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KISALTMALAR

MFAP2: Microfibril associated glycoprotein 2
MFAPS: Microfibril associated glycoprotein 5
NLF2: Nuclear localized factor 2

LH: Luteinizan hormon

IVF: Invitrofertilizasyon

CSF-1: Colony-stimulating factor-1

LIF: Leukemia- inhibitory factor

IL-1: Interldkin 1

CAM: Cell adhezion molecule

ICAM-1: Intercellular adhezion molecule-1
MAGP: Microfibril associated glycoprotein
Dnaz: Deoksiriboniikleaz

Rnaz: Riboniikleaz

DEPC: Dietilpirokarbonat

cDNA: komplementer DNA

GAPDH: Gliseraldehit 3- fosfat- dehidrogenaz
ICSI: Intrastoplazmik sperm enjeksiyonu

mRNA: Messenger RNA
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GIRiS

Implantasyon, blastokistin maternal endometrial yiizeye baglanarak
plasentay1 olusturmasi ve bu yolla biiyiiyen fetiis ile maternal sirkiilasyon arasinda
iletisim kurulmas1 olarak tanimlanmustir(1,2). Insan endometriumu menstruel siklus
boyunca ¢ogu zaman olusan embriyolarin adezyonuna engel olan hormonal olarak
regiile edilen bir dokudur. Bu hormon bagimli dokuda endometrial reseptivite,
blastokist adezyonuna izin veren ovaryen steroid bagimli fonksiyonel bir ortam
gerektirir. Embriyonun implantasyonunun mekanizmasint ve insan {ireme
fizyolojisinin bilimsel temellerini anlamak i¢in endometrial reseptivite siirecini
anlamak gerekir(3). Implantasyonda bir ¢ok molekiiliin ve dolayisiyla ¢ok sayida
genin rol oynadig1 bilinmektedir.

(13

Endometrium her menstruel siklusta blastokisti “ implantasyon penceresi”
denilen sinirli bir siire i¢in almaya uygundur. Bu siire ovulasyondan sonra 6-8 giinde
baslar ve yaklasik 4 giin siirer. Insanda implantasyonun birka¢ farkli asamadan
gecerek olustugu; once blastokistin bir kutuptan endometriuma yaklastigi; apozisyon
denilen bu asamadan sonra zona pellucidanin dokiilerek blastokistin epitelyal tabaka
ile temasiyla “adezyon” gerceklesir. Sonunda blastokist epitelyal tabakayi penetre
eder ve stromaya dogru ilerleyerek “invazyonu” baslatir. Insanda implantasyonun
diisiik oranda oldugu bilinmektedir. Embriyolarin invitro ortamda fertilizasyonu ve

transferi ile gergeklesen yardimer iireme tekniklerinde (YUT) ise tedaviyi kisitlayan

en onemli faktdor implantasyonun diisiik oranda olmasidir. YUT’de diisiik



implantasyon oranlarinin embriyo gelisimindeki bozukluk ve/veya anormal uterin
reseptiviteden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Implantasyonda pek ¢ok genin ve bu genlerin iiriinii olan faktdrlerin rolii
oldugu yapilan ¢esitli ¢alismalardan anlasiimaktadir. Implantasyonda rolleri heniiz
calismaya baslanan genlerden iici MFAPS5, MFAP2 ve NLF2 dir. MFAP2 ve
MFAPS elastinin yapisal komponenti olan mikrofibrilin yapisin1 olusturur. MFAPS
embriyogenesis, gelisim ve normal homeostaziste vaskularizasyonla ilgili yolakta
sinyal aktivasyonunda rol alir. MFAP2 nin ise kalitsal bag doku hastaliklarinin
etyolojisinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Her iki genin de menstriiel
siklusta LH pikinden sonraki 7. gilinde (reseptif donem) fazla exprese oldugu
bulunmustur. “Nuclear localize factor 2” ise implantasyon penceresi boyunca
endometriumun yeniden diizenlenmesinde rolii oldugu diisiiniilen bir gendir.
Endometrial stromaya invazyonun ger¢eklesmesi i¢in inflamasyon olayim
gergeklestirir. NLF2 de reseptif donemde (LH+7) endometriumda daha fazla exprese
olur. Bu genlerin reseptif donemde expresyonlarinin artmasi endometrial

reseptivitede rol alabileceklerini gostermektedir.

Bu ¢aligmada invitro fertilizasyon (IVF) ile en az bir kaliteli embriyo transferi
yapilip implantasyon basarisizlig1 oldugu kabul edilen hastalarda reseptif donemde
aliman endometrial biopsilerdeki MFAPS5, MFAP2, NLF2 expresyonunun fertil
kadinlardaki reseptif donemde alinan endometrial biopsilerdeki expresyonlariyla
karsilastirilmast amaglanmistir. Embriyo kalitesini etkileyebilecek siddetli erkek
faktorii disinda bir nedenle IVF tedavisi alan ve 1 veya daha fazla embriyo transferini

takiben implantasyon basarisizligi olan hastalar ¢alisma grubunu olusturmaktadir. Bu
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hastalarda kaliteli embriyo transferi ile embriyoya ait implantasyonu etkileyebilecek
faktorlerin  ekarte edildigi kabul edilip, endometrium tarafinda basarisiz
implantasyona yol agabilecegi diisiinilen MFAP2, MFAPS, NLF2 genlerinin

expresyonlari reseptif donemde incelenmistir.

Bu genlerin ve basarisiz implantasyonda rol oynamasi muhtemel daha bir
cok genin dogal siklusta ve stimiile siklusta expresyonlarmin arastirildigi bazi
caligmalar literatiirde goriilmektedir. MFAP2, MFAP5 ve NLF2 genlerinin IVF
sonras1 basarisiz implantasyon olan hastalarda sikluslarinin reseptif déonemindeki
ekspresyonlarinin daha once saglikli ¢ocuk sahibi olan ve kotli obstetrik Oykiisii
olmayan kadinlarla karsilastirildigi bir calisma bugiine kadar yapilmamustir.
Literatiirde bu konuyla ilgili yapilmis olan bu ilk calismada , elde edilen sonuglarin
IVF sonrasi implantasyon basarisizligi olan infertil hastalarda bunun nedenini
aciklama g¢abalarina yeni bir bakis agis1 getirmesi ve lizerinde ¢ok az ¢alisilmis bu

alanda yeni geligsmeleri tetiklemesi amaglanmistir.



GENEL BIiLGILER:

Yardimci iireme tekniklerinde pek cok ilerleme kaydedilmesine ragmen
implantasyon oranlar1 hala diisiik seviyededir (4). Implantasyon basarisizlig1 embriyo
gelisimindeki bozukluk ve/veya anormal uterin reseptiviteden kaynaklanabilir..
Endometrium her menstriiel siklusta blastokisti “ implantasyon penceresi” denilen
sinirlt bir siire i¢cin almaya uygundur. Bu siire ovulasyondan sonra 6-8 giinde baglar

ve yaklasik 4 giin stirer (5).

Yapilan ¢alismalar insanda implantasyonun birka¢ farkli asamadan gecerek
olustugunu gostermistir (6). Blastokist ilk olarak polarite gosterir ve bir kutuptan
endometriuma yaklagir. Appozisyon denilen bu asamada embriyoyu ¢evreleyen zona
pellucida dokiiliir. Blastokistin epitelyal endometrium tabakasi ile temasa gecmesiyle
“adezyon” gerceklesir. Sonunda blastokist epitelyal tabakayi penetre eder ve

stromaya dogru ilerleyerek “invazyonu” baslatir.

Tiim bu basamaklarda rol alan ¢ok farkli molekiiller bulunmaktadir.
Endometriumda implantasyonla iligkili oldugu bilinen en az 3 sitokin
sentezlenmektedir. Colony-Stimulating Factor-1 (CSF-1), Leukemia- Inhibitory
Factor (LIF) ve Interlokin -1 (IL-1) dir (7). CSF -1 hem endometrium hem de
preimplantasyon donemindeki embriyoda exprese olur. CSF-1 iiretiminin
implantasyon penceresi sirasinda azaldigi gosterilmistir. (8). CSF-1 desidual
makrofajlarin gelisim ve biiyiimesinde rol alir. CSF-1, IL1 ve LIF mutasyonu olan

ratlarin infertil oldugu bulunmustur (9). Leukaemia- inhibitory Factor (LIF) mRNA
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expresyonu glandiiler epitelde stromaya gore 3 kat daha fazla bulunur ve proliferatif
faza gore sekretuar fazda daha fazla exprese olur (10).

IL-1 gibi kemoatraktiv sitokinler invazyon progesi icin Onemlidir ve
implantasyonun adezyon basamaginda “ cell adhezion molecule (CAM) family”
olarak adlandirilan ve integrin, Selektin, Cadherin ve Immunglobulin olmak iizere 4
alt gruptan olusan bir gen ailesi rol almaktadir. Bu molekiiller glikoprotein yapisinda
olup hiicreden hiicreye adezyonun gerceklesmesini saglamaktadirlar (11). Integrinler
heterodimer yapida olup o ve B subiinitlerinden olusur ve extraseliiler kisimlari
fibronektin, laminin ve kollajen igin reseptdr gorevi yapar (12). Integrinler siklus
bagimli expresyon gosterir ve implantasyon doneminde en yiiksek seviyeye ulasir
(13). Blastokist de benzer sekilde implantasyonla uyumlu olacak diizeylerde integrin

exprese eder (14).

Selektinler de glikoprotein yapisinda olup P- selektin, L- selektin ve E-
selektin olmak tlizere 3 formda bulunurlar. Embriyodan zona pellucida dokiildiikten
sonra L- Selektin exprese eder (15). Selektinler “implantasyon penceresi”
baslangicinda up regiile olurlar. Embriyonun exprese ettigi L-Selectin epitelyal
yiizeydeki oligosakkaridleri baglar, blastokist yavaslar ve integrinlerle siki
yapigsmaya izin verir, bu da embriyonun adezyonunu saglar. Cadherinler de
glikoprotein yapisindadir ve E-, P-, ve N- Cadherin olmak iizere 3 formda bulunurlar.
E- cadherin molekiiliiniin preimplantasyon gelisimde onemli oldugu bulunmustur
(16). Immunglobulin ailesi genis olup en onemli iiyesi “Intercellular Adhesion

Molecule-1 (ICAM-1)” dir.



Tim bu molekiillerin yaninda insan blastokistinin endometriuma
implantasyonunda prostaglandinler, tromboksanlar, biiyiime faktorleri gibi ¢ok cesitli
molekiiller rol alir. Bu molekiillerden {i¢ii “Microfibril-Assay Protein 5” ( MAGP2) ,
“Microfibril-Assay Protein 2” (MFAP 2) ve “Nuclear Localized Factor 2” (NLF 2)
dir. MFAP5 MAGP 2, MP25 olarak da bilinir. Bu gen 12. kromozomda (12p 12.3-
13.1) lokalizedir. MAGP2 nin 10 exon bolgesinden olustugu gdosterilmistir. Serin ve
treonin rezidiilerinden zengin 25-kD microfibril assosiye glikoproteini kodlar.
“Mikrofibril Assosiye Glikoprotein” elastik dokunun onemli bir komponenti olan
mikrofibrilin yapisim1 olusturur. Bu protein hem kollajen gibi extraseliiler matriks
komponentleri ile hem de integrin gibi hiicreyle iligkili proteinlerle etkileserek hiicre
matriks iligkilerini de diizenler ve hiicre sinyal yolagina katilir (17,18). MAGP2 nin
Notch reseptorii ile etkilesimi araciligiyla direk hiicre sinyal yolagina katildig1 yeni
gosterilmistir (19). Dahasi heniiz ortaya atilmistir ki MFAPS embriyogenez, gelisim
ve normal homeostaziste vaskularizasyonla ilgili yolakta sinyal aktivasyonunda rol
almaktadir. (20). MFAP 5 geninin normal mentruel siklusun reseptif doneminde (LH

peak’inden sonraki 7. giin) daha fazla exprese oldugu bulunmustur (20).
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SEKIL 1 : MFAP5 geninin kromozomal lokalizasyonu

Microfibril associated glikoprotein 2 (MFAP2) ise MAGP, MAGP 1,
FLJ5091 olarak da bilinir. MFAP2 elastinle iliskili mikrofibrillerin major antijenidir

ve kalitsal bag doku hastaliklarinin etyolojisinde suglanan bir gendir. Bu gen igin 2



farkli isoformu kodlayan 4 transkript bulunur. MFAP2 1. kromozomda (1p36.1-

p352) lokalizedir.
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Sekil 2: MFAP2 geninin kromozomal lokalizasyonu

MAGPs akciger, deri, vaskiiler yapilar gibi elastik dokularin 6nemli
komponenti olan mikrofibrilin yapi tasidir ancak elastik dokular diginda da bulunur.
MAGP2 diger MAGPs proteinlerine gore daha smirli sayida dokuda bulunur.
MAGP2 expresyonunun insan kanserlerinin bir kisminda ve insan kanser
modellerinde artmig expresyonu MAGP2’nin tiimor biliylime ve metastazi igin

gerekli olan vaskiiler yapinin saglanmasinda 6nemli rol aldigini diistindiirmektedir.

Nuclear localize factor 2 FAM148B olarak da bilinir. 15. kromozomda
(15922.2) lokalizedir. Endotelyal hiicrelerde niiclear factor hiicre adezyon
molekiillerinin hiicre ylizeyinde exprese olmasini ve kemokinlerin sekresyonunu
belirgin sekilde arttirir. Bu da 16kositlerin endotel hiicre ylizeyine sikica yapigsmasini
ve 10kositlerin endoteli asarak dokuya hareketini saglar. Nuclear Localize Factor 2
(NLF 2) geni de LH+7 (implantasyon penceresi) doneminde endometriumda daha
fazla exprese olur.(20) Bu durum bu genin implantasyon penceresi boyunca
endometrium yeniden bi¢imlenmsinde role sahip oldugunu diistindiirmektedir.

Endometrial stromaya invazyon inflamasyon ile gii¢lendirilmektedir. NLF 2’ nin de



endotel hiicre inflamasyonunda rol alan regulator genlerin bir iiyesi oldugu

diistintilmektedir (21). Endometriuma embriyonun implantasyonunda rol oynamasi

muhtemeldir.
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Sekil 3: NLF2 geninin kromozomal lokalizasyonu



III. GEREC VE YONTEM

3.1. Arac ve Gerecler

3.1.1. Cihazlar

e Spin vortex (Biosan FV-2400, Rusya)

¢ Homojenizator (T10 Basic Ultra- Turrax, IKA-Werke , Almanya)
e Masaiistii mini sogutmali santrifiij (Hettich Mikro 22 R, Almanya
e Spektrofotometre (Nano Drop ND-1000, ABD)

e pH metre (WTW 422, Almanya)

e Mikropipetler (CLP Bt10, Bt 100, Bt 1000 Beta pipetor, ABD)

e Derin dondurucu (-86 °C ) Sanyo MDF —U 53865, Japonya)

e Derin Dondurucu (-30 °C) ( Sanyo MDF —U333, Japonya)

e Giivenlik Kabini (DanLaf VFRS 1206, Danimarka)

e Azot tanki (Air liquide GT 212, Fransa)

e Otomatik Is1 Dongii Cihazi (Thermo Hybaid PCR-sprint, ABD)

e Kuru sitici blok (Biosan TDB-120 , Rusya)

e Real Time PCR cihazi (Roche LightCycler, Almanya)



3.1.2. Kimyasal Maddeler

Tris- HCI (Sigma, ABD)

KCI (Sigma, ABD)

MgCl, (Fermantas, Litvanya)

CaCl, ( Merck , Almanya)

EDTA (Etilendiamintetraasetikasit disodyum dihidrat) (Sigma, ABD)
Sodyum hidroksit peleti (Merck, Almanya)

Serum fizyolojik (Eczacibasi, Tiirkiye)

Steril distile su (Eczacibasi, Tiirkiye)

DEPC’li (Dietilpirokarbonat) su (Biological Industries, Israil)
Kloroform (Amresco, ABD)

Izopropanol (Amresco, ABD)

Saf etanol (Carlo Erba, italya)

Dnaz I recombinant (Roche, Almanya)

TagMan Master mix (Roche, Almanya)

NLF2, MFAP2, MFAPS5 ve GADPH primerleri(Tibmolbiol, Almanya)

NLF2, MFAP2, MFAPS ve GADPH problar1 (UPL, Almanya)
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3.1.3. Kitler

e peqGOLD Trifast Dokudan RNA Izolasyon kiti (Peqlab, Erlangen,
Almanya)
e Transcriptor First Strand cDNA sentez kiti (Roche, Almanya)

3.2. Yontemler

3.2.1. Calisma Grubu ve Klinik Ozellikleri

Gazi Universitesi Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanan bu ¢alismaya Gazi
Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali’na basvuran kadinlar dahil
edildi. Hasta grubunu daha 6nce en az 1 kez birden fazla kaliteli embriyo transferine
ragmen basarisiz IVF Oykiisii olan hastalar olusturmustur. Embriyo kalitesini
etkileyebilecek siddetli erkek faktorii olan hastalar, implantasyonu direk olumsuz
etkileyebilecek hidrosalpenks, endometrial polip ve myom gibi patolojisi olan
hastalar ¢alisma disinda tutulmustur. Anovulasyonu olan hastalar da postovulatuar
donemde endometrial Ornekleme yapilamayacagi i¢in calisma grubuna dahil

edilmemistir.

IVF sonrasi basarisiz implantasyon oykiisii olup ¢alisma grubuna dahil edilen
hastalarin hepsi primer infertil hastalardan se¢ildi. IVF sonrasi biyokimyasal diistigi
olan hastalar ¢alisma grubuna alinirken klinik abortusu olan hastalar ¢alisma disinda
tutuldu. Bu kriterlere sahip olan 28 hasta ¢alisma grubunu olustururken fertilitesini
kanitlamis 16 ovulatuar hasta kontrol grubunu olusturdu. Kontrol grubundaki saglikli
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kadinlarin se¢iminde; en az bir yasayan ¢ocuklarinin olmasi ve obstetrik oykiilerinde
basarisiz implantasyonu diisiindiirecek spontan abortus, blighted ovum ya da missed

abortus olmamasi sart1 arandi.

Her iki grupta implantasyon ve basarili gebelik iizerine etki edebilecekleri
diisiiniilerek tiroid fonksiyon testleri ve tam trombofili paneline de bakildi. (22)
Tiroid fonksiyon testleri normalken yalnz tiroid antikor pozitifliginin gorildigi
durumlarin infertilite {izerine etkileri net olmadigindan tiroid antikorlar1 rutin olarak

her iki grupta da calisilmadi (23).

Embriyo kalitesine karar verirken tiip bebek merkezimizde kullanilan
boliinme hizi, blastomer biiyiikliigii, fragmantasyon derecesi goz Oniine alinan
grade’leme sistemi kullanilmistir. Iyi kalitede bir embriyonun 2. giinde (42-44. saat)
4-5 blastomere ve 3. gilinde (66-68 saat) en az 7 blastomere sahip olmasi
gerekmektedir. Cok yavas yada cok hizli embriyo gelisiminin implantasyon
oranlarint olumsuz yonde etkiledigi konuyla ilgili calismalarla gdsterilmistir (24,25).
Ucgiincii giin optimal béliinme hiz1 olan embriyolar transfer edildiginde daha yiiksek
implantasyon oranlar1 ile karsilagilmistir (26,27,28). Yapilan ¢aligmalar esit
boliinmeyen embriyolarin transferiyle gebelik ve implantasyon oranlarinin olumsuz
yonde etkilendigini gostermistir( 29,30). Boliinme hizi ve blastomer boyutuyla
birlikte embryo fragmantasyonu da embryo se¢im kriterleri arasinda yer almaktadir
(31). Bu bakimdan blastomer biiyiikliigli embryo kalitesine karar verirken
kullandigimiz parametredir. Bu sisteme gore grade I embriyo 3. giinde en az 7

blastomere sahip olan, blastomer biiytikliikleri esit olan, fragmantasyon orani % 5’in
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altinda olan embriyolardir. Caligma grubunu olusturan 22 hastanin hepsinde daha
once iyi kalitede (GRADE I) en az bir embriyo transferi yapilmis ve gebelik elde

edilememistir.

Endometrial 6rnekleme i¢in hasta takibi:

Yukaridaki kriterlere uyan hastalara ve kontrol grubunu olusturan hastalara
calisma anlatilmis ve gerekli izin alindiktan sonra siklusun folikiiler fazinda
dominant folikiil gelisimi ile birlikte ultrasonografik olarak seri takipler yapilmis ve
ovulasyon giinii tespit edilmistir. Hormon bakilabilen hastalarda LH+7 ile LH+12
glinler aras1 veya ultrasonografik olarak ovulasyon tespit edilen hastalarda ovulasyon
sonrasi 6. giinden sonra endometrial biyopsi alinmistir. Endometrial biyopsi giinii
once serum progesteron bakilarak hormonal olarak sekresyon donemine girdigi teyid
edilmistir. Endometrial biyopsinin giiniiniin saptanmasinda asagidaki bulgulara gore

karar verilmistir

- Her menstriiel siklusun kisa bir boliimiinde endometrium implantasyon igin
uygundur ve bu doneme “implantasyon penceresi”’ denir. Endometriumun

reseptivitesi ovulasyondan sonra yaklasik 6-8 gilinde baslar ve yaklasik 4 giin siirer

(5).

- MFAP2, MFAPS ve NLF2 genlerinin LH+7 doneminde daha fazla exprese oldugu

bulunmustur.
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-Secilen 20-26. giin arasindaki periyot hem implantasyon penceresini olusturmakta
hem de MFAP2, MFAPS ve NLF2 genlerinin ekspresyonunun yiiksek diizeyde

oldugu doneme denk gelmektedir.

- Ornekleme yapilacak hastalar litotomi pozisyonunda muayene masasina alinmis ve
paraservikal lidokain ile lokal anestezi uygulamasi sonrasi steril tenekulum ile
serviks tutulmus ve Pipelle endometrial biopsi kaniilii ile uterin kaviteye girilerek bir
seferde endometrial 6rnekleme yapilmistir. Yeterli doku elde edilemeyen hastalarda
aym prosediir bir kez daha uygulanarak o6rnekleme sonucu elde edilen doku iki esit
parcaya ayrilarak hem genetik inceleme hem de patolojik olarak Noyes
klasifikasyonuna (32) gore endometrial giinleme yapmak amaciyla patolojik

inceleme i¢in gonderilmistir.

3.2.2. Endometrium Dokusundan Total RNA Saflastirilmasi

Hastalardan steril pipelle ile alinan endometrium Ornekleri steril petri
kutularinda serum fizyolojik ile yikandiktan sonra RNA izolasyonuna uygun (50 mg-
100 mg) biiyiikliiklerde steril bistiiri ile kii¢lik pargalara ayrildi. Dnaz ve Rnaz freee
1.5 mI’lik ependorf tiiplerine alinan doku 6rnekleri hizli bir sekilde sivi azot iginde

donduruldu. Ornekler izole edilinceye kadar -80 °C de saklandi.

Doku 6rneklerinden total RNA saflagtirma islemi peqGOLD TriFast dokudan

RNA izolasyon kiti kullanilarak, asagida yazili olan protokole gore yapildi.
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Kontaminasyonu engellemek amaci ile islemler giivenlik kabininin iginde

gerceklestirildi.

1-

10-

1.5 mI’lik ependorf tiip i¢inde bulunan 50-100 mg arasindaki dokular
¢oziinmeden homojenizatdr ile parcaland.

Homojenat tizerine 1000 mikrolitre (pul)Trifast eklendi ve oda sicakliginda 5
dk bekletildi.

200 pl kloroform eklenerek, 15 sn boyunca karistirildi ve 10 dk oda
sicakliginda tutuldu.

Ornekler 11.000 rpm’de 5 dk 4 °C de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
karisim, altta kirmiz1 faz (fenol kloroform fazi), arafaz ve iistte renksiz sivi
olmak iizere ii¢ faza ayrildi.

Ust faz yeni bir steril 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarildi ve iizerine 500 pl
izopropanol eklenip karistirild.

Ornekler 1.5 saat — 20 C de bekletildi. 11.500 rpm’de 10 dk 4 °C’de santrifiij
edildi. Siipernatant atildi.

DNA kontaminasyonunu engellemek i¢in 60 pl Dnaz (mikrogram basma 5 U
Dnaz), 300 pl Dnaz Buffer I ve 400pul DEPC’li su eklenerek 30 dk 37 “C’de
sicakliginda bekletildi.

Orneklerin iizerine 300ul 25 mM EDTA eklendi ve 65 °C’de 10 dk bekletildi.
12.000 rpm’de 10 dk 4 °C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan siipernatant
atild.

1000 pl % 75’lik alkol (taze hazirlanir) eklenerek, 12.000 rpm’de 10 dk 4

°C’desantrifiij edildi. Pelete dokunmadan siipernatant atildi.
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11-  Peletin lizerine tekrar 1000 pl % 75’lik alkol eklenerek, 12.000 rpm’de 10 dk

4 °C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan siipernatant atildi.

12-  Pelet kurumaya birakildi. 30-50 ul DEPC’li su ile sulandirildi. Calisma

giinline kadar -80°C’de saklanda.

3.2.3. cDNA Sentez Tepkimesi

Elde edilen RNA’lar spektrofotometre’de [RNA i¢in 260 nanometre’de (nm);

protein i¢in 280 nm] odlgiilerek mikrolitre/ (nul/ug) miktarlart ve safliklar1 belirlendi.

Primer olarak random hegzamerler kullanilarak cDNA sentez kiti ile total RNA’dan

cDNA sentezi gerceklestirildi.

cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve miktarlari tablo-1" de verilmistir.

Tablo 1. RT-PCR tepkime karigimi

Steril HO —PCR grade
Reaksiyon Tamponu
dNTP

Random hegzamerler
RNaz inhibitorii

Ters Transkriptaz

Total RNA

RT-PCR karisimi ince

total RNA eklendi.

Son konsantrasyon Hacim

- RNA miktarina gore degisken

1x( 8 mM MgCl) 4 ul

1 mM 2 ul

60uM 2 ul

20 iinite (U) 0,5 ul

10U 0,5 ul

1 pg 1 ngolacak sekilde

ceperli 0,2’ lik tliplere hazirlandiktan sonra saflastirilan
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3.2.3.1. RT-PCR Programi

Otomatik 1s1 dongii cihazi asagida belirtilen programa ayarlanarak

RNA’lardan cDNA elde edildi.

Sayisi

Primer Baglanmasi

Ters transkripsiyon

Inaktivasyon

Sogutma

dongii

Sicakhik

25°C

50°C

85°C

Zaman

10 dk

60 dk

5dk

elde edilen

Dongii

1 dongii

1 dongii

1 dongii

Reaksiyon sonrasit cDNA 6rnekleri Real Time PCR’da kullanilincaya kadar - 20

°C’ de saklandh.
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3.2.4. MFAP2, MFAP5, NLF2 Genlerinin ifade diizevlerinin Real-Time PCR

Yontemi ile Degerlendirilmesi

MFAP2, MFAPS, NLF2 genlerinin ifadelenmesinin kantitatif
degerlendirmesi i¢in Light Cycler ™ (LC) cihazi kullanildi. (Sekil-1)
Amplifikasyonlar 10 pl toplam tepkime hacmi igerisinde cDNA, bolgeye 6zgii

primerler, UPL TagMan probu kullanilarak gergeklestirildi.

!!HH?'!"E g

|

T T T T LT TR

Sekil 4. Real Time PCR tepkimesi i¢in kullanilan LC cihazina ait goriintiiler.

A: Real Time PCR cihazi

B: PCR tepkimesi i¢in gerekli sicaklik, siire ve dongii sayisinin bilgisayar ortaminda
girildigi program sayfasi

C: PCR tepkimesi i¢in hazirlanan karigimin konuldugu cam malzemeden iiretilmis
kapiller

D: Tepkime sirasinda 6rneklerin durumunu grafik ve logaritmik egri olarak gosteren

program sayfasi
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3.2.4.1. MFAP2 Geninin ifadelenme Diizevinin Kantitatif Analizi

MFAP2 genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimleri sekil 5°

de gosterildi.

MFAP2F 5°- TGCAAACAGTGTCTCAACGA-3’
MFAP2R 5’°- CTTGTCCCGACAGAGGTCAG -3’

75 numaral1 prob dizisi: 5’-CAGCCTCC-3’

301 CAGTACCCGTGCACCCOGCCTCTACTCCATACACAGGCCTTGCARACRAGTETCT CARCGRAG
3' -CAGCCTCC-3"

3al GICTGCTTCTACAGCCT GG G TGTACGT CAT TARCA AGGAGATCTGTGTTCGTACA

421 GIGTGTGCCCATGAGGAGCT CCTCCGRGCT GACCT CTGTCGEGACARGTTCTCCARATGT

Sekil 5. MFAP2 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve
UPL probun c¢DNA dizisi iizerindeki yerlesimi. (Referans: ENST00000375535
giris no’lu dizi). (Translasyon baslangi¢ niikleotidine gore

numaralandirilmstir).

Sekil 5” de gosterilen primer ve problar kullamlarak Real-time PCR tepkimesi
LC cihazinda gerceklestirildi. Tepkime karisimini hazirlamak i¢in kullanilan

kimyasal maddeler tablo 2’de gdsterilmistir.
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Tablo 2. MFAP?2 real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,O - 6.2 ul
MgCl, (25 mM) 4 mM 1.2 ul
MFAP2 PrimerF (10 pmol/ul) 2.5 pmol 0.25 ul
MFAP2 PrimerR (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 ul
MFAP2 TagMan prob (100 pmol/ul) 10 pmol 0.1 pl
TaqMan mix (10x) 1x 1 ul
cDNA - 1 ul

3.2.4.2 MFAP5 Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

MFAPS genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimleri
sekil 6’de gosterildi.
MFAPSF 5’-GGAACACGAAGCTATGAAAGATG-3’
MFAP5R 5°-GGGTCTCTGCAAATCCACAT-3’

69 numarali prob dizisi: 5’-CTTCCTCC-3’

S GAACACGAAGCTATGAMAGATG-3
GGAACACGAAGCTATGAAAGATG-3

361 RAGGRGATCTGCTCTICGTICTTGTCTGTARGGARCACGAE AGCTATGARAGATGAGCTTTGC

5 -CTTCCT

421 CGETCAGATGECTGETCTFOCCCCTAGGAGACT CCGTCGCTCCRATTACTTCCGRACTTCCT
CCc-3

481 CCOCTGTGARARTGTGEATTTGCRAGRGACCCRATGETICTGTGR

Sekil 6. MFAPS mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi ilizerindeki yerlesimi. (Referans: ENST00000359478 giris no’lu dizi).

(Translasyon baslangi¢ niikleotidine gore numaralandirilmistir).
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Sekil 6’de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-time PCR tepkimesi
LC cihazinda gerceklestirildi. Tepkime karistmini hazirlamak i¢in kullanilan

kimyasal maddeler tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. MFAPS Real-time PCR tepkime karigim

Son konsantrasyon Hacim

dH;O - 6.2 ul
MgCI; (25 mM) 4 mM 1.2 ul
MFAPS PrimerF (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 ul
MFAPS PrimerR (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 ul
MFAP5S TaqMan prob (100 10 pmol 0.1 pl
pmol/ul)

TaqMan mix (10x) 1x 1 ul
cDNA - 1 ul
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3.2.4.3 NLF2 Geninin ifade Diizevinin Kantitatif Analizi

NLF2 genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimleri sekil 7°de

gosterildi.

NLF2F 5’-GCTTGCAACCAGATCCAGAG-3’
NLEF2R 5’-GGCCGAGGAACAGAGTTTC-3’

75 numarali prob dizisi: 5’>-CAGCCTCC-3’

O e

1 AGTACTGRRGETGECGCCT O CAGCG G TAGRAGGE CACTGGCACT GACCT TECARCCR

AT RC—2 or

6l CGRTCCACRAGACACTGRRGRAGRAGAGRMMGEOGCACCTCTTCCCGCCACTCCTAGCCCCRS
CCTCC-3"
121 CCTCCRRGGATEOGGCTCCTOGAGRRR CTCTGTICCT CRECCGCAGGCAGCT COGCGCCG

—

r e T e e e T |

Sekil 7. NLF2 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanmilan primerler ve UPL

probun ¢DNA dizisi iizerindeki yerlesimi. (Referans: ENST00000380392 giris

no’lu dizi).

Sekil 7° de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-time PCR tepkimesi LC

cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karisimini hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal

maddeler tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. NLF2 Real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,O0 - 6.2 ul
MgClI, (25 mM) 4 mM 1.2 ul
NLF2 PrimerF (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 ul
NLF2 PrimerR (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 ul
NLF2 TagMan prob (100 pmol/pl) 10 pmol 0.1 ul
TagMan mix (10x) Ix 1 ul
cDNA - 1 ul

3.2.4.4. GADPH Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

GAPDH genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimleri

sekil 8’de gosterildi.

GAPDHF 5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’
GAPDHF 5’-GCCCAATACGACCAAATCC-3’

60 numaral1 prob dizisi: 5’-TGGGGAAG-3’

61 TCTTICTITTGCGTCGCCAGCCGAGCCACATCGCTCAGRCRD

121 GEAGTCRRCGERTTIGETICGIATIGEECGCCT GETCACCAGGGCTGCTTTTARCTCTGET

Sekil 8. GAPDH mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL

probun ¢DNA dizisi uizerindeki yerlesimi. (Referans: ENST00000229239 giris

no’lu dizi).
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Sekil 8’de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-time PCR tepkimesi
LC cihazinda gerceklestirildi. Tepkime karistmini hazirlamak i¢in kullanilan

kimyasal maddeler tablo 5’de gosterildi.

Tablo 5. GADPH Real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim

dH;O - 6.2 ul
MgCI; (25 mM) 4 mM 1.2 ul
GADPH PrimerF (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 pl
GADPH PrimerR (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 pl
GADPH TagqMan prob (100 10 pmol 0.1 ul
pmol/pl)

TaqMan mix (10x) 1x 1 ul
cDNA - 1 ul

Real-time PCR karigimlar1 hazirlandiktan sonra kapiller tiiplere dagitildi ve
tizerine cDNA’ler eklendi. Kapiller tiipler 3000-5000 rpm’de 10 sn santrifiij edildi.
Tiipleryerlestirildikten sonra LC cihazinda asagida belirtilen amplifikasyon programi
kullanilarak PCR tepkimesi gergeklestirildi. MFAP2, MFAPS, NLF2 ve GADPH

genleri i¢in ayn1 PCR programi kullanilda.
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3.2.4.5.MFAP2. MFAPS, NLF2 ve GADPH LC Deney Programi

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Dongiiler 1

Analiz Modu -
Sicakhik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00 dk
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)

Program Verisi Deger

Dongiiler 50

Analiz Modu Cogalma

Sicakhik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
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Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10 sn 20 sn
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0 10.0
Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger

Doéngiiler 1

Analiz Modu -

Sicakhik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 40

Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 30 sn

Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0

Reaksiyon sonucu herbir bireye ait MFAP2, MFAPS, NLF2 ve

GADPH genlerinin mRNA ifade diizeylerini gosteren crossing point (Cp) degerleri

belirlendi. MFAP2, MFAPS ve NLF2 ifade diizeyleri GADPH ifade diizeyine gore

normalize edildi.

26



3.2.4.6 istatistiksel Analiz Yontemleri

Hasta ve kontrol grubundaki yas, tiroid fonksiyon testleri, gen
mutasyonlar1 disindaki trombofili faktorleri, ornekleme glinleri ve progesterone
seviyeleri agisindan karsilastirmak icin SPSS (SPSS 11,5) istatistik programi ile
uygun parametrik ve nonparametrik testler uygulanmistir. FV Leiden, MTHFR ve
protrombin gen mutasyonlar1 agisindan fark olup olmadigini anlamak i¢in ki-kare
testi uygulanmistir. Hasta ve kontrol grubu endometriyum dokularinda izlenen
MFAP2, MFAPS5 ve NLF2 mRNA ifade diizeylerine ait veriler REST (2008 Beta
V2.0.7) program ile karsilastinlmistir. Relatif gen ifade diizeyi sonuglari REST
programi kullanilarak “Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi

asagida belirtilmistir.

E (hedef) 8¢t {kontrol- hasta}

E (referans) ACt (kontrol- hasta)

Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olusan floresan sinyalin esik
degeri gectigi andaki dongii sayisini ifade eder. Ct degeri tepkimenin basinda mevcut
olan mRNA (cDNA) miktar1 ile ters orantilidir. ACt degeri ise kontrol ile hasta
orneklerinin Ct degerleri arasindaki farki gostermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR
etkinligini, elde edilen R ise ifade oranin1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0.05

olarak kabul edilmistir.
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BULGULAR:

28 hastanin bir kisminda ultrasonografi monitorizasyonu ve progesteron
degeri bakilarak ornekleme yapilmasina ragmen endometrium Noyes kriterlerine
gore implantasyon penceresiyle uyumlu olmadigi saptandi. Bu 6 hastanin

endometrial 6rnekleme materyalinden gen ifadelenmesine bakilmadi.

IVF yapilip implantasyon basarisizlig1 olan hastalarin tiimii primer infertil
hastalardi. Bu gruptaki ¢iftlerin ortalama infertilite siiresi 8.8 yil £ 5.1 (minimum: 3
yil maksimum: 20 yil) olarak bulunmustur. Calisma grubunu olusturan 22 hastanin
hepsinde ¢esitli yontemlerle tubal agiklik degerlendirilmis olup bu hastalardan sadece
ikisinde tek tip kapali tespit edilmistir. Higbir hastada radyolojik veya
ultrasonografik olarak hidrosalpenks tespit edilmemistir. Bir hastanin Oykiisiinde
implantasyonu bozacagl i¢in embriyo transferi Oncesi histeroskopik septum
rezeksiyonu yapilmistir. 22 hastanin degerlendirmesinde eslerinin onceki sperm
analizi sonuglarinda ortalama sperm sayist 31.7 £+ 27,3 milyon (minimum: 1 milyon;
maksimum 90 milyon) ve ortalama sperm motilitesi yiizde 43.8 +£17.4 (minimum: %
24; maksimum % 43) olarak bulunmustur (Tablo 6). Caligma grubunda minimum
invitro fertilizasyon deneme sayisi: 1; maksimum IVF deneme sayis1 5 olarak

bulunmustur

Tablo 6’dan da goriildiigii gibi infertil hasta grubunda ortalama yas 32.3 £ 3.9

(minimum :25, maksimum: 41) olarak tespit edildi. Fertil hasta grubunda ise
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ortalama yag 31.6 = 3.82 (minimum:24; maksimum:38) tespit edilmis olup iki grup

arasinda yas a¢isindan istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p=0.592).

Bu caligmada her iki grup oOrnekleme giinii agisindan da degerlendirildi.
Infertil grupta ortalama &rnekleme giinii 21.4 + 0.6 iken kontrol grubunda 21.5 +
0.81 olarak bulunmustur ve iki grup arasinda anlamli fark tespit edilmemistir
(p=0.490). Infertil grupta Noyes kriterlerine gére histolojik giinlendirme 22.8 + 1.51
iken fertil grupta 22.6 + 2.9 olarak bulunmustur ve iki grup arasinda anlamli fark

tespit edilmemistir (p=0.641).

Her iki grup 6rnekleme giinii bakilan serum progesteron degerleri acisindan
da karsilastirilmis ve infertil grupta ortalama 10.1 + 4.5 iken fertil grupta 9.7 + 3.4

olarak bulunmus ve iki grup arasinda anlamli fark tespit edilmemistir. (p=0.918)

Her iki grup tiroid fonksiyon testleri agisindan de degerlendirilmis ve infertil
grupta ortalama TSH degeri 1.50 + 0.81 iken fertil grupta 1.85 + 0.63 olarak
bulunmus ve iki grup arasinda anlaml fark tespit edilmemistir. (p=0.089) Infertil
grupta ortalama sT3 degeri 2.8 + 0.35 iken fertil grupta 2.6 + 0.5 olarak bulunmus ve
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir. Infertil grupta
ortalama sT4 degeri 1.1 + 0.12 iken fertil grupta 1.05 + 0.28 olarak bulunmus ve iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (p=0.506) (Tablo 6).

Her iki gruptaki hastalarin trombofili faktorleri karsilagtitildiginda;
Antitrombin IIT degeri ve ATIII degeri yiizdesi a¢isindan her iki grup arasinda
istatigtiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (Tablo 6). Protein C degeri fertil

hasta grubunda 3 hastada normalden diisiik bulunmustur. Infertil hasta grubunda
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normalden diisiik deger tespit edilmemistir. Her iki grup arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark tespit edilmemistir (Tablo 6). Infertil grupta 1 hastanin, fertil grupta 5

hastanin protein S degeri normalden diisiik bulunmus; iki grup arasinda istatistiksel

olarak anlaml fark tespit edilmemistir (Tablo 6).

Infertil hasta grubundan 10 hastanin, fertil hasta grubundan 4 hastanin aktive

protein C rezistanst (APCR) normalden yiiksek bulundu (normal deger:< % 0.86) .

Infertil hasta

grubunda ortalama APCR degeri 0.88 + 0.17 iken fertil hasta grubunda 0.64 + 0.21

olarak

bulunmustur ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir.

(P=0.002)

Tablo 6. Hasta ve kontrollere ait klinikopatolojik 6zellikler

calisma n=22) kontrol (n=16) p degeri
Yas (ortalama) 3232 +3.98 31.63 +3.82 0.592
Ornekleme giinii 21.36 + 0.65 21.50 +0.81 0.490
Noyes kriterine gore histolojik giinlendirme 22.79 + 1.51 22.64+2.92 0.641
Progesteron (ng/ml) 10.09 +4.52 9.70 £3.36 0.918
TSH (mIU/L) 1.50 +0.81 1.85+0.63 0.089
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Serbest T3 (pg/ml)

Serbest T4 (ng/dl)

ATII (%)

Protein C (%)

Protein S (%)

APCR (%)

Invitro fertilizasyon say1s1

Sperm konsantrasyonu

Sperm motilitesi

2.88 +0.35

1.06 +0.12

95.94 +16.32

88.18 +20.82

84.65 + 19.03

0.88+0.17

31.66+27.27

43.85+17.41

2.64 +0.51

1.05 +0.28

100.75 +10.01

92.69 +30.99

86.81 +31.01

0.64 +0.21

0.183

0.506

0.450

0.773

0.829

0.002

APCR: Aktif protein C direnci

ATIII: Antitrombin 3

p degeri <0.05° den kiigiik olanlar koyu gosterilmistir.

Trombofili nedeni olan genetik faktérlerden F V Leiden , protrombin ve metilen

tetrahidrofolat gen mutasyonlar karsilastirilmistir. Her {i¢ faktér acisindan iki

gruptaki dagilimlarin istatistiksel olarak farkli bir dagilim gostermedigi tespit

edilmistir (Tablo 7).
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Tablo 7. Trombofili panelinin hasta ve kontrol grubunda karsilastiriimasi

Genotipler Calisma Kontrol p 00 (%95 GA) p Degeri
(n=22) (n=16) Degeri
Factor V Leiden 1.00
R506Q/G1691A
(rs6025)
RR 17 (%77.3) 13 (%81.3) 1°
RQ 5 (%22.7) 3 (%18.7) 1.28 (0.26- 1.00
6.33)
QQ 0 (%0) 0 (%0) - -
MTHFR C677T 0.053
(rs1801133)
CcC 10 (%45.5) 13 (%81.3) 1°
CT 8 (%36.4) 3 (%18.7) 3.47 (0.73- 0.152
16.53)
TT 4 (%18.1) 0 (%0) 0.43 (0.27- 0.098
0.69)
MTHFR 0.596
A1298C
(rs1801131)
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AA 17 (%77.3) 10 (%62.5) 1

AC 3 (%13.6) 4 (%25) 0.44 (0.08- 0.410
2.39)
CC 2 (%9.1) 2 (%12.5) 0.59 (0.07- 0.630
4.85)
prothrombin 0.349
G20210A
(rs1799963)
GG 21 (%95.5) 15 (%93.7) 1
GA 0 (%0) 1 (%6.3) 0.42 (0.28- 0.432
0.61)
AA 1 (%4.5) 0 (%0) 0.58 (0.44- 1.000
0.77)

0O, Olasiliklar orani; GA, Gliven araligl. p degeri <0.05° den kiiclik olanlar koyu
gosterilmistir.

“Referans Genotip/Alel

MFAP2, MFAPS5 ve NLF2 (genlerinin ifade diizeyinin Kkantitatif
degerlendirilmesi:

Light Cycler™ cihazi kullanildi. Hasta ve kontrol grubundan alinan doku drneklerine
ait her bir cDNA MFAP2, MFAPS, NLF2 ve GAPDH genine 6zgii primer ve UPL
RNA probu kullanilarak ¢alisildi. Tiim doku o6rneklerinde MFAP2, MFAPS ve
NLF2’ nin mRNA diizeyinde ifade edildigi belirlendi.
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MFAP2 geninin mRNA diizeyinde ifade diizeyini kantitatif olarak gosteren Real-

Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 9’da gosterilmistir.
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Sekil 9: MFAP2 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri; MFAP2 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp
degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresans sinyal

izlenmektedir.
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MFAPS geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren Real-Time

PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 10°de gosterilmistir.
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Dongii Sayisi
Sekil 10: MFAPS geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri. MFAPS geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp
degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresans sinyal

izlenmektedir.

NLF2 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren Real-Time

PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 11° de gosterilmistir.
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Sekil 11: NLF2 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri. NLF2 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri

yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresans sinyal izlenmektedir.

MFAP2, MFAP5 ve NLF2 genlerini normalize etmek icin se¢ilen GAPDH
geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren Real-Time PCR

tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 12°da gosterilmistir.
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Sekil 12: GAPDH geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri. GAPDH geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp
degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresans sinyal

izlenmektedir.

Relatif gen ifade diizeyi sonuglart REST programi kullanilarak “Pfaffl”

matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida belirtilmistir.

E {hedef) ACt {kontral- hasta}

E (referans) ACt (kontrol- hasta}

37



Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olusan floresan sinyalin esik degeri
gectigi andaki dongii sayisini ifade eder. Ct degeri tepkimenin basinda mevcut olan
mRNA (cDNA) miktar1 ile ters orantilidir. ACt degeri ise kontrol ile hasta
orneklerinin Ct degerleri arasindaki farki gostermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR

etkinligini, elde edilen R ise ifade oranin1 gostermektedir.

4.1. MFAP2 Geninin ifade Diizeyinin Degerlendirmesi

MFAP2 geninin mRNA diizeyinde ifadesinin hasta grubunda kontrol grubuna
gore 1.34 kat daha az oldugu gorildii (ifade orani= 0.746). Ancak bu azalma

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0.362).

4.2. MFAP5 Geninin ifade Diizeyinin Degerlendirmesi

Hasta ve kontrol gruplan karsilastirildiginda hasta grubundaki MFAPS mRNA
ifade diizeyinin kontrol grubuna goére 1.37 kat arttig1 belirlendi (ifade orani=1.375).
Ancak hasta ve kontrol gruplari arasinda MFAP5 mRNA ifade diizeylerinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p=0.138).

4.3. NLF2 Geninin ifade Diizeyinin Degerlendirmesi

Hasta ve kontrol gruplart karsilastirildiginda NLF2 geninin mRNA diizeyinde

ifadesinin hasta grubunda kontrol grubuna gore 1.84 kat azaldig1r gozlendi (ifade
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orani=0.541). Hasta grubundaki mRNA ifadelenme diizeyindeki bu azalma

istatistiksel olarak da anlamli bulundu (p=0.023).

MFAP2, MFAPS5 ve NLF2 mRNA ifade diizeylerinin karsilastirilmast Sekil

13°da gosterilmistir.

1,6 5

mRNA ifade Diizeyi
c o o © L
() & L= v L ~ p=3
L L L Il il L I

(=]

MFAP2 MFAPS

NLF2

M Hasta

M Kontrol

Sekil 13: MFAP2. MFAPS ve NLF2 mRNA ifade diizeylerinin hasta ve kontrol

grubunda karsilastirilmasi. * Hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel

olarak anlam oldugunu gostermektedir.
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TARTISMA

Implantasyon blastokistin maternal endometrial yiizeye baglanarak plasentay1
olusturmasi ve bunun sonucunda biiyiiyen fetiis ile maternal sirkiilasyon arasinda
iletisim kurulmasi olarak tanimlanmistir (1,2). Bir ¢ok molekiiliin rol oynadigi
implantasyon olayinda cok sayida gen de rol almaktadir. Implantasyonu ve insan
iireme fizyolojisini anlamak i¢in endometrial reseptivite siirecindeki molekiiler
olaylar1 bilmek gereklidir. Endometrial reseptivite ve implantasyonda rol alan
mekanizmalarin tam olarak anlasilmasi IVF hastalarinda implantasyon ve gebelik

oranlarini iyilestirmek icin kullanilabilecektir.

Uzerinde heniiz ¢alisilmaya baslamlan ve implantasyondaki rolleri tam
bilinmeyen genlerden iigii MFAP2, MFAPS5 ve NLF2’dir. MFAP2 ve MFAPS
elastinin yapisal komponenti olan mikrofibrilin yapisint olusturur. Bu genlerin
endometriumun reseptif doneminde daha fazla eksprese oldugunu gosteren tek bir
calisma literatiirde goriilmektedir (33). Bu calismada erkek faktorii nedeniyle
ICSI’ye giden 31 hastanin LH peak’inden 2 giin sonra (LH+2; erken sekretuar faz)
ve LH peak’inden 7 giin sonra (LH+7; mid sekretuar faz) alinan endometrial
biopsilerdeki microfibril-associated protein 5 (MFAPS), Nuclear localized factor 2
(NLF) genlerinin ekspresyonlar1 karsilastirilmis ve her iki genin de implantasyon
penceresi doneminde ekspresyonlarinin arttig1 gosterilmistir.

Bazi aragtimacilar insan endometrium Orneklemelerinden mikroarray
teknolojisi kullanilarak prereseptif fazdan reseptif faza gecis sirasindaki gen

ekspresyon degisimlerini incelemislerdir. Ancak tiim bu ¢aligmalarda regiilasyonlari
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degisen bu ¢esitli genlerden ¢ok azi ortaktir. Haouzi ve ark. nin ¢alismasinda daha
onceki baz1 arastirmacilar (Carson et al., 2002; Riesewijk et al., 2003; Mirkin et al.,
2005; Talbi et al., 2006) gibi erken sekretuar faz ve ge¢ sekretuar faz sirasinda
alman  Orneklerden global gen ekspresyonu bakilmistir. Ayni hastadan farkh
zamanlarda gen ekspresyonu bakan bu caligma hastalar arasi degiskenligi de
azaltmaktadir. Bu calismada up-regiile olan genler diger dort c¢alisma ile
karsilastirilarak reseptivite doneminde ortak aday genler tespit edilmeye calisilmistir.
Bu donemde up-regiile olan ortak bes genin; laminin B3, microfibril-associated
protein 5 (MFAPS), angiopoietin-like I (ANGPTL) , endocrine gland-derived
vascular endothelial growth factor (EG-VEGF), nuclear localized factor 2 (NLF2)
oldugu gosterilmistir. Haouzi ve ark. nin ¢alismasinda erkek faktorii nedeniyle
ICSI’ye giden, dolayisiyla infertilite yapabilecek bir faktoriin olmadigi kabul edilen
kadinlarda LH peak’i tespit edilerek LH+2 ve LH+7. giinlerde endometrial biopsiler
alimmistir. Alinan endometrium orneklerinin histolojik olarak konfirme edilmemesi
bu calismanin dezavantajini olusturmaktadir. Bizim g¢alismamizda ise alinan tiim
endometrium Orneklerinin histolojik olarak incelenmis olup reseptif donem disinda
tespit edilen Orneklerden gen ekspresyonu bakilmamasi ¢alismamizin avantajini
olusturmaktadir.

Bizim ¢alismamizda infertil hastalarda IVF tedavisi sonrasi tekrarlayan
implantasyon basarisizligi tanimi i¢ine giren bir hasta grubunda, daha oOnce
ekspresyonu gosterilen MFAPS ve NLF2 genleri disinda MFAP2 genini de i¢ine alan
bir gen spektrumunun implantasyon penceresindeki ekspresyonu fertil hasta
populasyonu ile karsilagtirilmig; IVF’de endometrial reseptivite ile bu genlerin

iligkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Haouzi ve arkadaslarinin yaptigir caligmada
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erkek infertilitesi nedeniyle IVF tedavisine alinan hastalar ICSI 6ncesi bir dogal
siklusta implantasyon penceresi oncesi ve sirasinda biopsi alinarak gen ekspresyon
paternleri degerlendirilmistir. Dolayisiyla bu ¢alismada tedaviye alinan kadinlarin
infetilite ile ilgili herhangi bir faktor tasimadig1 varsayilmistir. Bizim ¢alismamizda
Haouzi ve ark. dan farkli olarak basarisiz IVF Oykiisli olan hastalarin endometrial
reseptivite doneminde alinan endometrial biopsilerinde MFAP2, MFAPS5 ve NLF2
genlerinin ekspresyonlar1 calisilmis ve kontrol grubu olarak da saglikli, en az bir
yasayani olan ve obstetrik Oykiilerinde basarisiz implantasyonu diisiindiirecek
spontan abortus, missed abortus yada blighted ovum Oykiisii olmayan kadinlar ile
karsilagtirilmistir.  Bizim c¢alismamiz infertil grupta spesifik bir alt gruptaki
hastalardaki endometrial MFAP2, MFAPS ve NLF2 genlerinin ekspresyonlarinin
fertil grupla  karsilastirilmasini;  dolayisiyla  bu  infertii  populasyonun
endometriumundaki MFAP2, MFAPS ve NLF2 ekspresyonu bozuklugunun bu
hastalardaki implantasyon kusurunu agiklamaya yoneliktir.

In vitro fertilizasyonda tedavinin etkinligini kisitlayan en énemli faktorlerden
birisi implantasyonun diisiilk olmasi ve bazen de iyi kalitede embriyolar transfer
edilmesine ragmen gebelik elde edilememesidir. Implantasyon basarisizligimin
embriyonik gelisimin bozuklugu ve/veya uterin reseptivitenin anormal olmasindan
kaynaklandig1r diistiniilmektedir. Bu nedenle populasyon olarak tekrarlayan
implantasyon basarisizlig1 secilmistir.

Bizim c¢aligmamizda, NLF2 geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesinin
tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan grupta kontrol grubuna gore yaklasik
1.84 kat daha az ifade edildigi ve mRNA ifadelenmesindeki bu azalmanin

istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmigtir. NLF2 son yillarda ortaya konan bir
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niikleer faktordiir; endotel hiicre inflamasyonunu regiile eden gen ailesinin bir
tiyesidir ve implantasyon penceresindeki ekspresyonunun endometriumun yeniden
sekillenmesinde rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Implantasyondaki onemli bir
asama olan endometrial stromaya invazyon inflamasyon ile kolaylagsmaktadir.
NLF2’nin endometriumda embriyo implantasyonunda rol alan inflamasyonu regiile
eden genlerin bir iiyesi oldugu disiniiliirse infertil grupta ekspresyonunun

azalmasinin implantasyon kusuruna yol agmasi beklenebilir.

Bizim calismamizda kullanilan diger genlerden MFAP2 geninin mRNA
diizeyinde ifadelenmesinin hasta grubunda kontrol grubuna goére daha az ifade
edilmesine ragmen bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gosterilmistir.
MFAP2 elastinle iligkili mikrofibrillerin major antijenidir ve kalitsal bag doku
hastaliklarinin etyolojisinde suglanan bir gendir. MAGPs ekspresyonu vaskiiler
yapmin saglanmasinda rol oynamaktadir. Implantasyon basarisiziiginda vaskiiler
yapinin bozulmasinin rol oynayabilecegi diisiiniilebilir.

Embriyogenesis, gelisim ve normal homeostaziste vaskiilarizasyonla ilgili
yolakta sinyal aktivasyonunda rol alan bir gen olarak bilinen MFAPS5 geninin mRNA
diizeyinde ifadelenmesinin bizim ¢aligmamizda hasta grubunda kontrol grubuna gore
arttiginin belirlenmesine ragmen, hasta ve kontrol gruplar1 arasinda MFAPS mRNA
ifade diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. MFAPS geninin
normal menstriiel siklus sirasinda LH+7 (reseptif donemde) fazla eksprese oldugu
gosterilmigtir. Buradan yola ¢ikarak MFAPS geninin infertil grupla kontrol grubu
arasinda endometrial reseptivite doneminde farkli ekspresyonunun gosterilmesinin

bu hastalardaki olas1 implantasyon kusurunu agiklayabilecegi diigiiniilebilir.
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Bizim ¢alismamizda MFAP2 ve MFAPS genlerinin ekspresyonunun diizeyi
implantasyon basarisizli§i grubunda daha az olmasina ragmen bu farklarin
istatistiksel olarak anlamli olmamasinin nedeni hasta sayisinin azligi ile agiklanabilir.
Biyopsi c¢aligmalarinin genel bir dezavantaji hasta sayisinin az olusudur.
Endometriumda gen ekspresyonlarinin arastirildigi caligmalarin ¢ogunda vaka
sayillar1 genelde azdir. Diger bir aciklama implantasyon penceresinde
orneklenmelerine ragmen histolojik olarak ayni giinde olmamalar1 bu sonuca neden
olmus olabilir. Implantasyon penceresi LH peak’inden 6-10 giin sonra baslamakta ve
yaklagik 48 saat siirdiigii diisiiniilmektedir. Diger nedenler de, implantasyon
basarisizligimnin taniminin  subjektif olmasi, kullanilan istatistiksel yOntemin
metodolojisi  gibi faktorleri i¢ine alir. Endometriumda implantasyonla ilgili gen
ekspresyonlarinin  arastirildigi  her calismada aymi genlerin ekspresyonunun
gosterilememesi de bu tip ¢alismalarin bir dezavantajini olusturmaktadir. Sonug
olarak bu genlerin ekspresyon diizeylerinin azalmasi istatistiksel olarak farkli olmasa
da, bu genlerin bu alt grup hastada implantasyon kusurundan sorumlu olabilecegini
distindiirmektedir.

Bizim g¢alismanm grubunu olusturan IVF sonrasi tekrarlayan implantasyon
basarisizligi grubunda global gen c¢alismalari ortak genlerin ortaya ¢ikarilmasi
acisindan faydali olacaktir. Ancak literatiirde bu grup hastada yeni bir ¢alisma
disinda baska ¢alisma olmadig1 saptanmistir. Koler ve ark. en az 3 kez tekrarlayan
implantasyon basarisizligi olan 4 hastada endometrium 6rneklerinden 313 adet genin
ekspresyonuna mikroarray yontemi ile bakarak up ve down regiile olan genleri tespit
etmislerdir. Bu ¢aligmada 21. giinde progesteron degeri bakarak progesteronu 20

ng/ml lizerinde olan hastalardan endometrial 6rnekleme yapilmistir. 288 genin down-
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regiile oldugu goriiliirken, 25 tanesinin up-regiile oldugu bulunmustur. Bu genlere
bakildiginda bizim ekspresyonlarini inceledigimiz MFAP2, MFAPS ve NLF2’yi
igcermedigi goriilmektedir. Cyclin E2, SFRP1 ve LEF1’in tekrarlayan implantasyon
basarisizligi olan grupta down regiile oldugu tespit edilirken, Slug ve DKK1’in ise up
regiile oldugu bu calismada gosterilmistir. Down-regiile olan Cyclin E2 ve up-regiile
olan Slug gibi genlerin estrojen bagimli genler oldugu goriilmiistiir. Bu da
tekrarlayan implantasyon basarisizlifi olan hastalarda endometrial estrojen
cevapliliginda defekt oldugunu diisiindiirmektedir. Hasta sayisinin az olmasi ve bir
kisim gen ekspresyonlarina bakilamamasi bu ¢alismanin  dezavantajlarini

olusturmaktadir (33).

Literatiirde endometrial reseptivitede rol aldig1 diisiiniilen ¢ok sayida baska
genin de ¢alisildigl goriilmektedir. Bunlardan bir kismi da imprint (damgalanmis)
genlerdir. Bugiin i¢in ortaya konulan ve yaklasik yliz kadar oldugu diisiiniilen
damgalanmis (imprint) genlerin hemen timii implantasyon, plasentasyon ve
embriyofetal gelisim i¢in gereklidir ve normal gelisim i¢in uygun dozlarda ve uygun
zamanlarda aktivasyonlar1 6nemlidir. Endometriumda, bu genlerin ekspresyonlartyla
ilgili olarak tiim literatiirde yalniz iki ¢alisma bulunmaktadir. Ariel I ve ark. (34)
1997 yilinda yaptiklar1 ¢alismada damgalanmis HI19 ve IGF-2 genlerinin
endometriumdaki ekspresyonlarini ve bu ekspresyonlarin menstriiel siklusla birlikte
degisimini incelemislerdir. Proliferatif fazda endometriumdaki stromal hiicrelerde
orta derecede HI19 ekspresyonu oldugu bulunmustur; buna karsin fetal
endometriumdaki H19 ekspresyonundan biraz daha azdir. Ekspresyonu ovulasyonla

birlikte hemen diismekte ve erken sekretuar fazda olduk¢a diisiik seyretmektedir.
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H19 ekspresyonu daha sonra giderek artmakta ve siklusun 21. giiniinde oldukca
yuksek seviyelere ulastiktan sonra hafif artigla siklusun sonunda en yiiksek degerine
ulagmaktadir. Ayni1 ¢alismada, IGF-2 ekspresyonunun da endometriumda izlendigi
ve menstriiel siklusun donemleriyle degistigi gosterilmistir. (34) Proliferatif faz ve
erken sekretuar donemde ¢ok diisiik seviyelerde bulunan IGF-2 ekspresyonu geg
sekretuar fazda yiiksek seviyelere ulasmaktadir. H19 ve IGF-2 implantasyon,
plasentasyon ve embriyofetal gelisim ic¢in gereklidir ve normal gelisim i¢in uygun
dozlarda ve uygun zamanlarda aktivasyonlari Onemlidir. Postnatal hayatta
ekspresyonlar1 dokularda giderek azalan bu iki genin endometriumda tiim yasam
boyu ekspresyonlarinin devam etmesi ve menstriiel siklusun fazlariyla birlikte
degiskenlik gostermesi (34) bu genlerin implantasyonun embryo-fetal kisminda
oldugu kadar endometrium kisminda da etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Klinigimizde yapilan ve yayin asamasinda olan bir calismada maternal
eksprese olan HI19’un agiklanamayan infertil grupta kontrol grubuna gore
ekspresyonunun belirgin olarak daha diisiik ve paternal eksprese olan IGF2’nin
aciklanamayan infertil grupta kontrol grubuna gore ekspresyonunun belirgin olarak
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu iki genin ekspresyonlarinin infertil grupta
kontrol grubuna goére anlamli olarak farkli olmasi bu hastalarin infertilitelerinin
zemininde yatan olas1 genetik temeli diistindiirmektedir.

Ayrica literatiire bakildiginda ¢esitli calismalarda dogal siklus sirasinda
endometrial reseptivite siirecini anlamak i¢in genomik analiz yapildigin1 gérmekteyiz
(Carson ve ark., 2002). Bununla birlikte hormonal stimulus altindaki endometrium
dogal siklustakinden farkli bir gen ekspresyon paterni gosterebilir. Ovaryen
stimulasyon gen ekspresyon paternini dnemli Olgiide degistirebilmektedir (35).
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Gonadotropin  tedavisiyle kontrolli ovaryen stimulus yapilan sikluslarda
endometriumda eksprese olan genlerin transkripsiyonel aktivasyonunda bozulma

oldugu heniiz gosterilmistir (36).

Sonug¢ olarak; MFAP2, MFAPS5 ve NLF2 genlerinin ekspresyonlarinin
MFAP2 ve MFAPS anlamli diizeyde olmasa da infertil ve fertil hasta grubunda farkli
oldugunun gosterilmesi bu hastalarin implantasyon basarisizlifinin altinda yatan
genetik  bir temeli diisiindiirmekte bu alandaki caligmalardan elde edilecek
sonuglarin klinik kullanima uygulanmasiyla fertilite oranlarini iyilestirecegi {imit

edilmektedir.
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SONUC

Biz bu ¢alismada NLF2’nin IVF tedavisi sonrasi implantasyon basarisizligi
olan infertil grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degerde diistik,
MFAP2 ve MFAPS genlerinin ise infertil grupla kontrol grubu arasinda istatistiksel
anlaml farklilik gostermedigini tespit ettik.

Implantasyon i¢in énemli oldugunu diisiindiigiimiiz NLF2’nin implantasyon
basarisizlig1 olan grupta kontrol grubuna gdre anlamli degerde diisiik olmasi bu

hastalarin implantasyon kusurunu agiklayacak genetik temeli diisiindlirmektedir.
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OZET

Implantasyon embriyo ile endometrium arasindaki kompleks ve sofistike
iligkinin sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu iligkiyi etkileyen hiicresel
mekanizmalar ¢ok ¢esitlidir. Bir ¢ok molekiiliin rol oynadig1 implantasyon olayini
cok sayida gen kontrol etmektedir. NLF2, MFAP2, MFAPS ise lizerinde heniiz
calisilmaya baglanan ve implantasyondaki rolleri aragtirilan genlerdir. Bu ¢alismada,
IVF yapilip implantasyon basarisizligi olan hastalardan siklusun gec¢ sekretuar
doneminde alinan endometrial biopsilerdeki bu genlerin ekspresyonlari ile saglikli en
az bir yasayan1 olan ve kotli obstetrik Oykiisii olmayan hastalarin
endometriumlarindaki ekspresyonlarini karsilagtirmayr amagladik. Bu genlerin
ekspresyonlarinin IVF’te implantasyon basarisizligi olan hastalarla saglikli fertil
gruplardaki ekspresyonlarinin karsilastirilmasia yonelik bir ¢aligma bugiine kadar

yapilmamistir.

NLF2 endometrial stromaya invazyonun inflamasyon asamasinda rol
oynadig diisiiniilen bir gendir. NLF2 ekspresyonunun infertil grupta fertil gruba gore
anlamli degerde diisiik olmasmin bu hastalardaki bozulmus implantasyon
mekanizmasini agiklayacagi diisiiniilebilir.

MFAPS5 ve daha 6nce endometriumda hi¢ calisilmamis olan MFAP2’nin
ekspresyonlarinin infertil grupta saglikli kontrol grubuna goére ekspresyonunun
anlamli derecede diisiik olmas1 bu hastalarda implantasyonun invazyon asamasi i¢in

gerekli olan inflamasyon mekanizmasindaki defekti diisiindiirmektedir.
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SUMMARY

Implantation emerges as a result of the complicated and sophisticated
interaction between the human embryo and the uterine endometrium. Diverse cellular
mechanisms interfere with this interaction. The implantation event in which many
molecules play role is governed by different genes. NLF2, MFAP2 and MFAP5
genes are the genes that are recently being investigated upon. Starting from this
point, this study aims to compare the gene expressions of endometrial biopsies
sampled during late secretory phase from patients who had undergone an IVF cycle
with unsuccessful implantation, and the endometrial expressions of patients who had
at least one healthy living child and had no evidence of poor obstetric history. To
date, no study has reported comparison between the expression of such genes in the
aforementioned study groups (ie. Patients undergoing IVF resulting in failed

implantation vs. healthy fertile patients)

NLF2 is a gene that is thought to play a role in the inflammatory phase of
endometrial stromal invasion. It may be considered that the siginificantly lower value
of NLF2 in the infertile group compared to the fertile group can explain the

impaired implantation mechanism in those patients.

The expressions of MFAP5 and MFAP2 which was previously not studied in
endometrial samples before were significantly lower in the infertile group compared
to the healthy control group; this is suggestive of defects in the inflammatory

processes necessary for the invasion stage of implantation.
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