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Farkli (Varyant) Liiteinizan
Hormonun Polikistik Over
Sendromu Etyolojisindeki Onemi
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GIRIS

Liteinizan hormon (LH), alfa (o)/beta (B) heterodimerlerden meydana gelmis
glikoprotein hormonlar (FSH, hCG, TSH) grubunun bir Gyesidir. Bu hormonlarin
o zincirleri aynt, B zincirleri ise farkli yapidadir.

Ganimuizde, serum LH dizeyleri imminolojik yontemler ile belirlenir.
Antikorlarin kullanildigr bu yéntemlerle serum LH diizeyini belirleyen sensitif ve
spesifik tahliller gelistirilmigtir. Bu tahlillerin zaman iginde gelismesi ve
hassaslagmasi ile farkli antikorlar kullanilarak yapilan élgimlerde degisik
sonuglarin elde edilmesi siipheyle karsilanmis ve imminolojik heterojenitenin
sebebini arastirmak amaciyla yapilan g¢alismalarda farkl bir LH'un varlig
belirlenmigtir (1), Lateinizan hormonu farkli olan hastalarda LHPB geninin DNA
siralamast belirlenerek bu farkliliktan sorumlu iki mutasyon saptanmistir; birinci
mutasyonda 8. kodondaki triptofan (Trp; TGG) yerine arjinin (Arg; CGG), ikinci
mutasyonda ise 15. kodondaki izoldsin (lle; ATC) yerine treonin (Thr; ACC)
gecmektedir. (Trp8= Arg ve lle'®>=Thr) ). Béylece olusan LH'a farkli (vary-

ant) LH denmektedir (@) Farkli LHun, in vitro biyoaktivitesinin daha fazla, in vi-
vo yari 6mriniin ise daha kisa oldugu gdésterilmis ve degisik Ulkelerdeki

sikhiginin % 7 ile 42 arasinda degistigi bildirilmistir - 4).

Bu mutasyonlarin bulundugu erkeklerin daha kisa boylu oldugu ve testis ha-
cimlerinin daha kii¢lk oldugu bildiriimesine ragmen kadinlardaki etkileri hentz

netlik kazanmamistir @+ 3. 5 6)_Farkli LH saptanan kadinlarin diizensiz adet
gérmesi ve bu kadinlarda GnRH stimulasyon testine PKOS'ndaki gibi cevap
alinmasi, PKOS ile LH'daki bu mutasyonlar arasinda bir iliski olabilecegini

disiindtrmistir ® €. Yapilan az sayida calismada ise geligkili sonuglar
bildirilmistir 7+ 8. Calismamizin amaci farkii LH'un PKOS etyolojisindeki
dnemini belirlemektir.

MATERYAL VE METOD

Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali'na hirsutizm, adet dizensizligi ve
infertilite gikayetleri ile bagvuran 30 PKOS'lu kadin ve diizenli adet géren 30
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saglkli kadin ¢alismaya dabhil edildi. Kadinlarin 3 ay 6ncesinden herhangi bir
hormonal ilag kullanmadiklari belirlendi. Fizik muayeneleri yapilan kadinlardan
BMI'i 25 kg/m?den yiksek olanlar obez olarak kabul edildi /), Ferriman
Gallwey skoru 8'in Uzeri anormal olarak kabul edildi.

Tim kadinlara erken folikller fazda (3.-5. glnler arasi) USG yapildi. Ultraso-
nografide polikistik over (PKO) tanisi ¢ok sayida (<10), ki¢clk (2-8) mm
¢apinda) folikulin, stroma etrafinda "inci tanesi" seklinde gevresel! diziliminin ve
stromal ekojenite artisinin saptanmasi ile koyuldu (=,

Kadinlardan erken folikiiler fazda (3.-5. giinler arasi) hormonal parametreler ve
genetik ¢alisma igin sabah a¢ karnina vendz kan alindi. Alinan kanlardan ser-
um LH, FSH- O,, PRL, TSH, total testosteron (TT), serbest testosteron (ST),

androstenedion (A), DHEAS ve 170HP dizeyleri élgulda.

Kontrol grubundaki kadinlar dizenli adet godren, hirsutizm ve infertilite
sikayetleri olmayan, USG'de bilateral overleri normal gérinimde olan ve
serum androjen diizeyleri normal olan kadinlar arasindan segildi.

Polikistik over sendromu teshisi () oligomenore veya amenore ve/veya kronik
anovulasyonun, (2) USG'de bilateral PKO'lerin ve (3) hiperandrojeneminin
(yiksek serum TT ve/veya A ve/veya ST) beraber bulundugu ve hiperandro-
jenemiye sebep olabilecek diger hastaliklarin (Cushing sendromu, prolaktino-
ma, gec¢ baslayan konjenital adrenal hiperplazi (GBKAH), tiroid bozukluklari,
adrenal ve over kaynakl tiimérler) olmadigi gésterilerek koyuldu (19). Bazal
serum 170HP dizeyi 2 ile 8 ng/mL arasinda olan PKOS olgularina, GBKAH'yi

dislamak icin ACTH stimulasyon testi yapildi (*"). Cushing sendromu belirtileri
olan PKOS olgularina bir gecelik deksametazon supresyon testi yapildi (19),

GENETIK YONTEM

Kadinlardan EDTA'li tiiplere alinan 10 mL kandan DNA izole edildi ve izcle edi-
len DNA'nin LHB geninin ilgili mutasyonlar! iceren 660 baz ¢iftlik (b¢) bdlimi
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile cogaltildi ). PCR karisimi bir kontami-
nasyon hazirlandiktan sonra DNA amplifikasyonlart Perkin-Elmer Thermal
Cycler 480'de 95°C'de 1 dakika, 62°C'de 2 dakika ve 72°C'de 2 dakika
protokoliiniin 35 defa tekrarlanmasi iie tamamlandi. Cogaltilan bu béiimde
herhangi bir kontaminasyonun olmadigini ve yéntemin galistigini géstermek
amaciyla amplifikasyon rlinleri % 3'lik agaroz jelde yurtald( ve jel ultraviyole
altinda incelendi.

Trp® = Arg mutasyonu ile Ncol kesim bélgesi ve lle'®= Thr mutasyonu ile Fo-

kil kesim boélgesi mutasyona ugradigindan RFLP icin Ncol ve Fokl restriksiyon

enzimleri kullanildi. Kesim (riinleri % 20'lik poliakrilamid jelde yaratalda, gimdis
nitrat ile boyand: ve ilgili mutasyonlar agisindan degerlendirildi. Ncol kesimi ile
normal LH homozigot olgularda 475, 100 ve 85 bg'lik 3 adet bant olugmaktadir
(2). Nokta mutasyonu ile 8. kodondaki Trp yerine Arg geldiginde bu enzimin ke-
sim icin tanidi§i bdlgelerden biri degiseceginden 185 bg'lik bolim
bélinmemekte, homozigot olgularda 475 ve 185 be'lik 2 bant olusurken hetero-
zigot olgularda tiim bantlar gézlenmektedir. Fokl enzim kesimi ile normal LH
homozigot olgularda 390, 176, 51 ve 43 b¢'lik 4 adet bant olusmaktadir.
Onbesginci kodondaki Ile yerine Thr geldiginde ise 433 bg'lik bdlim
bélinmemekte, homozigot olgularda 433, 176 ve 51 bg'lik 3 bant olusurken

heterozigot olgularda tiim bantlar gézlenmektedir (2},

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Normal dagildiklari Kolmogorov-Smirnov test ile gdsterildikten sonra her iki




gruptaki kadinlarin yas, BMI ve serum hormon degerleri student-t testi ile karsi-
lastirildi. Her iki gruptaki mutasyon sikliklari ki-kare testi ile kargilagtinidi. Farkli
LH saptanan kadinlarla, saghkl ve farkli LH bulunmayan kadinlarin yas, BMI
ve serum hormon degerleri Mann-Whitney U testi ile karsilastinidi. Farkh LH'u
saptamada faydali olabilecek bir sinir LH seviyesinin belirlenebilmesi igin, farkli
LH saptanan kadinlarla, saglikli ve farkli olabilecek bir sinir LH seviyesinin be-
lirlenebilmesi igin, farkli LH saptanan kadinlarla, saghkli ve farkli LH bulunma-
yan kadinlarin olusturdugu grupta ROC ("Receiver Operator Characteristic")
egrisi ¢izildi. En uygun sensitivite ve spesifisiteyi veren deger sinir olarak alin-
di. Bulunan degerin anlamliigi Fisher'in kesin olasilik testi ile gosterildi ve odds
orant, sensitivite ve spesifisite hesaplandi. Tim degerler "ortalama +SD" olarak
ifade edildi. P<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Hasta ve kontrol gruplarindaki olgularin demografik ve hormonal verileri tablo
1'de gorilmektedir. PKOS olgularinin % S0'inda oligo-amenore, % 86'sinda hir-
sutizm, % 77'sinde obezite, % 47'sinde infertilite mevcuttu. Bir (% 3) olguda
akantozis nigrikans mevcuttu.

Ncol ve Fokl enzimleri ile yapilan RFLP sonucu PKOS grubundaki bir (% 3)

hastada, kontrol grubundaki 5 (% 17) hastada Trp®= Arg ve lle'®= Thr mutas-
yonlar saptandi. Gruplar arasinda mutasyon sikligi agisindan anlamlh fark
yoktu (p>0.05). Bu hastalardan kontrol grubundaki biri diginda hepsi homozi-
gottu (% 83). Ayrica, 6 hastadan sadece kontrol grubundaki biri sismandi.

Farkll LH saptanan 6 kadin ile LH'u normal yapida olan 25 saglikh kadin yas,
BMI ve hormonal degderleri acisindan karsilastirildiklarinda sadece serum LH
dizeyleri anlamli olarak farkliydi (Tablo 2). Bu gruptaki 31 kadinin LH él¢tmleri
ROC egrisi ile degerlendirildiginde 5.1 mIU/mL degerinin sinir alinmasi ile en
uygun sensitivite ve spesifitenin saglandigi gézlendi. Serum LH degeri < 5.1
mlU/mL olan kadinlarda farkli LH bulunma ihtimali digerlerine gbre daha faz-
laydt (Odds orani : 26, % 95 gliven araligi : 2.4-289; p = 0.004; sensitivite : %
83; spesifisite : % 84).

TARTISMA

immiinolojik olarak anormal LH'u bulunan sporadik olgularin incelenmesi ile
farkli LH'dan, LH geninin 8. ve 15. kodonlarindaki iki nokta mutasyonununun

sorumlu oldugu gdésterilmistir (@) Farkli LH sikhiginin Finlandiya'da % 28, ingil-
tere'de % 15 oldugu bildirilmis ve bunun evrensel, yaygin bir DNA polimorfizmi

oldugu anlasilmigtir & 7). Daha sonra, Nilsson ve ark. iki imminoflorometrik kit

kullanarak farkli LH'un diger Glkelerdeki sikhgini bildirmiglerdir (4). Bu calisma-
da, farkli LH'a Asya Ulkelerinde, Avrupa Ulkelerine gbre daha az rastlandig:
gosterilmistir. Biz calismamizda saglikli kadinlarin % 17'sinde farkl LH'a rastla-
dik. Bu sikhk Cin, Tayland ve Japonya'dan bildirilen sikliklara (sirasiyla % 14,

% 13, % 12) benzerdir ‘). Henlz tilkemizde farkli LH ile ilgili bir siklik calismasi
yaplimamistir. Ancak ¢alismamiz tahmini bir yardimda bulunabilir. Toplumu-
muzdaki gergek sikhgr bulmak icin erkeklerin de iginde oldugu daha genis bir
toplumu taramak gerekmektedir.

Liteinizan hormonon PKOS etyolojisindeki 6nemi bilinmektedir. Farkh LH, bi-
yoaktivitesinin fazlaligina bagl olarak overlerden androjen sentezini arttirabilir
ve PKOS'na sebep olabilir. Gergekten de PKOS olgularinin ¢ogunda biyoak-
tifimmiinoaktif LH oraninin arttigr ve bu artistan, daha biyoaktif bir LH formu-

nun sorumlu olabilecegi fikri, daha farkli LH bulunmadan ¢ok énce ortaya atil-

mistir (12. ‘3).

_i.0. 1998-1999
Universite Acgihs
Etkinlikleri

CERRAHPASA
ODITORYUM

Istanbul
8 Ekim 1998

539




1994 - 1999

CERRAHPASA
KADIN DOGUM
{ob/Gyn)

BES YILLIK
BILIMSEL
ETKINLIKLER
KiTABI
(Proceedings)

ed. M.F. AKSU

istanbul Universitesi
Basimevi ve
Film Merkezi

1999
Istanbul

540

Calismamizda, daha biyoaktif olan bu farkli LH sikliginin PKOS'lu ve saghkli
kadinlarda benzer oldugunu saptadik. Rajkhowa ve ark. da PKOS'nda sikhgi-
nin artmadigini, ancak obez PKOS olgularinda daha sik gorildigini bildirmis-

lerdir (7). Huhtaniemi ve ark. ise PKOS olgularinda benzer sonucu elde eder-

ken, obez PKOS olgularinda daha az bulundugunu bildirmislerdir @), Olgular-
miz sinirl oldugu icin farkll LH ile obezite arasindaki iligkiyi aragtiramadik. Fa-
kat, PKOS grubu anlamh olarak obez olmasina ragmen, bu grupta farkli LH
stkh@ anlamli olmasa da daha disukti (Tablo 1). Obez PKOS olgularinda

Tablo 1: PKOS ve kontrol gruplarinin demografik ve hormonal verileri

PKOS Kontrol p

Yas (yil) 25.53+4.57 27.3+4.8 AD
BMI (kg/m?) 30.67+7.43 24 244 41 < 0.001
FSH (mlU/mL) 5.68+1.72 7.22+2.75 0.01
LH (mIU/mL) 12.24+6.86 7.09+3.66 0.001
LH/FSH 2.13+0.97 1.02+0.48 < 0.001
02 (pg/mL) 62.43+43.19 59.08+37.68 AD
PRL (ng/mL) 15.28+9.08 13.39+8.57 AD
TSH (plU/mL) 1.72+1.22 1.69£1.0 AD
TT (ng/dL) 72.63£31.60 35.67+20.73 < 0.001
ST (pg/mL) 3.47+1.69 1.47+0.66 < 0.001
170HP (ng/mL) 1.3+1.0 0.69+0.48 0.004
A (ng/mL) 1.7241.07 1.6210.65 AD
DHEAS (pg/dL) 261.43+102.51 185.81491.7 0.004

* AD = Anlamli degil
** Tum degerler ortalama+SD olarak ifade edilmigtir.

farkli LH sikliginin normal toplumdakinden daha fazla olmadigina inanmakta-
yiz.

Farkli LH saptanan kadinlarla LH'u normal yapida olan saglikh kadinlarin hor-
mon dizeyleri kargilastirildiginda, sadece serum LH dizeylerinde fark gozlen-
di. Diger hormon degerlerinin benzer olmasi, bu mutasyonlarin hiperandrojene-
miye sebep olmadigl gorisini desteklemektedir. Az sayida kitin farkli LH'u
saptadigi bilindiginden, LH'un anlamh olarak farkl olmasi, kullandigimiz LH ki-

tinin farkli LH'u dlcmemesine baglanabilir (1),

Calismamizin amaci olmayan, ancak ¢aligsmamizin yapildigi sirada saptadigi-
miz ve tartisilmasi gereken bir diger konu ise, farkli LH'u saptayamayan kitler
kullanildiginda karsimiza ¢ikabilecek problemlerdir. Kontrol grubundaki 30 ka-
dinin ve PKOS grubunda farkli LH saptanan bir kadinin serum LH degerlerini
kullanarak bir ROC egrisi ¢izdik ve bir sinir deger elde ettik. Klinikte, érnegin,
ovulasyon indiiksiyonu yaparken serum LH duzeyleri ile takip edecegimiz ka-
dinlardan, LH'u mutant olanlarda LH artigi anlasilamayabilir. Erken folikiiler
fazdaki serum LH diizeyinin < 5.1 mIU/mL olmas: bizi farkli LH'un varhg: agi-
sindan uyaracak ve genetik incelemeye yoneltecektir. Boylece elimizdeki farkli
LH'u élcemeyen kit ve sistemleri degistirmeden, belki de daha ucuz ve kesin




sekilde farkh LH bulunan kadinlar anlasilabilir. Ancak, bu degerin onaylanmasi
ve desteklenmesi icin daha genis serilerle galigmalar yapiimalidir veya dogal
LH yaninda farkli LH'u saptayabilen kitlerin yayginlagtiriimasi saglanmalidir.

Tablo 2 : Farkli LH saptanan kadinlarla, farkli LH bulunmayan saglikli kadinlarin

demografik ve hormonal verileri

Varyant LH- Varyant LH+
(n = 25) (n=6) P
Yas (yil) 27.80+4.34 23.67+6.19 AD
BMI (kg/m2) 24.48+4.02 22.5145.79 AD
FSH (miU/mL) 7.562.82 5.61+1.48 AD
LH (miU/mL) 7.86+3.50 4.70+3.77 0.003
LH/FSH 1.1020.48 0.85+0.59 AD
02 (pg/mL) 54.0526.89 96.32+69.87 AD
PRL (ng/mL) 13.29+7.49 15.87+13.45 AD
TSH (plU/mL) 1.68+1.04 1.87+0.86 AD
TT (ng/dL) 35.84+19.48 38.0+27.04 AD
ST (pg/mL) 1.41£0.67 2.15+1.09 AD
170HP (ng/mL) 0.61+0.41 1.05+0.61 AD
A (ng/mL) 1.57+0.64 2.04+0.76 AD
DHEAS (pg/dL) 178.52+89.39 256.38+125.72 AD

* AD = Anlamli degil :
** Tuim degerler ortalama+SD olarak ifade edilmistir.

Sonug olarak; (1) Caligmamizdaki saglikli kadinlar arasinda farkli LH sikligt %
17 idi, (2) PKOS'lu kadinlardaki farkli LH sikhi toplumdakine benzerdir. Farkli
LH bulunan olgularin serum androjen seviyeleri de normal toplumdakine ben-
zer oldugundan PKOS etyolojisinde ve hiperandrojenemide farkli LH'un rold
yoktur, (3) Erken floikliler fazdaki serum LH d (izeyi < 5.1 mlU/mL olan kadirn-
larda farkh LH bulunma riski daha fazladir ve bu kadinlar genetik olarak farkli
LH agistndan aragtiriimalidir.
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