore
oksidatif stresin PKOS patofizyolojisinde potansiyel faktor oldugu ileri siirtilmiistiir.

Hipergliseminin reaktif oksijen tiirlerinin iretimini artirarak, antioksidan
seviyelerinde diisiise neden olabilecegi sOylenmistir. Yapilan ¢alismalardan birinde
serum MDA  (malondialdehit) ve PC  (protein karbonil)  diizeyleri
yiiksekbulunmustur, ancak GSH (glutatyon), vitamin C ve vitamin E diizeyleri ve
GST (glutatyon s-transferaz) enzim aktivitesi insiilin direncinden bagimsiz
olarak saglikli kontrollere gore daha diisiik bulunmustur. Sonu¢ olarak oksidatif
stres, oksidanlarin artist ve antioksidanlarin azalisiyla karakterizedir ve insiilin
direncinden bagimsiz olarak PKOS patogenezinde yer alabilecegi soylenmistir
(147).

Baska bir calismada, PKOS grubunda anlamli derecede diisiik serum TAS
(total antioksidan diizeyi) ve artmus PC (protein karbonil), protein oksidasyon
biyobelirtecleri, yiiksek serum acglik insiilini, C-reaktif protein, LH seviyeleri ve
LH/FSH oran1 saptanmistir. Buna ek olarak aclik insiilini, protein karbonil ile pozitif,
antioksidanlar ile negatif iligkilidir (148).

Dincer ve ark. PKOS’lu kadinlarda H202 ile indiiklenen DNA yikimini
incelemislerdir. Sonuglar gostermektedir ki, DNA yikimi1 ve H202 ile indiiklenen
DNA yikimi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda PKOS’lularda daha yiiksektir.
Buna ek olarak tam kan GSH (glutatyon) seviyeleri saglikli kontrol grubunda daha
yiikksek bulunmustur. Boylece, PKOS ile over ca arasindaki iliskinin DNA’nin

oksidatif stress duyarliligi ile aciklanabilecegi one siiriilmiistiir (149).
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Serum LPO (lipidperoksidaz), MDA (malonildialdehit), SOD (siiperoksit
dismutaz), VE (vitamin E) ve VC (Vitamin C) diizeylerinin, 30 PKOS (grupl) ve 30
kontrol hastasinda karsilastirildigr bir ¢alismada; ilk ol¢iimler yapildiktan sonra
PKOSI1 grubuna 3 ay siireyle VE 0.1 qd, VC 0.2 bid ve Diane-35 (ethinylestradiol ve
cyproterone asetate) 1 qd x 21d/ay verilmistir.3 ay sonra LPO, MDA, SOD, VE ve
VC diizeyleri ol¢iilmiistiir. Diger 30 PKOS hastasina (PKOS grup 2), 3 ay boyunca
sadece Diane-35 (ethinylestradiol ve cyproterone asetate) 1 qd x 21d/ay verilmistir.
PKOS1 ve PKOS2 gruplarinin menstruel sikluslar1 3 ay boyunca gozlemlenmistir.
PKOS grubunda serum LPO ve MDA diizeyleri kontrol grubuna gére anlamli olarak
daha yiiksek Ol¢iilmiistiir (p<0,05). PKOS grubunda serum VE, VC ve SOD
diizeyleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak daha diisiik ol¢iilmiistiir
(p<0,05). LPO ve MDA degerleri, Diane-35, VE ve VC aldiktan sonra dncesine gore
daha diisiik; VE, VC ve SOD degerleri ise daha yiiksek saptanmistir. PKOSI1
grubunda menstruel siklus diizeni PKOS2 grubuna gore daha iyi bulunmustur. Sonug
olarak PKOS oksidatif stres (reaktif oksijen tiirlerinin metabolizmasi dengesizligi) ile
iliskili olabilir ve antioksidanlar PKOS prognozunu iyilestirebilir kanisina varilmistir

(150).

2.2.1. Oksidatif Stres ve DNA Hasar1

2.2.1.1. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif
denge saglandigi siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu
dengenin bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum
Ozetle, serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonucgta doku hasarina yol ag¢maktadir

(151,152).

2.2.1.2. DNA Hasarn
Spontan DNA hasarlar1 basta olmak iizere endojen ve ekzojen genotoksik

bilesenlerin neden oldugu DNA hasarlar1 genetik materyalin biitiinliigiiniin
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bozulmasia neden olabilir (153,154). Aerobik organizmada oksijen kullanimina
bagl olarak meydana gelen reaktif oksijen tiirleri DNA hasarina yol agan hiicresel
metabolizma iiriinleridir. ROS (reaktif oksijen molekiilleri) ile olusan oksidatif stres
lipid peroksidasyonuna ve DNA hasarina neden olmaktadir (155). Oksidatif stres tek
ve cift zincir kiriklarina, seker fosfat omurgasinda ve bazlarda oksidatif hasara sebep
olmaktadir. Oksidatif stresin neden oldugu 20 farkli baz hasari tanimlanmstir (156).
DNA hasarinin yogunluguna bagli olarak hiicre siklusunun durdurulmasi, gen
ekspresyonunun degismesi, DNA tamirinin uyarilmasi ve programlanmis hiicre
Olimiiniin (apoptosis) artmasi1 basta olmak iizere bircok hiicresel yamt tetiklenir

(153).

2.3. DNA Tamir Mekanizmalar:

Prokaryotik ve okaryotik organizmalar DNA’larin1 korumak i¢in ¢esitli DNA
tamir mekanizmalarina sahiptir. Memeli hiicrelerinde farkli DNA hasarlar1 farkli
DNA tamir yollar ile tamir edilmektedir (157). Kiiciik hasarlar cogunlukla DNA
onarim sistemleri tarafindan diizeltilirken, yiiksek diizeydeki hasarlar apoptozisi
uyararak hiicre Oliimiine yol agar (158). DNA hasar1 olustugunda aktive olan bazi
genler, hiicrenin apopitozunaneden olabilir. Bu genlerden en 6nemlisi p53 genidir.
Normalde inaktif durumda bulunan p53 geni, DNA hasar olustugunda aktive olarak
p21 genini harekete gecirir. p21 geni hiicrenin ge¢ G1 fazinda kalmasim saglar ve S
fazina gecmesini engeller. Boylece hiicre siklusu durdurularak olusmus olan DNA
hasarl1 hiicrenin cogalmasi1 engellenir. pS3 geni DNA tamiri yapan proteinlerin
transkripsiyonunu saglar. Bu proteinler DNA hasarim1 tamir edebilirse, hiicre
siklusundaki blok kalkar ve hiicre dongiisiine devam eder (159).

DNA onarim genleri iki alt gruba ayrilabilir:

a) DNA onariminda sinyal iletimi ve onarimin diizenlenmesi ile ilgili genler,

b) Hatal1 eslesme onarimi, baz ve niikleotid ¢ikarma onarimu ile ilgili genler

(160,161,162).

Bu genlerin yer aldigi onarim mekanizmalar1 baglica bes grupta incelenebilir
(163).

1. Direkt Tamir ya da hasarin geri dondiiriilmesi (reversal of damage)

¢ O6-metilguanin tamiri (Alkilasyon hasarin tamiri)
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¢ Fotoreaktivasyon

¢ Basit tek zincir kirtklarinin ligasyonu

2. Eksizyon (kesip-¢cikarma) Tamiri

¢ Baz eksizyon tamiri (BER) (base excision repair)

¢ Niikleotid eksizyon tamiri (NER) (nucleotide excision repair)
e Mismatch (yanls eslesme) eksizyon onarimi (MER)
3. Rekombinasyonal Tamir

4. SOS Tamiri

5. DNA Cift Zincir Kiriklarinin Tamiri

e Serbest U¢larin Non-homolog Baglanmasi (NHEJ)
¢ Homolog Rekombinasyon (HR)

Bu tamir mekanizmalarinin en Onde gelenleri eksizyon tamir
mekanizmalaridir. Bunlar; Niikleotid eksizyon tamiri (nucleotide excision repair-
NER), Baz eksizyon tamiri (base excision repair-BER) ve Yanlis eslesme tamiri
(mismatch repair-MMR)’dir (157).

Eksizyon tamiri sirasinda kimyasal olarak degismis, yanlis eslesmis veya
uygun olmayan bazlar genomdan kesilerek yerlerine dogru dizideki bazlar konur.
BER sirasinda hasarli bazlar serbest baz olarak kesilir ve c¢ikartilir, NER’de ise
hasarl1 bazlar oligoniikleotid parcalar1 olarak kesilir. NER mekanizmasi daha cok
ultraviyole 15181 ve polisiklik hidrokarbonlara bagli DNA hasarinda, BER
mekanizmas1 X-iginlari, oksijen radikalleri ve alkilleyici ajanlara bagli DNA

hasarinda, MMR ise replikasyon hatalarinin tamirinde gorev alir (158).

2.3.1. Baz Kesip Cikarma Tamiri (Base Excision Repair-BER)

Reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da olusturdugu tek zincir kiriklarinin ve baz
hasarlarinin tamirinde en sik kullanilan mekanizma BER tamir mekanizmasidir
(164,165,166).

Baz kesip c¢ikarma tamirinde rol alan anahtar enzimler DNA glikozilazlardir.
Insanda yapilar1 birbirine benzeyen yaklasik 10 tane DNA glikozilaz enzimi
tanimlanmistir (OGG1, MPG, UNG) (166,167). Bu yolagin ilk basamagi hasara karsi
ozgiil olan DNA glikozilazlar tarafindan hasarli bazin taninmasidir (166,168). Bu

enzim, bazin N-glikozidik bagini kirarak, bazi sekerden ayirir ve baz DNA’dan
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ayrilir. Olusan bazsiz bolge (seker+fosfat),apurinik veya aprimidinik bolge (AP
bolgesi) olarak adlandirilir. AP bolgesi AP endoniikleazlar (insanda APE1)
tarafindan taninir (169). XRCC1 enzimi (X-ray cross complementing enzim), hasarl
bolgede DNA glikozilaz enziminin APE1 ile yer degistirmesini saglayarak hasarl
bazin ¢ikarilmasimi hizlandirir (170,171,172). AP bolgesindeki fosfodiester baglar
fosfodiesteraz enzimleri tarafindan kirilir. Boylece AP bolgesinin 3' ucunda hidroksil
grubu ve 5' ucunda deoksiriboz fosfat bulunan bir ¢entik olusur (173,174). AP
bolgesindeki fosfodiester baglarinin APEI tarafindan yikilmasindan sonra poli
(ADP-riboz)polimeraz-1 (PARP-1) enzimi kirtk DNA uclarina baglanarak onlari
yikimdan korumaktadir (173,175,176). PARP-1 kendisini poli(ADP-riboz)ilasyonla
aktiflestirdikten sonra BER mekanizmasinda gorevli diger enzimlerin aktivasyonunu
saglamaktadir (177). PARP-1 tarafindan aktivasyonu saglanan XRCC1 enzimi,
APE]1 enziminin polimeraz ile baglantisin1 diizenleyerek polimerizasyon ve ligasyon
basamagim hizlandirir. Bu asama sonrasinda BER yolagi temel olarak iki tiirlii
gerceklesir; Kisa BER yolagi (1 niikleotid onarimi) ve uzun BER yolag (2-6
niikleotit onarimi)’nin her ikisi de AP endoniikleazlara ihtiya¢ duyar ancak DNA
sentezinde ve ligasyonda gorev alan enzimler farklihik gosterir (13, 178). AP
bolgesinin baglanmas1 kisa yolakta DNA polimeraz-f tarafindan gerceklestirilir
(177,179,180). Uzun yolakta ise ilk niikleotidin sentezi DNA polimeraz-f3, ondan
sonrakilerin sentezi ise DNA polimeraz 6 ve ¢ tarafindan gergeklestirilir. Uzun tamir
yolaginda polimerizasyon asamasinda PCNA (proliferating cell nuclear antigen) ve
RPC (replikasyon proteini C) adi verilen iki protein daha senteze katilmaktadir
(177,179,180). BER’in en son basamaginda ise olusan bosluk DNA polimeraz-f3 ile
doldurulur ve DNA ligaz enzimi tarafindan fosfodiester baglar1 olusturulur (178).
Kisa BER yolaginda LIG3a, uzun BER yolaginda ise LIG1 ad1 verilen DNA ligaz

enzimleri is gormektedir (177).
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Sekil 2.1.Baz Eksizyon Onarimi (181).

APEL1: Apriirinik/aprimidinik endoniikleaz 1; Pol B: Polimeraz ; PCNA: Poliferatif hiicre cekirdek
antijeni; RFC:Replikasyon faktorii; Pol d/e: Polimeraz d/e; XRCCl: X-ray repair cross-
complementing group 1; Lig3: Ligaz 3;Ligl: Ligaz 1; FEN1: Flap endoniikleaz 1.

2.3.2. Niikleotid Eksizyon Onarmmi (NER)

NER, DNA bazlan iizerinde biiyiik eklentiler olusturan bir¢ok c¢esit hasari
tantyabilen bir onarim mekanizmasidir (182). Genom biitiinliigiinii koruyucu ve
hayatin devamliligim1 saglayici gorevleri vardir (183). Mikoplazmadan memelilere
kadar genis bir yelpazedeki organizmalar tarafindan kullanildigi belirlenmistir.
Bir¢cok DNA hasarinin 6zellikle de heliks distorsiyonuna neden olanlarin onariminda
etkindir. Insanlarda giinesten gelen UV 1s181n1n karsinojenik etkilerine (dimerler) ve
sisplatin, 4-nitrokuinolin oksit gibi etkenlerle reaksiyon sonucu olusan biiyiik
eklentili hasarlara kars1 6nemli bir savunma mekanizmasidir (184).

NER, ¢ok basamakli islemleri iceren ve en az 20-30 proteinin gorev aldigi bir

DNA tamir mekanizmasidir.
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NER mekanizmasinin isleyisi:

1. Hasarin taninmasi ve sinirlarin belirlenmesi

2. Protein kompleksinin hasarli bolgeye baglanmasi

3. ~24-32 niikleotid uzunlugunda bir fragment i¢inde birakacak sekilde

lezyonun her iki tarafindan hasarl zincirin kesilmesi (insizyon)

4. Hasar iceren oligoniikleotidin uzaklastirilmas1 (degradasyon)

5. DNA sarmali iizerinde meydana gelen boslugun DNA polimeraz tarafindan

doldurulmasi (polimerizasyon)

6. Ligasyon, asamalarindan olugmaktadir (185).

Insanda NER yolagindaki bozukluklarin 6nemi, otozomal cekinik (resesif)
hastaliklardan olan Kseroderma Pigmentozum (XP) ve Cockayne Sendromu (CS)
ile dikkat ¢ekmistir. Bu hastaliklardan herhangi birine sahip kisiler UV 1sinlarina
kars1 asirt duyarlhilik gosterirler. XP hastaligi, XP (XPA-XPG) genlerindeki, CS
sendromu ise CS (CSA, CSB) genlerindeki mutasyonlar sonucunda meydana gelir
(186). XP gen iiriinleri, hasarin taninmasi ve DNA’nin kesilmesinde c¢ok cesitli
fonksiyonlara sahiptirler (186). CS gen iiriinleri ise, NER baz onariminda gereklidir
(187).

XP genlerindeki mutasyonlar, biiyilk karsinojenik DNA eklentilerinin
cikartilmasini engelleyebilir.

NER genomda, hem transkripsiyonda sessiz kalabilir, hem de aktif olan
bolgelerin onarimini yapabilir. Ancak, her iki durumda da farkli mekanizmalari
kullanir. Bu farkliliklar temelde, baz hasarinin bulundugu yerin taninmasindan
kaynaklanir (154,188).

NER’in iki ayr1 formu bulunmaktadir;

1. Global genomik NER (GG-NER); transkripsiyon acisindan sessiz olan

bolgelerde meydana gelen hasari onarir.

2. Transkripsiyonla iliskili NER (TC-NER); DNA’da aktif olarak

transkripsiyona ugrayan zincirde meydana gelen hasarlar1 onarir.

Transkripsiyonel olarak aktif durumdaki DNA’da meydana gelen hasarlar

transkripsiyon mekanizmasinin etkilenmesine neden olmaktadir (187).

36



Genel Genam Tamiri Transkripadvona Kenetletmis Tamir
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Sekil2.2.Niikleotid Eksizyon Onarimi (189).
ERCCI: Excision Repair Cross Complementing 1, PCNA: Poliferatif hiicre ¢ekirdek antijeni; RPA:
Replikasyonprotein A; XP: Xeroderma pigmentosum; RNAPII: RNA polimeraz II, Pol 6: Polimeraz

0; Pol ¢: Polimeraz

2.4. DNA Tamir Genlerinde Polimorfizmler

Bir genin belli bir lokusta yer alan alternatif kopyalarindan her birine allel ad1
verilir. Allellerde varyasyon genel populasyonda %1’den daha fazla siklikta
bulunuyorsa, bu durum “genetik polimorfizm (genetik c¢esitlilik)” olarak
adlandirilirken, %1°’den daha az siklikta ise “nadir degisimler” olarak adlandirilir.
Genetik hastalifa neden olan mutasyonlarin bir¢ogu nadir degisimlerdir. Genetik
polimorfizimler, Mendel kurallarina gore kalitilmaktadir (190).
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Polimorfizmlerin prevalansi, etnik gruplara gore biiyiik Olciide farklilik
gosterebilir. Bir polimorfizm i¢in en sik goriilen allel ‘vahsi tip® (wild type) allel
olarak isimlendirilir. Vahsi tip allel, en sik goriilen, diger bir deyisle ‘normal’ allel
olarak kabul edilir; ancak populasyonlar arasindaki farkliliklardan dolay1 bu durum
her zaman gegerli degildir (191).

Genetik polimorfizm, kodlayan veya kodlamayan DNA dizilerinde meydana
gelebilir. Intronlarda ve genler arasindaki DNA dizilerinde meydana gelen
degisikliklerin genellikle etkisi yoktur, ancak genlerin kodlayan bdolgelerindeki
(ekzon) polimorfizmler, protein fonksiyonuna etki edebilir. Promotor bdlgede
meydana gelen polimorfizmler ise transkripsiyon diizeyinde degisiklige neden
olabilir (190).

Tek Niikleotid Polimorfizmi (Single Nucleotid Polymorphism=SNP) insan
genomundaki en basit ve en yaygin genetik polimorfizm seklidir. ikinci siklikta
goriilen polimorfik degisiklikler ise genomda ardisik olarak tekrarlayan DNA
dizilerinin sayisinda goriilen degisikliklerdir (VNTR (variable number of tandem
repeats) ve STR (short tandem repeat)). Bu dizilerin tekrar sayilar1 her bireyde
farklidir. SNP’leri; aminoasit degisimine neden olan veya aminoasit degisimine
neden olmayan SNP’ ler olarak ikiye ayirabiliriz. Aminoasit degisimine neden olan
SNP’ler, protein islevini azaltabilir veya tiimden ortadan kaldirabilir. Aminoasit
degisimine neden olmayan SNP’ler ise protein islevinde kendi baglarina bir
degisiklik yapmazlar, fakat islev degisikligi yapan baska bir genomik yapida
degisiklige yol agabilirler (192).

Genetik ve cevresel faktorlerin etkisiyle genlerde olusan bir ¢ok hasar
spesifik DNA tamir mekanizmalar1 ile saptanarak tamir edilmekte ve genomik
stabilitenin devami saglanabilmektedir. Genetik polimorfizmler, DNA tamir
enzimlerinin katalitik aktivitesini, yapisim1 veya ekspresyon diizeyini etkileyebilir.
Polimorfizmin 6zellikle DNA tamir mekanizmasinda rol alan proteinlerde meydana
gelmesi, DNA hasarinin onarimini bozarak kanser olusumuna neden olabilmektedir

(193).
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2.4.1. Polimorfizmleri Arastirilan DNA Tamir Genleri

DNA hasarinin onarimi, mutasyonlarin genomdan uzaklastirilmasini ve
mutajenik transformasyonun Onlenmesini saglar. DNA tamir genlerindeki
fonksiyonel polimorfizmler toplumdaki bireylerin DNA tamir kapasiteleri arasindaki
farkliligin  sorumlusu olabilirler. Bu c¢alismada ikisi BER, digeri NER
mekanizmasinda onemli roller iistlenen XRCC1, APE1 ve XPD genlerine ait toplam

tic polimorfizm bolgesi incelenmistir.

2.4.2. XRCC1 (X-ray repair cross complementing group 1)

X-ray repair complementing group 1 (XRCC1) DNA tamir genlerinden olup,
19. kromozomun q13.31 bolgesinde yer alan 17 ekzonu olan, 2087 baz c¢ifti (bg)
transkripsiyon iiriinii olan bir gendir. XRCC1 gen iiriinii, DNA polimeraz-3 ve DNA
ligaz III gibi DNA proteinleri ile BER ve tek iplik kirilmalarinin tamirinde gorev
almaktadir. BERDNA tamir mekanizmasimin gorev aldigi hasarlar iyonize
radyasyon, alkilleyici ajanlar ve oksidasyondur (194).

XRCCI1 DNA tamir geninde yaygin ii¢ polimorfizm vardir. Bunlar kodon 194
(Arg—Trp), kodon 280 (Arg—His) ve kodon 399 (Arg—Gln)’dur. XRCC1 kodon
399 evrim siirecinde tiirlerde korunmustur. XRCC kodon 399’da, poly(ADP-
riboz)polimeraz (PARP) ile BRCT (BRCA1 C-ucu) proteini ile iligkilidir. BER
yolunda PARP, DNA iplik kirtlmalarini ortaya ¢ikaran bir ¢inko parmak tipinde
enzim olup, endojen oksidatif DNA hasarinin tamirinde biiylikk Oneme sahiptir
(194,195,196).

XRCC1 geni polimorfizmleri bircok hastalikta ve dokuda calisilmistir.
Ozellikle kolorektal kanserlerde, meme kanserlerinde (197,198,199), pankreas
kanserinde (200), mesane kanseri (201),bas ve boyun kanserlerinde (202), akciger
kanserleri (203,204), prostat kanserinde (205), 1okosit hastaliklarinda (195), ve
hematolojik malignansilerde  DNA tamir geni XRCC1 geni polimorfizmleri

incelenmistir (206).

2.4.3. APE1 (apurinic/apyrimidinic endonuclease)
APE1 geni 14. kromozomun uzun kolunun 11.2 bolgesinde (14ql11.2)

lokalizedir ve 318 aminoasit uzunlugundaki APE proteinini kodlamaktadir (207).
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APEI proteini, DNA tamir mekanizmasimin onemli enzimlerinden biridir.
Purin ve/veya pirimidin bazini yitirmis bir deoksiriboz sekeri APEl enzimi
tarafindan taninir, enzim fosfodiester omurgay1 keser ve hasarli bolgeyi cikartir.
Daha sonra bir fosfodiesterazin yardimiyla hasar onarilmaya baglanir. Tek
niikleotidlik bosluk, DNA polimeraz ileDNA ligaz tarafindan doldurulur (208).
Ayrica endonukleaz aktivitesine ek olarak 3’-5’DNA ekzoniikleaz, 3’ fosfataz, 3’
fosfodiesteraz aktivitelerine sahiptir. Yapilan son calismalar kodon 148’deki
Aspl148Glu polimorfizminin APE1 aktivitesiyle dogrudan iliskili oldugunu
gostermistir (209).

2.4.4. XPD (xeroderma pigmentosum group D)

Kseroderma pigmentosum group D (XPD) geni, niikleotid kesip¢ikarma
tamirinde gorev alan bir tamir genidir. XPD tamir geni 19. kromozomun q kolunun
13.32 bolgesinde (19q13.32) bulunur. XPD, 23 ekzonu, 22 intronu ve transkripsiyon
iriinii 760 aminoasit olan bir gendir (210). Transkripsiyon faktorii II H (TFIIH) nin
bazal transkripsiyon kompleksinin bir alt iinitesidir. DNA tamirinde, ATP’ye bagiml
5’—3’ helikaz aktivitesi gostermektedir. Bu helikaz aktivitesi sayesinde DNA tamiri
esnasinda hasarli bolgenin etrafim acarak tamirde biiyiik rol oynar. XPD tamir
geninde bir¢ok polimorfizm tanimlanmis olup, en dnemli polimorfizmler 156, 312 ve
751 kodonlarindadir. Bu polimorfizmler aminoasit degisikliklerine neden olur.
Kodon 751°’de olusan polimorfizm, lizin (Lys)’in glutamin (Gln) aminoasidine
doniistiirir. XPD geninde olusan polimorfizmler DNA tamir kapasitesi ve kanser
riski iligkisinde bilgi vericidir. Bu polimorfizmlerin 6zellikle kanser, Kseroderma
pigmentosum, Cockayne sendromu ve cesitli norolojik bozukluklara sebep oldugu
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (210,211).

XPD kodon 751 polimorfizmi bircok hastalikta cahisilmustir. Ozellikle
kolorektal bezler ve kanserlerinde (212,213), meme kanserlerinde (194,214,215)
pankreas kanserlerinde (216), mesane kanserleri (217), akciger kanserleri (204),
16kosit hastaliklarinda (218,219), prostat kanserinde (205), deri kanserlerinde (220),
ve hematolojik malignansilerde DNA tamir geni XPD polimorfizmleri incelenmistir

(221,222).

40



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kontrol ve Calisma Grubu

Kontrol grubu, 15-49 yas araliginda, PKOS tami kriterlerine uymayan,
herhangi bir sistemik hastalig1 olmayan 90 saglikli bireyden olusturuldu.

Calisma grubu, Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali’'na bagvurup, klinik olarak PKOS tanisi
konmus 105 olgudan olusturuldu.

PKOS tan1 kriterleri olarak 2003 Rotterdam kriterleri kullanildi. Bu tam
kriterleri:

1. Oligo-amenore

2. Hiperandrojenizm klinik ve/veya biyokimyasal belirtecleri

3. USG'de polikistik over goriiniimii ile diger sebeplerin dislanmasi (en az tek

tarafli 2-9 mm’lik 12 adet follikiil varlig1 veya en az 10 cm3’liikk over
hacmi esas alinmuastir).

PKOS tanisi i¢in tanimlanan 3 kriterden ikisinin varligi gerekmektedir.

Tiim olgularin ayrintili anamnezlerinin alinmasimi takiben kilo ve boylari
olgiilerek VKI (Viicut agirhg (kg)/boy (m?2)) formiiliine gore hesaplandi. Bel ve
kalca cevresi olgiilerek WHR (Bel Kal¢a Oran1'Waist-Hip Ratio') hesaplandi. Klinik
hirsutizmin tani ve derecelendirilmesi icin F/G metodu kullanild1 (223). Bu sisteme
gore 9 anatomik bolge (biyik ve sakal bolgesi, gogiis, meme areolasi, linea alba,sirtin
tist kistmlari, sirtin asagr kisimlari, kalcalar, uyluk i¢ kisimlari ve dis genital)
degerlendirildi; her bolge icin O (terminal kil gelisimi yok) ile 4 (maksimum kil
gelisimi) arasinda puan verildi. Sekizin altindaki skor normal kabul edilirken, 8-36
arasindaki skor patolojik olarak degerlendirilerek hirsutizm derecesiyle dogru orantili
kabul edildi. Polikistik over sendromlu hastalarla kontrol grubunun demografik,
antropometrik ol¢timleri ve laboratuar degerleri karsilastirildi.

Overler Pelvik USG ile degerlendirilmis olup goriiniimiine gére normal veya
polikistik over olarak gruplandirildilar.

Tiim hastalardan bir gecelik acligi takiben sabah saat 08-09 arasinda istirahat
halinde biyokimyasal tetkikler i¢in vendz kan Ornekleri alindi. Alinan kan

orneklerinde rutin biyokimyasal parametrelere bakildi. Calismaya dahil edilen tiim
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olgularda aglik kan glukozu, aclik insiilini, total kolesterol, trigliserid, LDL-
kolesterol, HDL-kolesterol, VLDL-kolesterol, beyaz kan hiicresi (WBC),
hemoglobin, hematokrit degerleri ve spontan veya progesteronla indiiklenmis
menstiirasyonun ilk 5 giinii icerisinde FSH, LH, E2, progesteron, total testosteron,
prolaktin, DHEAS ve fT3, T4, TSH diizeylerine bakildi.

Calismaya katilan her birey ‘Goniilli Olur Formu’nu imzalayip, ¢calismaya
katilmay1 kabul etti. Ayrica, her olgudan EDTA’l tiiplere 3’er ml olmak iizere
toplam 2 tiip kan 6rnegi alindi.

Calisma protokoliimiiz Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma Etik Kurulu tarafindan 26.10.2011 tarihli ve 2011/27 sayili karan ile
onaylandi. Ayrica calismamizin finansal destegi Abant izzet Baysal Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAP) tarafindan karsilandi.

3.2. APEX1, XRCC1 ve XPD gen polimorfizmlerinin analizi

Arastirmadaki amacimiza uygun olarak secilen kontrol ve c¢alisma grubu
olgularimin DNA’lar1 izole edildikten sonra, APEI, XRCCl1 ve XPD gen
polimorfizm analizi i¢in Real Time-PCR (Es-Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
gerceklestirildi.

RT-PCR reaksiyonlar i¢in ilgili gen bdlgelerine uygun primer ve problar
secildi. Reaksiyon karisimlarina gerekli dNTP, Mg”* ve enzim eklenerek uygun
calisma protokolleri ile erime noktasi (Tm) analiz edilerek mutasyonlar saptandi.

Analiz sonuclarina gore genotiplemeler yapildi.

3.3. APE1l, XRCC1 ve XPD Genlerinin Polimorfizminin Analizi
Asamalari ve Kullanilan Kimyasallar

3.3.1. DNA izolasyonu icin kullanilan kimyasallar

1. Baglanma Cozeltisi (Binding Buffer)

2. Proteinaz K

3. Inhibitor Uzaklastirict Cozelti (Inhibitor Removal Buffer)

4. Yikama Cozeltisi (Wash Buffer)

5. Eluisyon Cozeltisi (Elution Buffer)

6. Filtre tiipleri
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7.Toplama (Collection) tiipleri

3.3.2. RT-PCR Hibridizasyon Problari

APE1, XRCC1 ve XPD gen polimorfizmini RT-PCR (real time-PCR) ile
saptamak i¢in Hibridizasyon Problar1 kullanildi.

1. Prob

2. MgCI2 (25mM)

3. H20: saf su

4. Reaksiyon karistmi (her bir ilgili gen bolgesi i¢in spesifik karigim)

34. APE1, XRCC1 ve XPD genlerinin Polimorfizmi icin Calisma
Protokolii
3.4.1. Kandan DNA izolasyonu Asamasi

Protokol, asagidaki basamaklardan olugsmaktadir:
1. EDTA'h tiiplere alinan kandan 200 pl alinip, iizerine 200 pl baglanma

cozeltisi ve 40 pl Proteinaz K ilave edildi, pipetaj ile homojenizasyon
saglandi.

2. Tipler, onceden 72°C'ye ayarlanan kuru 1s1 blogunda 10 dakika
inkiibasyona birakildi.

3. Inkiibasyon sonunda, karisim iizerine 100 pl izopropanol eklendi ve pipetaj
ile 1yice karistirildi.

4. 1.5mI’lik pastik tiip icinde bulunan 6rnegin tamami, toplama tiipii icine
yerlestirilmis filtreli tiipiin i¢ine pipetlendi.

5. 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.

6. Santrifiij sonrasinda filtreli kisim yeni bir toplama tiiptine aktarildi.

7. Filtreli tiipiin tizerine 500 pl inhibitor uzaklastirict ¢ozelti eklendi.

8. 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.

9. Santrifiij sonrasinda filtreli kistm yeni bir toplama tiipiine aktarildi.

10. 500 pl yikama cozeltisi eklenerek, 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.

11. Filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine aktarildi ve iizerlerine ikinci kez 500
ul yikama cozeltisi eklendi.

12. 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.
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13. Santrifiij bittikten sonra, tiiplerin iist kisminda biriken iistnatant
uzaklastirildi ve kalan miktar tekrar 17.000 rpm'de 15 saniye santrifiij
edildi.

14. Filtreli tiipler temiz birer 1.5ml’lik pastik tiipiin icine yerlestirildi ve
72°C'ye ayarlanmis kuru 1s1 blogunda 1sitilmis olan eliisyon ¢ozeltisinden
200 pl ilave edilerek 2-3 dakika oda 1s1sinda bekletildi ve sonrasinda 8.000
rpm'de 1 dakika santrifiij edildi

15. Santrifiij sonrasinda filtreli kisim atildi. 1.5ml’lik tiipte kalan cozelti
genomik DNA'y1 icermekteydi.

16. DNA konsantrasyonu spektrofotometre ve/veya konsantrasyon jeli ile
tespit edildi ve gerekirse calismaya uygun olan 50pm/ul konsantrasyona

ayarlandi.

3.4.2. Real Time PCR
Polimeraz Zincir Reaksiyonu, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA'da,
dizisi bilinen belirli bir bolgenin ¢ogaltilmasina (amplifikasyon) olanak veren in
vitro DNA sentez yontemidir.
Genel olarak PCR, 3 ana basamaktan olusur:
1. Denatiirasyon
2. Baglanma
3. Uzama
PCR karisiminda bulunan bilesenler;
1. Genomik DNA
2. Bir ¢ift primer
3. DNA zincirinin uzama reaksiyonunu gerceklestiren 1siya dayamikhi
polimeraz enzimi
4. Enzimin ¢alismasi icin gerekli kofaktor olarak gérev yapan Mg iyonunu
saglayan MgCI2
5. Yapilan amplifikasyona gore degisik miktarlarda hazirlanan dNTP
karisimi (dATP, dCTP, dGTP, dTTP).

6. Deiyonize veya steril su
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Genel olarak RT-PCR’da hedef bolgeye 6zgiil uygun primer ¢iftinin (forward
ve reverse primer) ve problarin dogru sec¢imi olduk¢a Onemlidir. RT-PCR
denatiirasyon, baglanma ve uzama adimlarinin tekrarlarina dayanan 20-40 dongii

sonrasinda tamamlanir ve sonunda hedef DNA'nin milyon kopyasi olusturulur.

3.5. APE1, XRCC1 ve XPD Mutasyonlarinin RT-PCR icin Termal Profili
APE1, XRCC1 ve XPD mutasyonlarin1t belirlemek i¢in kullanilan termal
profil; denatiirasyon, kantifikasyon, erime egrisi ve sogutma parametreleri olarak

belirlendi ve ayarlar kaydedildi.

3.6.APE1,XRCC1veXPDMutasyonlarininSonuclarimin Degerlendirilmesi
RT-PCR c¢alismasi sonunda, erime egrisi analizinde olusan piklerin erime
derecelerine gore homozigot yabamil (wt=wild type), homozigot mutant ve
heterozigot genotipler ayirt edildi. Heterozigot genotipler iki farkli erime derecesinde
iki pike sahipken, homozigot mutant ve homozigot yabanil genotipler ayni erime

derecesinde iki pike sahiptir.
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XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi i¢in G (Arg) alleli Tm (erime) degeri
61.8°C, A (Gln) alleli Tm degeri 67.1°C.
GG genotipi homozigot yabanil, AA genotipi homozigot mutant, GA genotipi

de heterozigot mutant genotiplerdir.
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Grafik 3.4. XRCCI-GG,AA,GA
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APE1 Aspl48Glu polimorfizmi icin C (Asp) alleli Tm (erime) degeri
53.8°C, A (Glu) alleli Tm degeri 59.0°C.

CC genotipi homozigot yabanil, AA genotipi homozigot mutant, CA genotipi

de heterozigot mutant genotiplerdir
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Grafik 3.5. APE-CC (homozigot yabanil)
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Grafik 3.6. APE-AA (homozigot mutant)
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Grafik 3.7. APE-CA (heterozigot mutant)
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Grafik 3.8. APE-CC, AA, CA

XPD Lys751GIn polimorfizmi i¢cin T (Lys) alleli Tm (erime) degeri 63.0°C,
C (GlIn) alleli Tm degeri 68.5°C.
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TT genotipi homozigot yabanil, CC genotipi homozigot mutant, TC genotipi

de heterozigot mutant genotiplerdir
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Grafik 3.9. XPD-TT (homozigot yabanil)
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Grafik 3.10. XPD-GG (homozigot mutant)
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Grafik 3.11. XPD-TG (heterozigot mutant)
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3.7. Istatistiksel Analiz

Verilerin (demografik ozellikler ve laboratuar sonuglar1) analizi SPSS for
Windows 11. 5 paket programinda yapildi. Siirekli degiskenlerin dagiliminin
normale yakin olup olmadigi Shapiro Wilk testiyle arastirildi. Tanimlayici
istatistikler siirekli degiskenler icin ortalama + standart sapma veya ortanca

(ceyrekler aras1 genislik) olarak kategorik degiskenler ise olgu sayisi ve (%) seklinde
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gosterildi. Gruplar arasinda ortalamalar yoniinden farkin onemliligi Student’s t testi
ile ortanca degerler yoniinden farkin 6nemliligi ise Mann Whitney U testi ile
incelendi. Kategorik degiskenler Pearson’un Ki-Kare testiyle degerlendirildi. P<0,05
icin sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Calismanin genotip analizi
sonucunda elde edilen veriler Epi Info 3.5.3 istatistik programi yardimiyla

hesaplandi. p<0,05 olan sonuglar anlaml1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Laboratuar bulgular: ve demografik ozellikler

Calismaya Abant izzet Baysal Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkezi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali’'nda PKOS teshisi konulan 105
olgu ve 90 normal olgu dahil edildi.

Arastirmaya dahil edilen olgularin fiziksel 6zellikleri Tablo 4.1°de gosterildi.
(p<0,001), viicut agirhigr (p<0,001), viicut kitle
indeksleri (VKI) (p<0,001) bel gevresi (p<0,001), kalg¢a cevresi (p<0,001) ve

Gruplar arasi olgularin yas

bel/kalca c¢evresi oranlart  (p<0,001) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunurken, boy uzunlugunda (p=0,316) fark bulunmadi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Olgularin fiziksel 6zellikleri.

Kontrol Grubu PKOS
Fiziksel Ozellikleri (n=90) Grubu p

X+SS (n=105)

X+SS

Yas (yil) 25,3+5,0 23,0+4.9 <0,001
Viicut agirhigr (kg) 57,3+7,3 64,8+14,2 <0,001
Boy uzunlugu (m) 162,8+6,5 161,945,6 0,316
VKi (kg/m®) 21,7428 24,7%5.5 <0,001
Bel Cevresi (cm) 73,3+9,0 80,2+13,4 <0,001
Kalga Cevresi (cm) 97,8+6,8 102,6+11,1 <0,001
Bel/Kalca Orani 0,75+0,06 0,78+0,07 <0,001

Olgularin menstriiel sikluslarinin gruplara gore dagilimi say1

(%) olarak Tablo 4.2°de gosterildi. Menstriiel siklus diizenleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulundu (p<0,001) (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Olgularin menstriiel sikliis diizenleri.

Kontrol Grubu PKOS
(n=90) Grubu p
(n=105)
Menstriiel Siklus <0,001
Oligo-Amenore 1 (%1,1) 87 (%82,9)
Diizenli Siklus 89 (%98.,9) 18 (%17,1)

Olgularin hirsutizm, sigara Oykiisii ve polikistik USG’lerinin gruplara gore

dagilimi say1 (n) ve yiizde (%) olarak Tablo 4.3’de gosterildi. Hirsutizm arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,001) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Olgularin hirsutizm, sigara oykiisii ve polikistik USG sonuglari.

Kontrol Grubu PKOS
(n=90) Grubu p
(n=105)
Hirsutizm 7 (%7,8) 72 (%68,6) <0,001
Sigara Oykiisii 18 (%20,0) 18 (%17,1) 0,608
Polikistik USG 23 (%25,6) 105 (%100,0)

Arastirmaya dahil edilen olgularin kan sekeri ozellikleri Tablo 4.4’de
gosterildi. Gruplar arasi olgularin aghik kan sekeri (AKS) (p=0,007), insiilin
(p<0,001), ve AKS/insiilin oranlart (p<0,001) arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Olgularin kan sekeri sonuglari.

Kontrol Grubu PKOS
(n=90) Grubu p
(n=105)
AKS 86,0 (7,0) 90,0 (9,0) 0,007
Insiilin 2,0 (2,0) 3,9 (5,7 <0,001
AKS/Insiilin 41,1 (22,6) 22,5 (30,8) <0,001

Olgularin lipit profilleri Tablo 4.5’da gosterildi. Gruplar aras: trigliserid ve

VLDL 6lciimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (<0,001).

Tablo 4.5. Olgularin lipit profili sonuglari.

Lipit Profili Kontrol Grubu PKOS
(n=90) Grubu p

(n=105)
Total Kolesterol 158,0 (29,2) 166,0 (42,0) 0,355
Trigliserid 70,5 (27,0) 83,0 (55,0) <0,001
HDL 52,149,6 50,0+11,8 0,198
LDL 93,7 (26,9) 95,7 (35,0) 0,879
VLDL 14,1 (5,4) 16,6 (10,3) <0,001

Olgularin FSH, DHEAS ve Testosteron hormonlarinda ve LH/FSH

oranlarinda gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (<0,001) (Tablo

4.6).
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Tablo 4.6. Olgularin hormon paneli.

Hormon Paneli Kontrol Grubu PKOS
(n=90) Grubu p

(n=105)
FSH 6,5 (2,8) 5,3 (2,0) <0,001
LH 5,1 (3,7) 6,1 (5,3) 0,151
LH/FSH 1,2 (0,9) 0,8 (1,0) <0,001
E2 374 (22,3) 42,3 (24,7) 0,085
P 0,33 (0,22) 0,30 (0,27) 0,603
PRL 14,0 (10,5) 13,0 (11,0) 0,306
DHEAS 181,0 (108,7) 225,0 (126,0) <0,001
Testosteron 20,0 (8,3) 32,6 (24,7) <0,001

4.2. XRCC1 (Arg399GlIn)

XRCC1 geninin Arg399GlIn polimorfizm bdlgesinin PKOS ve kontrol grubu
icin genotip ve allel dagilimi1 Tablo 4.7°de verilmistir. Tabloda goriildiigii gibi PKOS
hastalarinin XRCC1 geninin 399. kodonu ile igili 52’sinin yabanil tip homozigot,
10’unun mutant tip homozigot ve 43’iiniin heterozigot genotipte oldugu goriildii.
Kontrol grubunun ise 49’ unun yabanil tip homozigot, 14’iiniin mutant tip homozigot
ve 27’sinin heterozigot genotipte oldugu goriildii. Buna gore, GG (Arg/Arg) genotipi
PKOS grubunda %49.52, kontrol grubunda %54.44; GA (Arg/Gln) genotipi PKOS
grubunda %40.95, kontrol grubunda %30; AA (GIn/Gln) genotipi PKOS grubunda
%9.52, kontrol grubunda %15.56 oraninda goriildii. G (Arg) allel frekansi PKOS
grubunda %70, kontrol grubunda %69.44; A (Gln) allel frekans1 PKOS grubunda
%30, kontrol grubunda %30.56 olarak belirlendi.

PKOS ve kontrol grubu arasinda allel siklig1 acisindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmamistir (p=0.90).PKOS ve kontrol grubu arasinda homozigot
yabanil (GG) ve homozigot mutant (AA) genotip dagilimi agisindan anlamli bir fark
bulunmamustir (p=0.3872).
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Tablo 4.7. Calisma Gruplarina Ait XRCC1 Genotip ve Allel Dagilimi

HASTA KONTROL p
(n=105) (n=90)
XRCC1 genotipi
GG 52 (%49,52) 49 (%54,44)
GA 43 (%40,95) 27 (%30,0) P>0,05
AA 10 (%9,52) 14 (%15,56)
Allel frekansi
G 147 (%70) 125 (%69,44)
A 63  (%30) 55 (%30,56) P>0,05
XRCC1
60
50
40
® 30
20
10
0
GG GA AA
mPCOS 49,52 40,95 9,52
B KONTROL 54,44 30 15,56

Grafik 4.1. XRCC1 Arg399Gin icin PKOS ve kontrol gruplarinda genotip dagilim

yiizdeleri
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Grafik 4.2. XRCC1 Arg399GiIn i¢in PKOS ve kontrol gruplarinda G (Arg) ve A
(Gln) allel frekanslari

4.3. APE1 (Asp148Glu)

APEI geninin Asp148Glu polimorfizm bolgesinin PKOS ve kontrol grubu
icin genotip ve allel dagilimi Tablo 4.8’de verilmistir. Tabloda goriildiigii gibi PKOS
hastalarinin APE1 geninin 148. kodonu ile igili 44’{iniin yabanil tip homozigot,
10’unun mutant tip homozigot ve 51’inin heterozigot genotipte oldugu goriildii.
Kontrol grubunun ise 41’inin yabanil tip homozigot, 10’unun mutant tip homozigot
ve 39’unun heterozigot genotipte oldugu goriildii. Buna gore, CC (Asp/Asp) genotipi
PKOS grubunda %41.9, kontrol grubunda %45.56; CA (Asp/Glu) genotipi PKOS
grubunda %48.57, kontrol grubunda %43.33; AA (Glu/Glu) genotipi PKOS
grubunda %9.52, kontrol grubunda %11.11 oraninda goriildii. C (Asp) allel frekansi
PKOS grubunda %66.19, kontrol grubunda %67.22; A (Glu) allel frekanst PKOS
grubunda %33.81, kontrol grubunda %32.78 olarak belirlendi.

PKOS ve kontrol grubu arasinda allel siklig1 acisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.83).Yine PKOS ve kontrol grubu arasinda
homozigot yabanil (CC) ve homozigot mutant (AA) genotip dagilimi acisindan

anlaml bir fark bulunmamistir (p=0.8870).
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Tablo 4.8. Calisma Gruplarina Ait APE1 Genotip ve Allel Dagilim1

HASTA KONTROL p
(n=105) (n=90)
APE1 genotipi
CC 44 (%41,9) 41 (%45,56)
CA 51 (%48,57) 39 (%43.,33) P>0,05
AA 10 (%9,52) 10 (%11,11)
Allel frekansi
C 139 (%66,19) 121 (%67,22)
A 71 (33,81) 59 (%32,78) P>0,05
APE1
60
50
40
® 30
20
10
0
cC CA AA
mPCOS 41,9 48,57 9,52
W KONTROL 45,56 43,33 11,11

Grafik 4.3.APE1 Aspl48Glu icin PKOS ve kontrol gruplarinda genotip dagilim

yiizdeleri
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Grafik 4.4. APE1 Asp148Glu i¢in PKOS ve kontrol gruplarinda C (Asp) ve A (Glu)

allel frekanslari

4.4. XPD (Lys751GlIn)

XPD geninin Lys751GIn polimorfizm bolgesinin PKOS ve kontrol grubu i¢in
genotip ve allel dagilim1 Tablo 4.9°da verilmistir. Tabloda goriildiigii gibi PKOS
hastalarinin XPD geninin 751. kodonu ile ilgili 36’sinin yabanil tip homozigot,
17°sinin mutant tip homozigot ve 52’sinin heterozigot genotipte oldugu goriildii.
Kontrol grubunun ise 32’sinin yabanil tip homozigot, 14’ iiniin mutant tip homozigot
ve 44’1iniin heterozigot genotipte oldugu goriildii. Buna gore, TT (Lys/Lys) genotipi
PKOS grubunda %34.29, kontrol grubunda %35.56; TG (Lys/GIn) genotipi PKOS
grubunda %49.52, kontrol grubunda %48.89; GG (GIn/Gln) genotipi PKOS
grubunda %16.19, kontrol grubunda %15.56 oraninda goriildii. T (Lys) allel frekansi
PKOS grubunda %59.05, kontrol grubunda %60; G (Gln) allel frekansi PKOS
grubunda %40.95, kontrol grubunda %40 olarak belirlendi.

PKOS ve kontrol grubu arasinda allel siklig1 acisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.85). Yine PKOS ve kontrol grubu arasinda
homozigot yabanil (TT) ve homozigot mutant (GG) genotip dagilimi agisindan

anlaml bir fark bulunmamistir (p=0.8606).
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Tablo 4.9. Calisma Gruplarina Ait XPD Genotip ve Allel Dagilimi

HASTA KONTROL p
(n=105) (n=90)
XPD genotipi
TT 36 (%34,29) 32 (%35,56)
TG 52 (%49,52) 44 (%48,89) P>0,05
GG 17 (%16,19) 14 (%15,56)
Allel frekansi
T 124 (%59,05) 108 (%60)
G 86 (%40,95) 72 (%40) P>0,05
XPD
60
50
40
B3 30
20
10
0
TT TG GG
W PCOS 34,29 49,52 16,19
B KONTROL 35,56 48,89 15,56

Grafik 4.5. XPD Lys751GIn i¢in PKOS ve kontrol gruplarinda genotip dagilim

yiizdeleri
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Grafik 4.6. XPD Lys751GlIn icin PKOS ve kontrol gruplarinda T (Lys) ve G (GlIn)

allel frekanslari
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S. TARTISMA

PKOS’lu hastalarda kronik karsilanmamis Ostrojen etkisi, kronik
anovulasyon, obezite ve hiperinsiilinemi endometriyal hiperplazi ve adenokarsinom
riskini artirabilecek o©zelliklerdir (2). Anovulasyon, endometriumun Ostrojenin
mitojenik etkilerine maruz kalmasina ve progesteronla karsilanamayan bu etkinin
stirekli olmasina neden olur, sonugta atipili veya atipisiz endometrial hiperplazi ve
kanser sikligi artar (3). Ostrojen ve deriveleri, metabolik reaksiyonlar siiresince
tiretilen ROS (Reaktif oksijen deriveleri) ile DNA hasarimi indiikler. DNA hasari
sonug olarak DNA tamir siirecini baglatir (225,226).

Son yillarda yapilan pek cok calisma, PKOS’un, serbest radikallerin
olusumundaki artisla ve antioksidan potansiyelindeki diisiis ile iliskili oldugunu ve
hiicrede oksidatif hasara sebebiyet verdigini gostermektedir (147,148,149,150).

ROS’un ¢ok fazla iiretilip birikmesinin, oksidatif strese yol agarak, hiicresel
biyomolekiillerin fizyolojik fonsiyonunu ve biitiinliigiinii bozdugu ve ayn1 zamanda
hiicrelerin canliligina, islevselligine zarar verdigi bildirilmektedir (226).

Oksidatif stres, viicudun antioksidan mekanizmasini bozarak; DNA hasarina,
lipid peroksidasyonuna, protein modifikasyonlarina ve beraberinde kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, ateroskleroz, norolojik hastaliklar (Alzheimer,
Parkinson), kronik inflamasyon gibi pek ¢ok rahatsizliga sebep olmaktadir (227).

Oksidatif hasarin sebep oldugu mutasyonlar tamir edilemezse seg¢ilmis
hiicrelerde tiimorlesme hizlanir (228).

Alkilleme, deaminasyon ve oksidatif hasar sonucu olusan DNA hasari, temel
olarak BER (Baz eksizyon tamiri) yolu ile onarnlir (229,230). APEIl
(Apriirinik/aprimidinik ~ endoniikleaz 1) ve XRCC1 (X-ray repair cross-
complementing 1) genleri BER yolunda gorevli genlerdir (231, 232). Ostrojen ve
baz1 deriveleri genotoksiktir ve karsinogenezi etkiler (225,233). Bu tip hasarlar
genellikle NER (Niikleotid eksizyon tamiri) yolu ile tamir edilirler. XPD (Xeroderma
pigmentosum group D), NER mekanizmasi ile DNA tamirinde gorev alan bir gendir
(234).

BER ve NER yolundaki aksakliklar DNA hasar onariminda bozukluklara ve

dolayisiyla tiimorlesmenin kontroliinde bozukluga ve timor olusumuna sebep
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olacag diisiiniilerek, bu yollarda gorevli olan XRCC1, APE1, XPD genlerini, over ve
endometrium kanser riskini arttirdigindan dolay1 PKOS’da arastirdik.

APE1 ile 18 polimorfizm iligkilendirilmis olmakla beraber, bunlarin
icerisinde en ¢ok c¢alisilam1 Aspl148Glu polimorfizmidir (235). XRCC1 kodon 194
(Arg/Trp) ve 399 (Arg/Gln), XPD kodon 312 (Asp/Asn) ve 751 (Lys/Gln)
polimorfizmleri, fonksiyonel 6nemlerinden dolayi ¢esitli kanser gruplar ile iligkileri
arastirilan polimorfizmlerdir (236, 237).

Calismamizda XRCC1 (Arg399GIn), APE1 Aspl148Glu ve XPD (Lys751

Gln) polimorfizmlerinin PKOS olusumuna muhtemel etkisini arastirdik.

5.1. XRCC1 (Arg399Gln)

Bizim ¢alismamizda XRCC1 (Arg399Gln) polimorfizm bolgesindeki genotip
dagilimlar1 ve allel frekanslar1 acisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

327 leiomyom ve 197 kontrol grubunun dahil edildigi bir ¢alismada; hasta
grubunda Arg/Arg genotipi %46.2, Arg/Gln %53.2, GIn/GIn genotipi %0.6, kontrol
grubunda ise Arg/Arg genotipi %85.8, Arg/Gln %13.7 ve GIn/GIn genotipi %0.5
oraninda bulunmustur (p<0.001). Arg/Gln genotipinin Arg/Arg genotipine kiyasla
uterin leiomyomda 6nemli bir risk artis1 gosterdigi bulunmustur (OR 6.79; 95% CI
4.20-10.99; p<0.001). Ancak homozigot 399GIn alleli i¢in uterin leiomyomda risk
artis1 bulunmamustir (p=0.384). Bu calismada Kore’li kadinlarda, XRCC1’in 399GIn
polimorfizminin uterin leiomyomda artmis riskle iligkili oldugu sonucuna varilmigtir
(20).

Cin halkinda, 136 uterin leiomyom ve 140 kontrol grubu arasinda yapilan bir
calismada ise; XRCC1 Arg399GIn, Argl94Trp ve Arg280His polimorfizmleri
arastirtlmigtir. Calismanin sonuglarina gére kodon 399 ve 194 genotipleri icin hasta
ve kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Bu iki kodon
icin allel frekanslar1 da iki grupta ayni1 sonuglar1 gostermistir. Kodon 280’in genotip
ve allel frekanslar1 hasta ve kontrol gruplarinda anlamh farklilik gostermistir. Sonug
olarak XRCC1 kodon 280’in uterin leiyomyom i¢in risk faktorii olabilecegi, kodon

399 ve 194’1in bir etkisi olmadig1 sonucuna varmislardir (19).
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Endometriozis ile XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi arasindaki iliskinin
arastirilldigi bir ¢alismada hasta (n=140) ve kontrol (n=100) gruplar1 arasinda genotip
ve allel frekans1 anlamli olarak farkliyd:r (p<0.05). Hasta grupta (%41. 9) “GG”
homozigot olanlar kontrol grubundan (%30) fazlaydi ve bunun anlami bu allele sahip
kisilerin daha yiiksek endometriozis riskine sahip olmalariydi. Hasta grupta G aleli
siklig1 (%68) kontrol grubundan (%57.5) daha fazla bulundu. Sonuglar gosterdi ki;
XRCC1 Arg399GIn polimorfizminin G alleli yiiksek endometriozis duyarhiligi ile
iligkilidir (18).

Tiirk toplumunda endometriozisde XRCC1 (Arg399Gln) polimorfizminin
arastirildig bir ¢calismada hasta (n=52) ve kontrol (n=101) gruplar arasinda XRCC1
Arg399GIn genotip ve allel frekanslar1 agisindan anlamli fark bulunmamistir
(p>0.05). Hasta grupta GG genotipi %76.9, GA genotipi %?23.1,kontrol grubunda ise
GG genotipi %85.1, GA genotipi %14.9 oraninda saptanmistir. Her iki grupta da AA
genotipine rastlanmamistir. Hasta ve kontrol gruplart arasinda bu genin
endometriozis derecesiyle de iliskisi saptanmamistir (p>0.05) (23).

Yine Tiirk toplumunda XRCC1 (Arg399GlIn) polimorfizmi ile pre-eklampsi
riski arastirilmis, genotip ve allel siklig1 agisindan hasta (n=101) ve kontrol (n=107)
gruplarn arasinda iliski bulunmamistir. Kontrol grubunda GG %41.1, GA %49.5, AA
%9.4 oraninda, pre-eklampsi grubunda ise GG %38.6, GA %47.5 ve AA %13.9
oraninda bulunmustur (21).

Saglikli Tiirk populasyonunda XRCC1 (Arg399Gln) polimorfizminin
sikligimi inceleyen 2006 tarihli bir calismada Arg/Arg genotipi %37.3, Arg/Gln
genotipi %45.2, Gln/Gln genotipi ise %17.5 olarak bildirilmigtir (238). Allel
frekanslar1 399Arg icin %60, 399GIn i¢in %40 olarak bildirilmistir.

XRCC1 (Arg399GIn) polimorfizminin endometrium kanseri ile iligkisi
arastirllmis ve GIn/Gln genotipi endometrium kanser (n=104) hastalarinda kontrol
grubuna (n=148) gore anlamli oranda yiiksek bulunmustur (P,0.009). Genotip
dagilimlar1 hasta grubunda Arg/Arg %82.7, GIn/Gln %4.8, Arg/Gln %12.5 ve
kontrol grubunda Arg/Arg %87.3, GIn/GIn %0, Arg/Gln %12.7 oraninda
bulunmustur. Bu gendeki polimorfizmin endometrium kanseri artmis riskiyle iliskili

olabilecegi sonucuna varilmistir (22).
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Romanowicz-Makowska ve ark. XRCC1 (Arg399Gln) polimorfizminin
GIn/Gln genotipi ve endometrial kanser arasinda iligki oldugunu bulmuslardir (239).

Idiopatik POF (Prematiir Over Yetmezligi) ile XPD ve XRCCI
polimorfizmlerinin iligkisinin arastirildigi bir ¢alismada POF ve kontrol grubunda
XPD  (Lys751GIn), XRCC1  (Argl94Trp) ve XRCCI  (Arg399Giln)
polimorfizmlerinin siklig1 analiz edilmistir. Calismada arastirilan polimorfizmlerin
genotip dagilimlar1 ve allel frekanslar1 acisindan POF ve kontrol gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (240).

5.2. APE1 (Asp148Glu)

Calismamizda hasta ve kontrol gruplari arasinda APE1 genotip dagilimi
acisindan anlamh fark goézlenmemistir (p:0,8870, x%:0.02). APE1, C (Asp) ve A
(Glu) tasima agisindan da hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmamustir (p:0.8293 x%:0.05).

Tirk toplumunda endometriozisle APEl (Aspl48Glu) polimorfizminin
arastirildigr bir ¢calismada hasta (n=52) ve kontrol (n=101) gruplar1 arasinda APE1
(Aspl148Glu) genotip ve allel frekanslart acgisindan anlamli fark bulunmamistir
(p>0.05). Endometriozis derecesiyle de iligkisi saptanmamustir (23).

Pre-eklampside APE1 kodon 148 i¢in homozigot varyant genotip (Glu/Glu),
kontrol grubunda (%19.6) hasta grubuna (%9.9) gore daha fazlaydi fakat bu fark
istatistiksel olarak anlam tagitmamakta (p=0.08) ve APE1 kodon 148 i¢in PE riskiyle
iliskili olmadigimi gostermektedir. Asp/Asp, Asp/Glu genotipleri ve Glu allel
frekanslar1 arasinda da fark bulunmamustir (21).

Endometrium Ca ile kontrol grubu arasinda, APE Glu+ genotipi hastalarda
(%61.5) kontrollere (%44.9) gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur ve Glu+
genotip tastyicilarinda endometrial kanser riski 1.9 kat artmistir (p=0.009) (X%, 6.92;
OR, 1.96; %95CI, 1.18-3.24). Asp/Glu genotipi hasta grupta kontrollere gore yiiksek
bulunmustur (%52.8’e %34.8) ve bu tasityicilarin endometrial kanser riski 2 kat
artmistir (p=0.004) (22).

Pieretti ve ark. APE 148Glu polimorfizmindeki somatik mutasyonlarin sunu
diistindiirdiigiinii bulmuslardir: BER yolunun inaktivasyonu, en azindan vakalarin bir

kisminda endometrial kanser gelisiminde onemlidir (241).
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APEl 148Glu polimorfizminin degisik etnik gruplarda siklikla akciger,
kolorektal, mesane ve meme kanseri ile iligkisi arastirilmistir. Gu ve arkadaslarinin
Apel48Glu polimorfizmiyle cesitli kanser hastaliklarinin iligkisini arastirdiklar1 bir
meta-analiz ¢alismasinda, Glu allelinin goriilme sikligr Avrupa irkinda %43.7, Asya
irkinda da %41.4 olarak gosterilmistir (235).

Ji ve arkadaslarinin APE1 Aspl148Glu polimorfizmi ile akciger kanserinin
iliskisini inceledikleri calismada, APE1 Asp148Glu polimorfizminin Asyali ve beyaz
irkta goriilen akciger kanseriyle 6nemli bir iligkisinin bulunmadigi fakat Glu allelinin
sigara icen bireylerde akciger kanserini olusturma riskini énemli oranda arttirdigi
belirtilmistir (242). Yapilan pek ¢ok calisma, akciger kanseri ve APE1 Asp148Glu
polimorfizminin iligkili oldugunu ve Glu allelinin akciger kanserine yakalanma

riskini arttirdigini gostermistir (243, 244, 245, 246).

5.3. XPD (Lys751GlIn)

XPD gen mutasyonu sonuglarina baktifimizda, calismamizda hasta ve kontrol
grubunda XPD (Lys751GlIn) genotip dagilimi agisindan anlamli fark gozlenmemistir
(p:0.8606,x2:0.03). XPD, T (Lys) ve G (Gln) tasima agisindan da hasta ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p: 0.8485,x%:0.04).

Endometriozis’te XPD (Lys751GIn) genotip dagilimi ve allel frekanslari,
hasta ve kontrol gruplari arasinda fark bulunmamistir (P > 0.05). Endometriozis
derecesiyle de iliski saptanmamustir (23).

XPD (Lys751GlIn) polimorfizmi ile pre-eklampsi riski arastirilmis, genotip ve
allel siklig1 acisindan hasta (n=101) ve kontrol (n=107) gruplar arasinda iliski
bulunmamistir. Kontrol grubunda TT %40.2, TG %48.6, GG %11.2 oraninda, pre-
eklampsi grubunda ise TT %36.6, TG %46.6 ve GG %16.8 oraninda bulunmustur
(21).

Endometrium kanser hastalar1 ile kontrol gruplari arasinda XPD Gln+
genotipi hastalarda (%80) kontrol grubuna gore (%61.4) artmistir (P, 0.001; X2,
11.02; OR, 2.64; %95CI, 1.47-4.73) ve Lys+ genotipi kontrol grubunda (%86.1)
hasta grubundan (%66.3) daha fazladir (P, 0.000; x2, 14.342; OR,0.319; %95 CI,
0.174-0.585). XPD GIn/GIn genotipi hastalarda anlamli olarak yiiksek ve Lys/Lys
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genotipi kontrol grubunda anlamli olarak yiiksektir. Sonu¢ olarak Gln/Gln genotipi 3
kat artmis endometirum kanser riskiyle iligkili bulunmustur (22).

Weiss ve meslektaglari, Western Washington State’te yapilan vaka-kontrol
calismasinda ERCC1, ERCC2 (XPD), ERCC4 (XPF), ve ERCC5 (XPG) ile
endometrium kanseri arasinda bir iliski olmadigin1 gostermislerdir (233,234).

Yapilan bir calismada, XPD (Lys751GIn) polimorfizmi  i¢in
GIn/GIn+Lys/GIn genotipi sikligt POF grubunda kontrol grubuna gore anlamhi
Olcide daha diisiik bulunmustur. Bu c¢alismada 751GIn allelinin POF’a karsi
koruyucu bir rolii oldugu saptanmstir (240).

Endometrium kanseri ile XRCCI1, APEl ve XPD gen polimorfizmleri
arasinda yapilan bir ¢alismada bu genlerdeki polimorfizmle endometrium kanseri
arasinda artmis risk bulunmustur. Baska bir caligmada, Niikleotid Eksizyon Tamir
genleri ve endometrium kanseri insidansi arastirilmis ve XPD gen polimorfizmi ile
endometrium kanseri arasinda bir iliski bulunmamustir. Celiskili olmalarina ragmen
alinan sonuglara gore, calismalarda kullanilan 6rnek sayilar1 ve secilen 6rneklerdeki
popiilasyon farkliliklar1 da g6z 6niine alindiginda, sézkonusu genlerin endometrium
kanseri ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Calismamizda, endometrium kanser
riskinin artmis oldugu PKOS’da da bu genlerle beklenen iliski gdzlenmemistir.
Bunun sebebi olarak secilen Orneklem gruplarmin sayilar1  ve Ornek
populasyonundaki farkliliklar dikkati cekmektedir.

Calismamizda ovulatuar ve anovulatuar PKOS’lular aynn ayn
degerlendirilmemistir. Karsilanmamis Ostrojenin hakim oldugu oligo-amenoreik
PKOS’lularda benzer bir ¢alismanin planlanmas: ile daha anlamli sonuglar elde
edilmesi beklenebilir. Ayrica DNA onarim gen polimorfizmlerinin PKOS hasta
grubunda oksidatif stres belirtecleri ile birlikte calisilmasinin = sonuglarin

yorumlanmasina katki saglayacagi diisliniilmektedir.
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6. SONUCLAR

1. XRCC1 Arg399GIn, APE1 Aspl48Glu ve XPD (ERCC2)-Lys751Gln
polimorfizm bolgelerinin genotip dagilimi ve allel siklig1 bakimindan PKOS
ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmamaistir.

2. XRCC1 Arg399GIn, APE1 Aspl48Glu ve XPD (ERCC2)-Lys751Gln
polimorfizmlerinin PKOS ile iliskili olmadig tespit edildi.

3. Calismamiz pubmed veri tabanina polikistik over sendromu, XPD, XRCCI,
APEI anahtar kelimeleri ile girildiginde bu gen polimorfizmleri ile polikistik
over sendromu arasindaki iligkiyi inceleyen literatiirdeki ilk ¢alismadir. Bu
alanda hasta sayis1 yiiksek olan ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

4. Genetik polimorfizm allel sikliginin ve maruz kalinan kanserojen maddelerin
toplumdan topluma degisiklik gostermesi nedeniyle farkli etnik gruplarda

benzer ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
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