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1.GIRIS

implantasyon, blastokistin énceden hazirlanmis olan
maternal endometriyal yuzeye yerlesmesidir ve plasenta olusumuna
gidecek ilk basamaktir. Bu yolla embriyo-fetls ile maternal sirkulasyon
arasinda iletisim kurulacak ve Ureme gergcek hedefine ulasacaktir 12,
insan endometriyumu hormonal olarak regiile edilen ve ¢cogu menstriel
siklus sirasinda olugan embriyolarin implantasyonuna izin vermeyen bir
dokudur. Endometriyumun embriyonik implantasyonu saglama
kapasitesi endometriyal reseptivite olarak ifade edilir ve ovaryen
steroidlerle regule edilir. Bu surede blastokist adezyonuna izin veren
gegici bir sureyle sinirli fonksiyonel bir ortam olugsur. Endometriyumda
implantasyona giden sulregteki degisimlerin  neler oldugu ve
implantasyon basarisizligi hentz acgikliga kavusmamistir. GUnumuizde
gelistiriimis tedavi yontemlerine ragmen bu basamak asilamamistir ve
implantasyon basarisizhgr diger yonlerden saghkh kadinlarda

infertilitenin temel nedeni olarak durmaktadir >.

insanda implantasyonun diisik oranda oldugu da
bilinmektedir. Gergek oranlari ortaya koymak tam olarak mumkun
degilse de embriyolarin %30’luk kismi implante olmadan, %30’u ¢ok
erken donemde, klinikte normal siklus gininden Once, adet rotarina
bile neden olmadan kaybedilmektedir. Ancak %10’luk bir kismi klinik
gebelik olusturduktan sonra kaybedilir *.  Yine siklus basina
implantasyon oranlarinin insanlarda %30, primatlarda %70 oldugu
gosterilmistir °. Bu oranlar insan {iremesinde implantasyonun az oranda

basarildigini ortaya koymaktadir.

Embriyolarin in vitro ortamda fertilizasyonu ve transferi ile
gerceklesen yardimci Ureme tedavilerinde son 25-30 yildir over
stimulasyon protokolleri ve fertilizasyon tekniklerinde ciddi ilerleme

kaydedilmis, her siklus basina iyi kalitede embriyo transfer oranlari



artmig olmasina ragmen, implantasyon basarisinda ve gebelik
oranlarinda ciddi degisimler olmamistir ®. Yardimci Ureme teknikleri
(YUT)nde disiik implantasyon oranlarinin embriyo gelisimindeki
bozukluk ve/veya anormal uterin reseptiviteden kaynaklandigi
dusunudlmektedir.  Yetersiz  uterin  reseptivitenin  implantasyon
basarisizligi olan olgularin 2/3’'Unden sorumlu iken, embriyodan

kaynaklanan nedenlerin 1/3’(inii olusturdugu diisiiniilmektedir ’.

Embriyonun implantasyon mekanizmasini ve insan ureme
fizyolojisinin bilimsel temellerini anlamak icin endometriyal reseptivite
sirecini anlamak gerekir 8. Endometriyum her menstruel siklusta
blastokisti implantasyon penceresi” denilen sinirli bir sire i¢in almaya
uygundur. Bu pencerede endometriyum blastokist trofektoderminin
invaze olmasi igin maksimum hazirhgini  yapmistir. Bu sure
ovulasyondan sonra 6-8 giinde baslar ve yaklasik 4 giin sirer °.
Sonunda blastokist epitelyal tabakay! penetre eder ve stromaya dogru

ilerleyerek “invazyonu” baslatir.

Tam bu basamaklarda pek ¢ok genin ve bu genlerin Grinu
olan faktorlerin rolii oldugu gdsterilmistir. implantasyon penceresinde
blastokist ve endometriyum arasindaki iligkiyi saglayan ¢ok sayida
molekul ekprese edilir. Buyume faktorleri (IGF1-2, CSF, EGF, TGF),
sitokinler, (interlokinler, LIF, IL-1, IL-6, IL-10, IL-15), prostaglandinler
(PGI2, PGEZ2), matrix metalloproteinazlar (MMP), adezyon molekdilleri,
ekstraselluler matriks proteinleri ve homeobox genlerinin endometriyum
bilylimesi ve implantasyonda rol aldi§i gosterilmistir '>'®. Farelerde bu
molekullerin mutasyona ugratiimasi ile implantasyonun engellendigi
gosterilmistir 79
Endometriyum maturasyonunu ve implantasyonu kontrol

eden kesin molekiler mekanizmalarin anlasiimasi implantasyondan



kaynaklanan infertilitenin tedavisinde oldukga onemli bir adim olacagi

aciktir.

implantasyon ve bu siirecde rol alan faktérler Ulzerine
arastirmalar surerken bir yandan da embriyo-fetal gelisim Uzerine
yapilan c¢alismalarda, 1980’li yillarin basinda memeli parental
genlerinde fonksiyonel asimetri oldugu kesfedildi. Paternal eksprese
edilen genlerin (PLGAL1, PEG1/MEST, IGF2 ve PEG3) fetal bluyumeyi
uyarirken, bu genlerdeki fonksiyon kaybinin intrauterin gelisme geriligi
(IUGR) ile sonuglandigi, maternal ekprese edilen genlerin (IGF2R,
GRAB10, H19, CDKN1C, TSSC3, MASH2, MEG3) fetal gelisimi
sinirlamasi ve bunlardaki fonksiyon kaybinin asin buayime ile
sonuglandigi gdsterilmistir >®°. Tim bu veriler maternal ve paternal
genomun fonksiyonel olarak esit olmadiklarini ve normal embriyonik
gelisim icin her ikisinin de gerekli oldugunu ortaya koymustur 7. 1990’li
yillara gelindiginde bu farkin nedeni olarak gamet gelisimi sirasinda
genomun bazi bdlgelerinin isaretlendigi ve sonra farkli olarak
ifadelendikleri belirlenmis, genlerin alele 6zgu olarak eksprese edilmesi,
genomik imprinting (isaretlenme, damgalanma, etiketlenme) kavramini
ortaya c¢ikarmis ve bu durumun iki parental alelin farkli epigenetik

720 Genomik

duzenlenmelerinden kaynaklandigr gosterilmistir
imprinting, genetik materyalin hem kromozomal hem de alelik duzeyde
farkl ifade edilmesi olarak tanimlanmistir 2'. insanlarda yapilan bir ¢ok
calismada imprint genlerin embriyo-fetal gelisim ve plasentasyonda

gorev aldigi gosterilmistir 8 22,

imprint genlerin plasentasyon ve embriyo-fetal gelisim
Uzerine etkileri géz 6nune alindiginda bu genlerin endometriyumun
implantasyona hazirlanma sureci ve implantasyonunda etkili
olabilecekleri teorik olarak mumkundur. Fakat imprint genlerin

implantasyondaki rolleri yeterince arastiriimamistir. H19 ve IGF2 ilk



kesfedilen ve en ¢ok caligilan imprint genlerdendir. IGF2 bir bayume
faktori iken H19un tumor baskilayici gen olarak gorev yaptidi
dusundlmektedir. H19 ifadesi, postnatal hayatta birgcok dokuda
kaybolurken endometriyum ve over dokularinda devam ettigi

goriilmektedir %°.

Benzer sekilde IGF2 ifadesinin de endometriyumda devam
ettigi izlenmistir 2'. Bu iki genin endometriyum dokusundaki ifade diizeyi
ayni zamanda menstriel siklusun fazlariyla da farklilik géstermektedir.
Proliferatif faz ve erken sekretuar donemde c¢ok dusuk duzeylerde
bulunan IGF2 ifadesi ge¢ sekretuar fazda yuUksek seviyelere
ulasmaktadir. H19 ifadesi ovulasyonla birlikte hemen dismekte ve
erken sekretuar fazda oldukga dusik seyretmektedir. Daha sonra
giderek artmakta ve siklusun 21. guinunde oldukg¢a yuksek diuzeylere
ulastiktan sonra hafif artigla siklusun sonunda en yuksek degerine
ulasmaktadir 2'. Bu genlerin ifadelenmesinin postnatal hayatta pek ¢ok
dokuda baskilanirken, endometriyumda devam etmesi ve menstruel
siklusun fazlariyla degigiklik gostermesi embriyo implantasyonunda rol

oynayabilecegdini dusundurmektedir.

Bu calismada invitro fertilizasyon (IVF) ile en az bir kaliteli
embriyo transferi yapilip implantasyon basarisizligi oldugu kabul edilen
hastalardan reseptif donemde alinan endometriyal biyopsilerdeki IGF2
ve H19 genlerinin ekspresyonun fertil kadinlardan reseptif dénemde
alinan endometriyal biyopsilerdeki ekspresyon duzeyleriyle
kargilagtirimasi amaclanmigtir. Erkek faktora nedeniyle IVF tedavisi
alan ve en az 2 kaliteli embriyo transferini takiben gebelik olugsmayan
olgular implantasyon basarisizligi grubunu olusturmak Gzere ¢alismaya
dahil edilmistir. Bu hastalarda kaliteli embriyo transferi ile embriyoya ait
implantasyonu etkileyebilecek faktorlerin ekarte edildigi kabul edilip,

endometriyum tarafinda basarisiz implantasyona yol acabilecegdi



dusundlen IGF2 ve H19 genlerinin ifadeleri reseptif donemde
incelenmigtir. Basarisiz implantasyonda rol oynamasi olasi birgok genin
dogal siklusta ve stimuile siklusta ekspresyonlarinin arastirildigi bazi

calismalar literatiirde gorilmektedir 2.

Literatirde erkek faktori nedeniyle IVF tedavisi alan ve
implantasyon basarisizigi olan hastalarin  sikluslarinin  reseptif
dénemindeki IGF2 ve H19 gen ekspresyonlarinin daha énce saglkh
cocuk sahibi olan ve kotl obstetrik dykisu olmayan kadinlarin reseptif
donemindeki gen ifadeleri ile karsilastirimasina yonelik bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu konuyla ilgili yapilmig olan bu ilk ¢alismada, elde
edilen sonuglarin IVF sonrasi implantasyon basarisizligi olan infertil
hastalarda bunun nedenini acgiklama c¢abalarina yeni bir bakis agisi
getirmesi ve Uzerinde ¢ok az calisilimig bu alanda yeni gelismeleri

tetiklemesi amacglanmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1 infertilite ve Yardimci Ureme Teknikleri

Memeli Uremesinin esasi sperm ile ovumun birlesmesi ve
yeni bir organizmaya farkllasabilen bir konseptus olusturmasidir. insan
uremesi kadin ve erkegin vicudunda gergeklesen, spermin vajene
atilmasindan itibaren kadin bedenindeki biyolojik olaylarla tamamlanan
mudahale gerektirmeyen dogal bir surectir. Yine de gebeligin ilk
korunmasiz koitusda gerceklesmesi dusuk olasiliktir, o yuzden bir gifte
infertil diyebilmek, arastirmaya baglamak igin bir yil dizenli korunmasiz
iliski ile gebelik elde edilmemis olmasi sarti aranir. Bu slrenin sonunda
inceleme baglatilir ve gebeligin olusmasini engeleyebilecek nedenler

gbzden gegirilir.

infertilite nedenlerine ait arastirmalarin sonuglarinda elde
edilen veriler nasil bir tedavi yaklagimi olacagi konusunda klinisyene bilgi
verir. Yardimla Greme tedavileri (YUT) infertilite arastirmalarinin sonunda
elde edilen bilgilere gore kadin ya da erkege ait nedenlerle dogrudan bir
tedavi secene@i olarak onerilebilir, ya da diger infertilite tedavi
secgeneklerinin tumunun uygulandigi ve sonug¢ alinamadigr durumlarda
son gelinen nokta olabilir. GUnumuzde tubal faktore bagli infertilite,
endometriyozis, erkek faktort (sperm parametrelerinde bozukluk, sayisal
azlik, hareket azhgi, yapi bozuklugu), idiyopatik infertilite, polikistik over
sendromu, immunolojik infertilite, kanser tedavileri, yardimla Gremenin

temel endikasyonlaridir %*.

Teknolojiye bagimh olarak yardimla tGreme teknikleri hizla
gelismis ve degismistir, bazi teknikler yerlesik hale gelirken [in vitro

fertilizasyon (IVF-ET), intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI)] bazilari



terkedilmigdir (ZIFT, GIFT). Yakin tarihdeki bu hizli degisimlere ragmen
yardimla Ureme uygulamalarinin geg¢misi, infertilitenin nedenleri ve
¢bzUmlerine yonelik dusuncelerin tarihi oldukga eskiye dayanmaktadir.
Yapay dollenme konusunda saptanabilen ilk dugunceler milattan once 3.
ylzyllda yasamig ibrani filozoflara aittir. insanlarin "yaraticiiga
soyunduklar" bir alan olan yapay dollenme konusundaki ilk ¢alismalar
ise 18. ylzyilin son yarisindan beri yapiimaktadir. Cogu kez toplumun
tepkisinden cekinilerek gizli tutulan bu arastirmalarin yardimla Ureme
yontemlerine ait olan kayith kisimlari 110 yillik bir gecmise sahiptir. ilk
denemeler Schenk’in invitro fertilizasyon ¢abalari ve Heape’nin donor
tavsanindan alictya basarili nakli ile baslar %°. Uzun bir siire¢ sonrasinda
1968'de tupleri tikali bir kadina basarisiz yapay tlp takilmasini iceren bir
denemenin ardindan, galismalar vucut disinda dollenme aragtirmalarina
donmustar ve ilk kez 1973' te vucut diginda dollenme basarilabilmistir.
Fakat dollenme sonrasi olusan embriyo implante olamamis ve bu girisim

disikle sonuclanmistir 2.

Teknolojinin geligmesinin katkilari ve o gune kadar elde
edilen sonuglar i1s1dinda, 1978 yilinda dogal bir siklusdan elde edilen tek
preovulatuar insan oositinin invitro fertilizasyonu ve blastokist evresinde
uterusa transferi ile olusturulan ilk IVF gebeligi Louise Brown'un dogumu
gerceklesti. Bu tarihden itibaren ¢ok hizli bir gelisme kaydeden yardimla
ureme teknikleri, bugln infertil giftlerin tedavisinde oldukg¢a popduler bir

yéntem haline gelmistir 2.

Yardimla Ureme, ureme tibbi adina laboratuvarda elde
edilen bilgilerin insan tedavisine aktarimi anlaminda en iyi ornektir
denilebilir. Kompleks bir memeliye dénustim igin gerekli olan tim bilgiyi
barindiran bir zigot yaratmak igin iki haploid hlcrenin sirlarini ve infertilite

tedavisinde teknolojinin uygulamalarini arastiran genig bir alandir.



Sonugta, dogal yollarla gebeligin basarilamadigi durumlarda gebeligin
elde edilmesi icin IVF-ET ve ICSI infertilite tedavisinde yeni bir ¢ag
baglatmigtir. 1979 ve 1980 yillarinda geligtiriimeye baslanan ovulasyon
induksiyonu tedavileri ile yardimci Ureme teknikleri daha da c¢esitlenmis
ve orijinal kullanilis noktasi olan tuplerin tikali oldugu durumlarin disinda
kullanilmaya baslanmig, uygulama alanlari ve nedenleri de her gecen

gin artmistir 2728

. Yaklasik 25 yildir tim dunyada yaygin olarak
kullaniimakta ve gunimizde tim dogumlarin % 1-3'G YUT sonrasi

gerceklesmektedir %°.

Gunumuzde IVF sirasinda uygulanan rutin klinik ve
laboratuvar protokolleri ile bir IVF siklusu sirasinda ortalama 15 oosite ve
%70’e kadar yumurta ddllenme oranina ulasmak ¢ok kolaydir. Ancak
ortalama canli dogum orani %30’un altinda kalmigtir. Yuksek dollenme
oranlarina  karsin  dusuk gebelik oranlarinin  implantasyonun
basarilamamasindan kaynaklandigi dusundlmektedir. Gergekte bugin
bile endometriyum ve blastokist arasindaki hicresel ve molekuler
etkilesimler iyi anlasilamamistir. Bu nedenle implantasyon basarisizligi,

IVF sirasinda hiz sinirlayan énemli bir adim gibi gérinmektedir.

implantasyon mekanizmasinin bilimsel temellerini anlamak
icin endometriyal siklusun degigsimi ve endometriyal reseptivite surecini

anlamak gerekir ®.
2.2. Endometriyum
Saglikli  bir fetusun dogmasi icin temel basamak

blastokistin yerlesecegi endometriyumun hazirlanmasi ve basarili bir

implantasyondur.



Her menstriel siklus esasen bir gebelik olusumu igin
endometriyumun hazirlamasi dongusu olarak gorulebilir. Bu dongude es
zamanli olarak overde de bir dongu olur, bu ovarian déngude follikillerin
icindeki oositler maturasyon gegirir, overden atilir, spermle kargilagirsa

déllenir ve hazirlanan endometriyuma yerlesir .

Endometriyumun hazirlanmasi sireci ovarian dongu
sirasinda gelisen folliktllerden Uretilen streoid hormonlar olan 6strojen ve
progesteron kontrolu altinda gergeklesir. Bu hormonlar disi Ureme
sisteminin tumunde, Ozellikle endometriyumda siklik degisikliklere neden
olur. Endometriyumda olusturduklari degisimler implantasyon igin gerekli

olan yapisal ve fonksiyonel etkilere yol acarlar *°.

Menstrual siklus endometriyumda olusan histolojik ve
fonksiyonel ozellikleri nedeniyle evrelere ayrilarak tanimlansa da,
sureklilik gosterir. Her evre diger evreyle devam eder. Bu siklus boyunca
ilk evre menstrual evredir, genellikle 4-5 gun suren bu evrede,
endometriyumun fonksiyonel tabakasi dokulir ve menstrual akinti ile
disariya atilir. Menstruasyondan sonraki endometriyum, oldukg¢a incedir.
Sonrasinda 6strojen etkisi altinda olan proliferasyon evresi baglar ve
yaklasik 9 gun surer, gelisen olgun folikilin atilimi ile ovulasyon
gerceklesir, takiben atilan ovumdan geri kalan folikilden korpus luteum
olusur ve salgiladigi progesteron altinda ise endometriyumda sekresyon
evresi (luteal evre) baslar ve yaklasik 13 gun surer. Siklusun luteal
evresinde progesteron hormonunun endometriyum Uzerine etkili
olabilmesinin 6n kosulu siklusun folikiler fazinda Ostrojen tarafindan

endometriyumun hazirlanmig olmadir 0

Hormonal kontrol altindaki primat endometriyumu esas

olarak fonksiyonel tabaka ve bazal tabaka olarak iki katmandan olusur.



Fonksiyonel tabaka her siklusda yenilenen, dokulen gegici bir tabakadir.
Endometriyal yuzeyi doseyen luminal epitel altinda stromayi igeren
kompakt kisim ve yogun bir gsekilde paketlenmis kivrimli bezleri igceren
sungerimsi kisimdan olusur. Bazal tabaka ise sungerimsi bezlerin altinda
yer alir, myometriyum tabakasina bitigiktir. Bu fonksiyonel tabakalar
sekretuar faz sirasinda histolojik olarak tanimlanabilir. Fakat fonksiyon
yonunden endometriyum farkli fenotipteki hicrelerin kutuplasmis farklihgi
gibi disunilebilir. Ust tabaka menstriasyon sirasinda histolojik
degisiklikler bakimindan ¢arpici bir progresyon gosterirken bazal tabaka
sadece 1lmh degisiklikler gosterir. Hucre c¢ogalmasi, programlanmis
hicre olumid ve gen ekspresyonlari agisindan katmanlar arasinda

farkhlik vardir .

2.2.1. Erken Proliferatif Endometriyum

Endometriyumdaki degisime es zamanl olarak overlerde
folikller buylimektedir ve proliferasyon evresi folikillerden salgilanan
Ostrojenin kontrolu altindadir. Hemen menstruel dokulmenin ardindan
baglayan bu onarim ve c¢odalma evresinde, erken proliferasyon fazi
sirasinda, 2 mm kalinhiginda olan endometriyumun su igerigi 2-3 kat
artar. Bazal bolumdeki hucrelerin gogalmasi ile uterusun alt segmenti ve
kornual bolgede kalan hucrelerden, menstruel siklusun 5. gununde
luminal epitelin yeniden yapilanmasini saglanir. Yluzey epiteli yeniden
olusur ve yuzeyi kaplar. Hem glanduler epitel hem de stromadaki mitotik
aktivite ile erken proliferatif fazdaki dar, diz ve tubuler yapidaki algak
kolumnar epitel ile doseli bezlerin sayisi ve uzunlugu artar, spiral arterler
uzar. Ultrastriktlirel dizeyde epitelyal hicre sitoplazmasi sayisiz
poliribozom igerir, fakat endoplazmik retikulum (ER) ve Golgi tam

gelismemistir 3.
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2.2.2. Gec Proliferatif Faz

Hemen ovulasyondan 6nceki bu fazda endometriyal kalinlik
glanduler hiperplazi, stromal ekstraselller matriksin artisina bagli olarak
artmistir. Bezler endometriyal ylzeye yakin olarak dagiimiglardir, daha
yogunlagsmistir ve kivrimlari artmigtir. Glanduler epitel hucrelerin
yogunluklari artmistir ve ovulasyon zamani yaklastikca psodostratifiye

hale gelirler **.

2.2.3. Erken Sekretuar Faz

Ovulasyonla birlikte endometriyal siklusun sekretuar fazi
baglar. Ayni zamanda ovaryumlarda korpus luteum olusur ve buradan
salgilanan progesteron, bezleri uyarir, bezler genigler, kivrilir, keselesir,
glikojenden zengin bir materyalin salgilanmasini saglar. Korpus
luteumdan salgilanan Ostrojen-projesteronun etkisi ve bag dokusunda
artan sivi nedeniyle, endometriyumun kahnhg! artar. Spiral arterler
kompakt tabakaya dogru ilerlerken kivrimlari artar. Vendz damarsal
yapida giderek daha kompleks olur ve genis lakunler (vendz bosluklar)

olusur. Bu evrede direkt arteriovendz anastomozlar olusur 3*.

Glanduler epitel hicrelerin  ve stromal hucrelerin
cekirdekleri, erken sekretuar fazda heterokromatin olusturur. Glanduiler
epitel hucreler altlarinda glikojence zengin vakuoller biriktirmeye baslar
ve cekirdekler kolumnar epitelin ortasina dogru yer degistirir. llimh
sekretuar aktivitenin histolojik gostergesi bezlerin |[Umeninde agik
eozinofilik toplanmalardir. Endometriyal epitelde yapilan ultrastrikturel
calismalar bol ER’yi ve genis mitokondrileri gostermektedir. Erken

sekretuar fazda, fibriller kollojen iceren arjinofilik liflerin retiktler agi
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saptanmigtir. Stromal 6dem, bu donmedeki endometriyal kalinhga

katkida bulunur 3*

2.2.4. Orta Sekretuar Faz

Bu fazin karakteristik 6zelligi spiral arterlerin gelisimidir. Bu
damarlar endometriyum kalinhigindan daha hizli genigledikleri igin
kivrimlari gittikge artar. Endometriyal bezler orta ve ge¢ sekretuar
donemde oldukga egri-kiviimhi  durumdadir. Bezlerin  sekretuar

kapasiteleri ovulasyondan sonraki 6. glinde maksimum olur .

Progesteron hormonunun etkisi altinda siklusun 16. ve 24.
gunleri arasinda sekretuar fazdaki epitel hucrelerinin %5- 10’nun
nukleusunda nukleolar kanal sistemi gézlenir *. Bu sistemin i¢ niikleer
membranin invajinasyonundan olustugu dusunulmektedir. Bu yapinin
sitoplazmaya mRNA transportu igin perinuklear araliga direk baglanti

sagladigl dusunulmektedir.

Orta-ge¢ sekretuar faz arasi kan damarlarinin etrafindaki
stromal hucreler genisler, periselliler ve ekstraselliler matriksi ve
eozinofilik  sitoplazma  olusmasini  saglarlar. Bu  degisiklikler
predesidualizasyon olarak tanimlanir. Bu degisimler ilk olarak damarlarin
¢evresinde basglar, bu yizden lokal ve humoral faktorlerin bunu provake
ettigi dusuntlmektedir. Lokal faktdrler arasinda desidual granuler
lenfositler, dogal katil hiicreler (NK) hicrelerinin rolG oldugu gosterilmistir
31 Ultrastriiktiirel diizeyde predesidual stromal hiicrelerde iyi gelismis
Golgi kompleksleri ve ER paralel lamelleri bulunur. Bunlari gevreleyen
matriks, laminin, fibronektin ve heparan sulfat ve tip IV kollajenden olusur
32, 33

. In vitro olarak insan stroma hicrelerini desidualize eden gen

ekspresyon profili mikro-dizi analiz yontemi ile haritalandiriimistir ve 121
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gen ifadesinin arttigi, 110 genin ifadesinin azaldigi ve 50 genin bifazik

yanit verdigi gosterilmistir 3.

Midsekretuar ve gec¢ sekretuar fazin stromal hucreleri
ayrica homeostazisi saglayan membran ile iligkili bir protein olan doku
faktorini ve fibrinolizi saglayan plazminojen aktivator inhibitor tip 1i

35,36

proteinlerini eksprese ederler Bu gen ekspresyonlari sayesinde

trofoblast invazyonu sirasinda olusacabilecek hemoraji engellenmis olur.

2.2.5. Premenstriel Faz

Bu fazin temel histolojik Ozellikleri
matriksmetalloproteinazlar tarafindan katalize edilen stromal retikller
agin degradasyonu, stromanin polimorfonukleer |Iokositler ile infiltrasyonu
ve bazal cekirdekli epitelyal hicreleri bulunan endometriyal bezlerin
sekretuar dokulmesidir. Granuler lenfositlerde apoptoza neden olan
piknozis ve koryoreksizi iceren morfolojik degisiklerin mensi dnceden
bildiren ilk olaylar oldugu one surulmustur. Bu degisiklikler ekstraselluler
matriksin kirilmasina ve I6kosit infitrasyonuna bagli olarak meydana

gelirler ¥

. Glanduller epitelde nukleolar kanal sistemi ve erken-geg
sekretuar fazlarin dev mitokondri karakteristikleri yok olmustur.
Endometriyum kismen sekretuar aktivitedeki azalmanin ve ekstraselluler
matriks katabolizmasinin bir sonucu olarak menstruasyonu takip eden

donemde buzulir.

Bu histolojik ve fonksiyonel olarak farkli evreleri strduren
endometriyum her menstruel siklusta implantasyon penceresi denilen
sinirl bir slre iginde embriyo yerlesimi igin uygundur. Bu pencerede
endometriyum blastokist trofektoderminin invaze olmasi ve igin

maksimum hazirligini yapmistir. Bu sire ovulasyondan sonra 6-8. ginde
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baglar ve yaklagik 4 gun surer ° Bu implastasyona hazirlik surecindeki
endometriyum Ozellikleri ve molekuler ayrintilari asagidaki bolumde

g6zden gegirilmigtir.
2.3. implantasyon

implantasyon genetik olarak farkli olan embriyonik ve
maternal dokular arasinda gelisen basarili bir kaynasmayi takiben
blastokistin endometriyuma tutunmasi ve gémulmesidir. Oldukca karisik
ve ¢ok basamakl bir iligkinin sonucu implantasyon igin, embriyo kalitesi
ve endometriyumun reseptivitesi temel iki unsurdur *8. Fertilizasyondan
sonra embriyo i¢sel gelisimsel bir program igine girer. In vivo olarak
hicre bélinme ve farklilagsma sureci fallop tlpu iginde gecger. Uterusun
hormonal ortamina bagimli olmayan fertilizasyon ve erken embriyonik
gelisim in vitro ortamda basarilabilir. Fertilizasyon sonrasi 3. ve 4. gun
itibariyla embriyo, translusen zona pellusida kalintisi ile gevrelenmis solid
bir hucre topu seklindedir. Fertilizasyondan sonra 4. ve 5. gunde embriyo
icerinde blastosel olarak adlandirilan sivi dolu bir kavite olusur. Bu
evrede embriyo blastokist adini alir. Blastokistin en dista kalan ve zona
pellusidaya bitisik olan hlcre tabakasi trofektoderm olarak anilir. Bu
hlcreler daha sonra plasenta ve koryonu olustururlar. Fetus ve amniyon
ile plasentanin mezengimal ve vaskuler komponentleri blastoselin bir
ucunda trofektodermin hemen altinda yer alan i¢ hucre kitlesi adi verilen
hicre grubundan gelisirler. Plasental memeliler arasinda implantasyon
olayl yoninden belirgin fakliliklar olsa da sonug¢ aynidir, blastokist uterus
duvarina fikse olup, fiziksel ve fonksiyonel bir iliski kurar. insanda
blastokist fertilizasyon sonrasi 5. gun civarinda uterusa ulasir ve 2-3 gun

kavite icerisinde serbest halde dolasir.
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Fertilizasyon sonrasi 6. ve 7. gun civarinda, trofektodermin
direk olarak endometriyumla temasini saglamak Uzere, zona pellusida
dejenerasyonu gergeklesir. Baslangigta blastokist invaziv degildir. Ancak
zona pellusidadan siyrildiktan sonra trofektodermin yizeyi yapigkan hale
gelir. Trofoblast hlcreleri epiteldeki reseptif bolgelere yapigir. Blastokist

endometriyuma gomulir ve tamamen endometriyal stroma ile gevrilir.

Bu surede implantasyon basamaklar halinde gergeklesir, ilk
basamak olan apopozisyon basamaginda, blastokist bir kutuptan
endometriyuma yaklasir; bu asamadan sonra bu erken embriyoyu saran
gugli zar yapisi zona pellusida dokulur ve blastokistin endometriyal
epitelyal tabaka ile temasiyla “adezyon” gercgeklesir (Sekil 1). Sonunda
blastokist epitelyal tabakay! penetre eder ve stromaya dogru ilerleyerek
“invazyonu” baslatir. ik tutunma reaksiyonu apopozisyon muhtemelen
hiz  kisitlayict  bir basamaktir ve tutunmanin  engellenmesi,

implantasyonun sonraki agamalarinda meydana gelir.

Endometrial

gland

Enﬂumamal—ﬁﬁ

capillary

Endometrial
stroma

Syncytiotrophoblas

Cytotrophoblast

Syncytiotrophoblass
hhhhhh
Cytotrophoblast

Sekil 1: implantasyon basamaklari %,
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implantasyonun basinda trofoektoderm dista
multinukleuslu sinsityotrofoblast ve igte sitotrofoblast tabakalarini
olusturmak Uzere farkhlasir. Sinsityotrofoblast tabakasi aralarindaki
bireysel hicre zarlarini kaybederek birbirleriyle birlesmis olan trofoblast
hicre agindan meydana gelir. Sinsityotroblastlar salgiladiklari
proteazlarla endometriyal ektrasellller matriksi yikarak implantasyon igin

oncu birimini olusturur. Bu sayede embriyo uterus duvarina yerlesebilir.

Bu genel hatlari ile anlatilan implantasyonun gerceklesmesi
icin embriyo ve endometriyum arasinda hormonlarin yonettigi karisik bir
molekiler etkilesim gereklidir. implantasyon siresinde rol alan gesitli

4041 | 6semi inhibe edici faktor-1

molekullerden bir kismi belirlenmistir
(LIF-1), interlékin 11, heparan badlayici epidermal blyime faktoru,
prostasiklin, prostaglandin E2, peroksizom prolifere edici aktivator
reseptor, homeobax genleri (HOXA10, HOXA11), fibroblast blyime
faktord, kemik morfogenetik proteinler (BMP) ve bunlarin antagonisti
proteinler, Wnt ve hedgehog sinyal iletici molekuller bu suregte rol alan

molekullerden bir kismi olarak belirlenmistir.

Genetik olarak maternal dokudan farkli olan trofoblastlarin
endometriyuma implantasyonu yine maternal immun defansin asiimasini
gerektirir. Embriyo sitotrofoblastlar tarafindan salgilanan kendisine 6zgu

HLA-G klas | antijeni sayesinde immun sistem salgisindan korunabilir.

2.3.1. Endometriyal Reseptivite ve Embriyo implantasyonu

implantasyon ovaryan steroidlerin kontrolli altinda degisen
endometriyumun luteal fazinda gergeklesir. Luteal faz iginde kisa ve
kesin olarak belirlenmis bir sirede endometriyal reseptivite, embriyonun

implantasyon kapasitesi, en yuksek durumdadir. Bu dbéneme
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implantasyon penceresi denir, bu kisa stirede maternal-embriyonik iligki
en yuksek dizeyde olur ve endometriyuma blastokist adezyonu ve

invazyonu basarilir.

Konsepsiyonun zamanlamasi overyan olaylarla bir es
zamanlihk gosterir. Ovulasyonla birlikte korpus luteumdan salgilanan
progesteron, proliferatif fazdaki endometriyuma sekretuar bir yapi
kazandirarak heniiz fertilize olmus ovumu hazirlar *. Uygun bir endokrin
cevre sayesinde gelismekte olan embriyo epitel yuzeyi ile temas eder,

alttaki stromaya invaze olarak gestasyon baslar.

Deneysel ve evcil hayvan galismalari normal implantasyon
ve gelisim icin endometriyum ve embriyonun senkron bir gelisim

gésterdigini ortaya koymustur 4%

. Laboratuvar hayvanlarinda, bazi
turlerde birka¢ saat surebilen implantasyon igin ayri bir zaman araligi-

implantasyon penceresi oldugu gésterilmistir *'.

Bu dar zaman araliginda ‘uterin reseptivite’ artar. Uterin
reseptivite trofektodermin ve blastokistin endometriyal epitelyal hicrelere
tutunmasi ve endometriyal stromaya invaze olmasi boyunca olan
endometriyal maturasyon dénemi olarak tanimlanabilir. Non-reseptif
durumdan reseptif duruma gecis trofoblastlarin  tutunma ve
migrasyonuna olanak taniyan membrana bagli, ¢ozulebilir veya
sekretuar faktorlerin duizenli ekspresyonu sayesinde gercgeklesir. Bu
gegici aralik slresince salgilanan faktorler reseptif durumun

biyobelirtecleri veya fonksiyonel mediatérleri olarak adlandirilir #4°.

insan  embriyolarinin  ¢gesitli  ekstraselliler  matriks
komponentlerinin ve diger hucrelerinin Uzerine yayllma ve onlarla

baglanti kurma yetenegdi olmakla beraber saglikli bir embriyo-fetal geligim
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icin benzer bir surecin belli bir periyodda in vivo ve uterus iginde
gerceklesmesi gerektigi de agikca bilinmektedir. Son 50 yildir
implantasyonun zamanlamasi incelenmis ve luteal fazdaki histerektomi
materyallerinde embriyolarin 28 gunluk siklusda ilk 20 gunde tutunmayi
basaramadiklarini gostermiglerdir **_Novat ve arkadaslari fertilize donor
oositlerini hormonal olarak hazirlanmis alicilarla transfer etmek suretiyle
implantasyonun siklusun 20-24. gunleri arasinda gerceklestigini
bildirmislerdir *°. Yakin tarihlerde Wilcox ve arkadaslari normal sikluslara
sahip ve gebelik elde etmis olan 221 kadinin gebelik zamanlarini
incelemisgler ve implantasyonun normalde ovulasyondan sonra 7-10 gun
arasinda (siklusun 21-24 giinleri arasinda) olustugunu gostermislerdir °.
Bu cgalismalara gbre gecikmis implantasyon muhtemelen implantasyon
zamanindaki kayma ve endometriyum-embriyo arasindaki uyumun

kaybina bagli olarak artmis duguk oranlari ile birliktedir.

implantasyon  maternal endometriyum ile  embriyo
arasindaki oldukga karmasik bir iligki olarak tanimlanabilir. Coklu
¢Ozunebilir ve membrana ait faktorler embriyonun buyumesini,
fakhlagmasini, tutunmasini, invazyonunu, immunoloijk reaksiyona karsi
koymasini kolaylastirir. Maternal faktorler bir yandan embriyonun anneye
ait dokulara girisine izin verirken, diger yandan invazyonun sinirli
kalmasini saglarlar. Bazi embriyonik sinyal ve reseptorler maternal
yuzeylerde tamamlayici reseptorlere sahiptir. Embriyonun
endometriyuma invazyonu sirasinda maternal antijenleri taklit etmek
suretiyle konak defansindan kacisi penetrasyon sirasinda kullandigi bir

stratejidir *°.

Menstruel siklus ve gebelikte olugsan endometriyal
degisiklerin  énemli bir kismindan blyime faktorleri sorumludur.

Endometriyum ve gebelik endometriyumu olan desiduada buylime
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faktorleri EGF, EGF benzeri bluyume faktorleri, TGF-alfa, HB-EGF, asidik
ve bazik fibroblast buyume faktéra (FGF), IGF-1, IGF2, IL-1, IL-11, IL-6,
LiF, makrofaj koloni stimulasyon faktér (M-CSF), TGF-beta, trombosit
tirevi bliyume faktori (PDGF), timor nekroz faktor-alfa, (TNF-alfa) ve
endotelin 1,2,3’'Un ekspresyonu gosterilmigtir. Yani sira endometriyum
bu buylme faktorleri icin reseptor de eksprese etmektedir. Bliyume
faktorlerinin endometriyumun hucre buyimesi ve farklanmasinda etkili
olan ekstraselliler matriks proteinleri ve onlarin reseptorleri, integrinler
ve matriks metalloproteinazlarin (MMP) ekspresyonlarinda dizenleyici

olduklari gosterilmigtir (Sekil 2).
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Sekil 2: Menstrual siklusun diizenlenmesinde ve implantasyon sirasinda goérev

alan faktorler®

Endometriyumda implantasyonla iligkili oldugu bilinen en az
3 sitokin sentezlenmektedir. Koloni-stimile edici faktér-1 (CSF-1), LIF-1
ve interldkin -1 (IL-1) dir *’. CSF-1 hem endometriyum hem de
preimplantasyon donemindeki embriyoda ifade edilir. CSF-1 Uretiminin
implantasyon penceresi sirasinda azaldi§i gosterilmistir *®. CSF-1

desidual makrofajlarin gelisim ve buyumesinde rol alir. CSF-1, IL1 ve
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LIF-1 mutasyonu olan ratlarin infertil oldugu bulunmustur *°. LIF-1 mRNA
ekspresyonu glandller epitelde stromaya gore 3 kat daha fazla bulunur

ve proliferatif faza gore sekretuar fazda daha fazla eksprese olur *°.

IL-1  gibi kemoatraktif sitokinler invazyon islemi igin
onemlidir ve implantasyonun adezyon basamaginda “hucre adezyon
molekul (CAM) ailesi” olarak adlandirilan ve integrin, selektin, kaderin ve
immunglobulin olmak Uzere 4 alt gruptan olusan bir gen ailesi rol
almaktadir. Bu molekuller glikoprotein yapisinda olup hucreden hucreye
adezyonun gerceklesmesini saglamaktadirlar *'. integrinler heterodimer
yapida olup a ve B altbirimlerinden olusur ve ekstraselller kisimlari
fibronektin, laminin ve kollajen icin reseptdr gorevi yapar °2. integrinler
siklus bagimli ekspresyon gosterir ve implantasyon doneminde en
yiiksek diizeye ulasir '°. Blastokist de benzer sekilde implantasyonla

uyumlu olacak diizeylerde integrin ifade eder®.

Selektinler de glikoprotein yapisinda olup P-selektin, L-
selektin ve E-selektin olmak Uzere 3 formda bulunurlar. Embriyodan
zona pellusida’ ya dokildiikten sonra L-selektin eksprese eder **.
Selektinlerin “implantasyon penceresi” baglangicinda ekspresyon dizeyi
artar. Embriyonun ifade ettigi L-selektin epitelyal ylzeydeki
oligosakkaridleri baglar, blastokist yavaslar ve integrinlerle siki
yapismaya izin verir, bu da embriyonun adezyonunu saglar. Kaderinler
de glikoprotein yapisindadir ve E-, P-, ve N-kaderin olmak Uzere 3
formda bulunurlar. E-kaderin molekulinin preimplantasyon gelisiminde
énemli oldugu bulunmustur >°. immunglobulin ailesi genis olup en dnemli

Uyesi “Interseliiler adezyon molekiilii-1 (ICAM-1)” dir.
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2.3.2. implantasyonda Epitel Yiizey Modifikasyonlari

Embriyo tutunmasi ve invazyonu reseptor aracili bir olaydir.
Yuzey epiteline yerlesmis molekullerin  bu araciligi sagladigi
gosterilmigtir. Bir ¢cok turde endometriyal yuzeyde buyuk bir glikoprotein
olan MUC-1 gosterilmigtir, insanlarda tum siklus boyunca eksprese
olmaktadir. Yine de implantasyonda ilk tutunmada daha kugik molekuller
olan trofoninler, integrinler, CD44, L-selektinler ve HB-EGF bilinmektedir.
Trofonin olarak adlandirilan yeni bir hiicre ylzey proteini bulan Fukuda,
bunun implantasyon esnasinda homolog ¢iftlesen es oldugunu
bildirmistir °°. implantasyon sirasinda eksprese edilen avb alfa-v beta3
integrinini  ve onun ligandi olan osteopontin Ilumen ylzeyinde
bulunmaktadir. Osteopontin  CD44 reseptériine baglanabildigi icin
bunlarin endometriyum ve embriyo arasindaki sandvi¢ eslesme
mekanizmasi olarak goérev yapti§i dislnilmektedir. insanda hem
embriyo hem de endometriyumun ylzey epiteli avb alfa-v beta3
integrinini ve CD44 eksprese ettigi gosterilmistir. integrin aracili
adezyonun da implantasyonda O6nemli oldugu rol oynadigi

dustintimektedir 572,

HB-EGF’nin transmembran formu endometriyum ytzeyinde
onun reseptoru olan ErB-4 embriyonun dis yuzey hucrelerinde eksprese
olmaktadir. Bu molekullerin implantasyon esnasinda tutunma reseptoru-
ligand seklinde calistiklari gosterilmistir °*°°. L- selektininde embriyo ve
endometriyal ylzeyde ifade edildigi ve implantasyonda rol aldidi

gosterilmistir >*.

infertil kadinlarda bu tiir mekanizmalardan herhangi birisi

bozuk olabilmektedir, bu tur sorunlarin tani yontemini gelistirme bagka
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nedeni bulunamayan infertilite tedavilerinde ve tekrarlayan gebelik

kayiplarinda énemli olacaktir.

Yuzey epitelindeki yapisal degisimler biyokimyasal
degisikliklere eslik etmektedir. Taramali elektron mikroskop ile insan
endometriyal epitelinin sekretuar ve silyali hicrelerden olustugunu
gostermektedir. Siliyasiz hicreler geg proliferatif fazda azalir, sekretuar
fazda artar. Ostrojen cekilmesi siliyall hiicrelerin azalmasina neden olur.
Silyal hucrelerde siklus boyunca yuzey morfolojileri sabit kalmakta
sekretuar hucrelerde siklusun evrelerine bagimli yuzey degisimleri

gostermektedir ¢" 2,

implantasyonunun  gerceklesmesi icin  reseptivitenin
basladigini gosteren morfolojik degisiklikler siklusun 19.gunlnde ortaya
cikar. Over steroidleri, endometriyal epitel hicrelerinde (EEC) fenotipik
degisiklikleri indUklerler, plazma membrani ve hicre iskeletinde yapisal
ve fonksiyonel dedisiklikler olustururlar. Bu dedisiklikler sonrasi
endometriyum gegici adeziv 6zellik gosterir, apikal plazmada uzun, ince
duzenli mikrovillus yapilari yavas bir sekilde dizensiz duzlesmis gikintilar
haline dénusur, degisiklikler sadece epitel ylzeyi dedil endometriyum
stromas! ve vaskiler yapilari da icine alir °"%. Degisen endometriyal
epitelyal morfoloji ile pinopod adi verilen membran projeksiyonlar ortaya
¢ikar. Pinopodlar menstrual siklusun 20 ve 21 gunlerinde apikal hicresel
sitoplazmik cikintilar olarak goériliirler ®*. Uterodom ve pinopod olarak
adlandirilan sekretuar hicrelerin gecici ylzey faklilasmalar 6zellikle
onemlidir. Bu gegcici ekpresyon paternleri maksimal uterin reseptivite ile

es zamanhdir .

Bu vyapilar ilk kez kemirgenlerde uterusun
implantasyona hazir oldugu sinirli bir stre (12 saat) igin endometriyal
luminal epitelde saptanmistir, bunlarin pinositoz yaptiklari gézlenmis ve

Yunanca “igcen ayak” anlamina gelen pinopod adini almiglardir. Benzer
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yapllar insanlarda ve cegitli turlerde gosterilmistir. Bunlarin implantasyon
zamani ile baglantilari bilinmektedir. insanlarda pinopod olusumuna yol
acan mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. Hlcre iskeleti
degisimleri ya da sekretuar aktivite sonucu birikmis membran

komponentlerine bagl olabilir.

Pinopodlar insan endometriyumunda kisitli bir zamanda
(implantasyon penceresi) ortaya cikar ve blastokist endometriyumda
sadece pinopodlar igceren bolgelere implante olur. Cok sayida faktorin
endometriyumda implantasyon penceresi iginde ortaya ¢ikan
degisikliklerde ve pinopod formasyonunun olusumunda gorev aldigi

disinilmektedir

. Diger calismalarda da yuzey biyobelirteglerinin
pinopodlarda bulundugu gosterilmistir. HB-EGF membran bagiml ligand
olan ve embriyo igin igaret olan parakrin bir faktordir ve beklenen
implantasyon zamaninda pinopodlarin yizeyinde eksprese olmaktadir o7,

MUC-1 ve osteopontin lGmen yluzeyinde
immunhistokimyasal yolla  gosterildigi gibi  farkli  hicrelerde
bulunmaktadir. Yine HOX A-10’ nun pinopod olusumu igin gerekli oldugu
gosterilmistir °®. Pinopodlarin olusumunun progesteron bagimli oldugu ve
Ostrojen ile regresyona ugradigi da gosterilmistir. Pinopodalarin
implantasyon penceresi iginde ortaya c¢ikmasi nedeniyle uterin

reseptivitenin bir belirteci olarak kullanilabilecigini bildirmigtir.

2.3.3. Endometriyumun Biyokimyasal Belirtecleri

Hem dogal hem de IVF sikluslarindaki basgarida
endometriyumun bu hiz sinirlandirici basamaginin asiimasi oldukga
dnemli bir yol katedilmesini saglayacaktir. infertil cift icin ciddi psikolojik,
fiziksel ve ekonomik sorunlara ve kadin ic¢in artan morbidite, hatta

mortaliteye, Ulke igin 6nemli saglk yatirmina neden olabilen YUT
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uygulamalarinda basariy artiracak faktorlerin arastiriimasi hem maliyeti
hem girisimin ortaya cikardigi riskleri azaltmasi acgisindan oldukca

onemlidir.

Bu nedenle endometriyumun implantasyon kapasitesinin
degerlendiriimesi amaglanmis, 1sik ve elektron mikroskobu teknikleri,
hicre ve doku kulturleri, immunohistokimyasal teknikler, biyokimyasal
analizlere dayali yontemler gelistiriimigtir. Ayrica, endometriyal iglevin
degerlendirilmesi konusunda Doppler goruntuleme, molekuler belirtecler
ve gen profili ¢ikarma gibi alternatif yontemler de gelismelere yol

acmistir.

Bu degerlendirme tekniklerine ragmen endometriyumun
implantasyon kapasitesinin gostergesi olabilecek biyolojik belirtegler
tespit edilememigtir. Endometriyumun implantasyon kapasitesini
gbésteren bir belirtecin bulunmasi gebelik isteyen olgularda gerek YUT
gerekse dogal sikluslarinda implantasyon basarisini artirmasi agisindan
onemli olurken, etkili kontrasepsiyon saglanmasi agisindan da oldukca

faydali bir yaklagima temel olabilir.

Endometriyal reseptivitenin uygun belirtecglerini bulmak igin
yapilan arastirmalar menstruel siklusun 20-24. guninde implantasyon
esnasinda gecigi olarak eksprese edilen proteinlerin belirlenmesi
temeline dayanir. Bu sirada degisimi gosterilen belirte¢ arasinda 24 kD
protein, LIF-1, alfa v beta 3 integrin, alfa 1 beta1 integrin, HB-EGF,
HOXA-10, alfa 4 beta 1 integrin, prolaktin, MUC-1, IGF-Il, glikodelin,
kaderin-11, CD 44, kalsitonin sayilabilir 6869 Bunlarin icinde reseptiviteyi
gOsteren en iyi belirteg ise integrinler olmakla beraber bunlarin tespitinin

klinikte fayda saglamadigi gosterilmistir.
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Progesteronun sub optimal oldugu ve endometriyumdaki
degisiklerin tam olmadigi durumlarda implantasyon
gerceklesmemektedir. Histolojik olarak endometriyumdaki degisikliklerin
tam olarak bulunsa bile endometriyumda reseptor duzeyindeki molekuler

biyokimyasal degisiklikler olmadigi dustunulmektedir.

2.3.4. implantasyon Penceresi Sirasinda Global Gen

Ekspresyon Paternleri

Birgok molekulin rol oynadigi implantasyon olayinin 100’

den fazla genle kontrol edildigi arastirma sonuglarindan anlagiimaktadir
70

Midsekretuar fazda insan endometriyumunun molekuler
fenotipi, fertil kadinlardan alinan endometriyal biyopsilerden elde edilen
DNA mikro-dizi analizi yapilarak ortaya koyulmustur """’2. Yayinlanan
veriler yaklagik 12 000 insan geni iceren ciplerden elde edilmigtir. Bu
ciplerdeki genlerin %6’dan daha kuguk kismi tahmin edilen reseptivite
fazinda 6nemli dlcide azalma veya artma gostermektedir. Mikro-dizi ile
implantasyon penceresi sirasinda osteopontin, DAF, glukodelin, IGF BP-
1 genlerinin ifadelerinin arttigi, MMP-7 ve siklin B9 genlerinin ifadelerinin
azaldigi gosterilmigtir. Daha o6nceden degerlendiriimemis olan Wnt,
Dickkopf 1 (DKK1)'in gibi birka¢ genin artan ekspresyonlari gosterilmigtir.
Carson ve arkadaglari tarafindan bez gelisimi ve meme bezlerinin
hiperplazisine aracilik ettigi gosterilen Wnt 10b sinyal molekulinun

implantasyon penceresi sirasinda artti§i gosterilmistir ",

Mikro-dizi yontemi ile su ve iyon tasinmasinda rol alan
genlerin ekspresyonunda da onemli artis oldugunu gosterilmistir. Bu

genlerin degisiminin degeri ve miktari tam olarak belirlenememistir.
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Bulgularin yorumlanmasini zorlastiran spesifik hiicre kompartmanindaki
degisiklikler birgok ilgi alaninda olan gen icin kesinlestirilememistir.
Mevcut veriler ile fertil kadinlardan insan endometriyumunun molekuler

imzasi ¢ikarilabilir ve tanisal bir cip profili gerceklestirilebilir 2.

2.3.5. implantasyon Basarisizhgi

Dogal sikluslarda her siklusda follikulin gelisimi, saghkh
olarak atilip atilmadigi ve dollenme olup olmadigi yakindan izlenmezken,
IVF uygulamalari ile birlikte embriyo elde edilmesine ragmen gebeligin
her siklusda gerceklesmedigi net bir sekilde kanitlanmistir. Hatta her
siklus igin gebelik basarisini 6ngérmek adina embriyolar kalite igin
siniflanmistir ve Kkaliteli embriyo transferine ragmen implantasyonun
gerceklesmedigi durumda bir implantasyon basarisizligindan ve altta
yatan sorunlardan bahsedilmeye baslanmigtir. Anne yasi, oosit ve
embriyo kalitesini etkileyen koétu over rezervi, yasa bagh kromozomal
anoploidiler, ebeveynde dengeli translokasyon, polikistik over sendromu,
immunolojik etkenler (antifosfolipid antikorlar), anormal endometriyum
sitokinleri ve dogal katil hicre ekspresyonu, ebeveynde ortak insan
I6kosit, antijenlerinde fonksiyon bozuklugu ile sonug¢lanan otoimmin
hastaliklar, endometriyal reseptiviteyi etkileyen anormal endometriyal
Ostrojen ve progesteron reseptor ekspresyonu, anormal endometriyal
integrin ve pinopod ekspresyonu, luteal faz bozukluklari, endometriyal
polipler ve submuikdz fibroidler, intramural fibroidler, hidrosalpinksler,
endometriyozis, enfeksiyon, gibi uterin, tubal ve peritoneal etkenler,
stimilasyon protokolleri ve kultur ortamlari implantasyon

basarisizliginin nedenleri arasinda sayillmaya baslanmistir .

implantasyon basarisizhginin tanimi her yerde degismekle

birlikte, sik kullanilan kriterler, iyi kalitedeki embriyolar transfer
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edilmesine ragmen, ard arda yapilan 3 ya da 2 IVF denemesinde
implantasyonun basarisiz olmasidir. Blastokist ve endometriyum
arasindaki etkilesime katkisi olan faktorler Gzerindeki arastirmalar, pahali

ve zahmetli IVF uygulamalarindaki basariyi arttirmak igin dnemlidir ”>.
2.4. Epigenetik, Genomik imprinting ve imprint Genler

“Epigenetik” terimi DNA sekansinda herhangi bir degisiklige
yol agmadan gen ekspresyonunda olusan, mayoz ve mitoz bolinme ile
aktarilabilen tum degigsiklikleri icermektedir " Bir DNA sekansinin
tasidigi genetik bilgi epigenetik modifikasyonlardan sonra tamamlanir.
Epigenetik dizenleme DNA metilasyonu, RNA sessizlegstiriimesi
(kodlanmayan RNA, antisense transkriptler), kromatinle iligkili yapilarin
modifikasyonu (histonlarin modifikasyonlari, asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon) yoluyla saglanabilir (Sekil 3). Bunlarin iginde en ¢ok
arastirlan DNA metilasyonudur ve bu yolla genlerin aktivitesi
degistirilebilir. Genin promotér bdlgesinin metillenmesi transkripsiyonu
kontrol ederek, gen inaktivasyonunu veya aktivasyonu yoluyla gen
ifadelenmesini dizenler. Bu sayede damgalanan genlerin dozajlari ve
etkinlikleri kontrol edilir. Bu mekanizmalardan birinde gerceklesecek bir
hata gen ifade duzeylerinde degisiklige neden olarak epigenetik

hastaliklara yol agabilir ™.

Bagsta DNA metilasyonu olmak uzere
epigenetik mekanizmalarin  bozulmasi sonucu kanser, pediatrik

sendromlar, nérolojik ve kardiyovaskiler hastaliklar goriilmektedir ™.
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Sekil 3: RNA, histon modifikasyonu ve DNA metilasyonu arasindaki iligki.

Histon modifikasyonunda histon proteinlerinin  amino
ucunda cesitli posttranslasyonel modifikasyonlar gorulmektedir. Bu
modifikasyonlar asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubikutinizasyon,
ADP ribozilasyon ve sumozilasyon gibi biyokimyasal degisimlerdir "®"’
(Sekil 4). Histon modifikasyonlarinin en énemlilerinden biri olan histon
asetilasyonu, histon asetil transferaz (HAT) enzimi aracihg ile
gerceklesirken, deasetilasyonu histon deasetilaz (HDAC) enzimi ile
gerceklesir. Histon metilasyonu ise histon metil transferazlar (HMT)

araciligi ile gerceklesir 8.

s"ﬂl A / Histon MOiﬁkasyonu
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Kromatin N W D
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Sekil 4: Epigenetik modifikasyonlar
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Ozellikle DNA metilasyonu ve histon asetilasyonu gibi
kromatin yapisinda degisime neden olan epigenetik mekanizmalar gen

ifade diizeylerini etkilerler "®7®

. Negatif yukli olan asetil gruplarinin
histonlara aktarilmasiyla kromatin yapisi gevser ve bu bdlgeler
transkripsiyonun aktif oldugu bolgelerdir. Histon deasetilasyonu ile
kromatin yapisi daha yogun hale gelir. Deasetile bolgeler transkripsiyon

acisindan aktif olmayan bélgelerdir " (Sekil 5).

Aktif kromatin Metillenmemig sitozinler Asetillenmis histonlar

Li Transkripsiyonvar

T Transkripsiyonyok T

Sesslz kromatin Metillenmis sitozinler Asetillenmemis histonlar

Sekil 5: Gen ifade diizeyini etkileyen kromatin organizasyonunda goriilen geri

doniisiimlii degisimler

Gen ifadesinin dizenlenmesinde rol oynayan
mekanizmalarin en onemlileri ve Uzerinde en c¢ok caligilan DNA
metilasyonudur "°. DNA metilasyonu baz diziliminde yer alan CG cifleri

halinde bulunan sitozinlerin 5. karbonuna metil grubu takilmasiyla

80

gerceklesir . Metil gruplarinin aktariimasinda DNA metiltransferaz

enzimi gdrev alir ”°. DNA metilasyonunda metil vericisi olarak S-Adenozil

80

metiyonin kullanilir (Sekil 6). DNA metilasyonu genellikle genlerin
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promotor bolgerinde yer alan CpG adalarinda gorulur ve gen aktivitesini

etkiler &'.

Promotor bolgelerdeki metilasyon transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasini engelleyerek ve kromatin yapisini degigtirerek
transkripsiyon miktarini etkiler ve gen ifadesini kontrol eder "*%. Ayni
zamanda promotor bdlgelerinin metilasyonu ile metillenmis bdlgelere
0zgu proteinlerin  baglanmasi hedef transkripsiyon faktorlerinin

80

baglanmasini engeller Genomik imprinting ve X-kromozom

inaktivasyonu gibi cinsiyet farklilagsmasini duzenleyen olaylar DNA

metilasyonu sonucu gergeklesir 5%,

Metil Grup .
H\C,??;C/NHZ SAM H\Cfg;C/NHz
& g
Dnmt
Il Il
O 0
Sitozin 5-Metilsitozin

Sekil 6: DNA metilasyonu

Mikro RNA (miRNA), small-interfering RNA (siRNA) ve
XIST gibi kodlamayan RNA (non-coding RNA) adi verilen bazi kuguk
RNA molekullerinin  epigenetik slregte rol aldiklari son yapilan
calismalarla gosterilmistir. RNA interferans olarak bilinen miRNA’ lar
posttranskripsiyonel ve posttranslasyonel sessizlestiriimelerde

gorevliyken, XIST RNA X kromozom inaktivasyonundan sorumludur .
RNA’larin, histon modifikasyonlarinin ve DNA

metilasyonunun baslamasi igin itici gu¢ olusturdugu dusunulmektedir.

DNA metilasyonu sonucu RNA’larin heterokromatin bolgenin olusumuna
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katkida bulunarak kalitsal olarak sessizlestiriimesini sagladigi

dustintimektedir ™ 8.

2.4.1. imprint Genler ve Ureme

Embriyo-fetal gelisim Uzerine yapilan ¢alismalarda, 1980 li
yillarin bagsinda memeli parental genlerinde fonksiyonel asimetri oldugu
kesfedildi. Fare calismalarinda partogenetik olarak aktive edilmis iki
erkek pronukleusu (Androgenetik E) ekstraembriyonik dokularin
gelisimini saglarken iki disi pronUkleusundan (jinogenetik E) ise embriyo
gelisimi oldugu gorulmustur. Baska galismalarda ise paternal eksprese
edilen genlerin (PLGAL1, PEG1/MEST, IGF2 ve PEG3) fetal buyumeyi
uyarirken bu genlerdeki fonksiyon kaybinin IUGR ile sonuglandig,
maternal ekprese edilen genlerin (IGF2R, GRAB10, H19, CDKN1C,
TSSC3, MASH2 ve MEG3) fetal gelisimi sinirlamasi ve bunlardaki

fonksiyon kaybinin agiri bilyiime ile sonuglandigi gosterilmigtir 8%,

Imprint genlerin ¢ogu gelismekte olan fetusda, dogum
sonrasinda metabolizmanin duzenlenmesinde rol oynayacak olan
dokularda ifade edilir. Bu bulgu, gelisimsel olarak dizenlenen, epigenetik
olarak kontrol edilen bu genlerin, fetusun ekstrauterin kaynak
regllasyonunun  diizenlenme sirecine katildigini  gésterir. ki
ebeveynden gelen alellerden birinin veya ikisinin epigenetik olarak
baskilanmasi ya da aktivasyonu, onlari, muhtemelen adaptasyon ya da
epimutasyon yolu ile in utero dozaj degisikliklerine karsi hassas duruma
getirir ve bu durumun etkileri yasamin daha sonraki yillarinda da goéralur
% Imprint genlerin en az iki bagimsiz prenatal biiyiime yolagi izerinden

etkili olduklari gdsterilmistir °'

. Tum bu veriler maternal ve paternal
genomun fonksiyonel olarak esit olmadiklarini ve normal embriyonik

gelisim igin her ikisinin de gerekli oldugunu ortaya koymustur %.
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1990’ yillara gelindiginde bu farkin nedeni olarak gamet
gelisimi sirasinda genomun bazi bolgelerinin isaretlendigi ve sonra farkh
olarak ifadelendikleri tespit edilmistir, genlerin alel spesifik olarak
eksprese edilmesi, genomik imprinting kavramini ortaya ¢ikarmis ve bu
durumun iki parental alelin farkli epigenetik duzenlenmelerinden

kaynaklandigi gésterilmistir 9 %,

Genomik imprinting, genetik materyalin paternal ya da
maternal kokenli olmasina bagli olarak hem kromozomal hem de alelik
duzeyde farkh ifade edilmesi olarak tanimlanmistir. Bu ¢alismalari
takiben yapilan ¢ogu hayvan calismasi ve deneysel galismalarda da
normal embriyo-fetal gelisim ve blyume igin gérev alan genlerin énemili

bir kismi imprint genler oldugu gdsterilmistir 8%,

Daha sonra insanlarda yapilan galismalarda da imprint
genlerin embriyo-fetal gelisim ve plasentasyonda goérev aldigi

88,95

gOsterilmigtir . Epigenetik programlamanin gergeklestigi iki kritik

dénem mevcuttur:  birincisi gametogenez donemi digeri ise

preimplantasyon dénemidir

. Gametogenez sirasinda gergeklesen
programlama “imprinting” mekanizmasi i¢in esastir. Damgalama
mekanizmasi anneden ve babadan gelen genlerin farkll olarak ifade
edilmesine imkan tanimaktadir. Baglangigta gonadlara giren primordial
germ hdcrelerinde demetilasyon islemi hem damgalanmis hem de
damgalanmamis tum genler icin gerceklesir ve hucreler erkekte mitozda
ve kadinda mayozda beklemeye baglar. Takiben, hulcre siklusunun
devaminda, spermlerde daha fazla olmak Uzere yeniden metilasyon
islemi baglar ve hem sperm hlcresinin hem de ovumun genetik
materyalleri tum genleri igine alacak sekilde metillenmis olur. Eger

fertilizasyon gergeklesirse ikinci bir kez hizli bir demetilasyon sureci
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baslar fakat bu donemdeki demetilasyondan damgalanmig genler

korunurlar .

Demetile olmus diger genlerde ise implantasyondan
hemen dnce tekrar metilasyon gerceklesir . implantasyondan hemen
once gerceklesen bu epigenetik programlanmada esas hedef
implantasyon, plasentasyon, embriyo-fetal buyume ve gelisimi kontrol
eden damgalanmig olan genlerdir. Damgalanmig genler, diger genlerden
farkli olarak, ikinci demetilasyon isleminden etkilenmediklerinden
fertilizasyondan sonra da metillenmis durumlarini  korurlar ve
implantasyon oOncesi gergeklesen bu metilasyon ve demetilasyon
asamalarindan etkilenmezler ve bu yolla etkileri uygun dozda aktif olarak

gosterirler *°.

Bu genlerin uygun seklide aktivitelerini gosterebilmeleri igin
bu asamalarda, metilasyonun, zamaninda ve dogru olarak kurulmasi, bu
kurulumun aktariimasi ve korunmasi gereklidir. Bu sirada olusacak
herhangi bir kusur bu genlerin aktivitelerini degistirerek gelisimi herhangi

bir noktada durdurabilir ya da anormal gelisime yol acgabilir.

Epigenetik mekanizmalarin diyet, ilaglar gibi cevresel
faktorlerden etkilenmesi YUT'Uin de sorgulanmasina neden olmustur ve
en azindan iki noktada YUT islemlerine bagli degisiklikler olabilecedi
disunilmastar. YUT iglemleri ile asil iligkilendirilen konularin biri tiim bu
metilasyon ve demetilasyon iglemlerinde rol alan DNA metiltransferaz
(DMT) enzimlerinin etkilenmesidir. Metilasyon ve demetilasyon iglemleri
icin birkag DMT rol almaktadir. DNMT1 metillenmis kalibi koruma gorevi
gorurken, DNMT3A ve DNMT3B enzimleri de-novo metilasyondan

sorumludurlar 88,

Embriyo kultir ortamlarinin  etkilerini  arastiran
calismalarda DNA metil transferazlarinin  aktivitelerinin  kaltar

iceriklerinden etkilenebildigi ve dolasiyla hem gamet hem de embriyoda
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implantasyon ve embriyonel gelisim donemlerinde epigenetik

degisikliklerin ortaya gikabilecegi gdsterilmistir 87 %8,

Embriyo kualtar protokollerinde yapilacak degisikliklerin
damgalanmis gen kusurlarinda azalmaya (ya da artmaya) yol acacagi
dusuncesinden yola c¢ikilarak yapilan hayvan calismasinda Whitten
kaltur  ortaminin  kullanimiyla fetal buyumeden sorumlu H19

8 Fare

damgalanmis geninin kaybinin arttigr tespit edilmistir
embriyolarinda kultir ortamlari, konsantrasyonlari ve kulturde kalma
sureleri degistirilerek embriyonal gelisimden sorumlu olan H19, IGF2,

Grb7, Grb10 gibi genlerin ekspresyonlarinin degistigi gdsterilmistir *”.

Koyunlarda ise kultlr ortamlarinin IGF2R geninde kusurlu

metilasyon ile anormal bilylimeye neden oldugu gdsterilmistir *.

Yine hayvan c¢alismalarinda farkli embriyo kaltlr
ortamlarinin uzun donemde noérogelisimsel ve davranis kusurlari ortaya

cikardigi gosterilmistir %192,

Yine insanlarda da ¢ok sayida hastalik ve sendromun
ortaya ¢ikmasinda bu mekanizmanin etkisinin oldugu gosterilmigtir.
Beckwith- Wiedeman sendromu (BWS), Prader-Willi sendromu (PWS),
Angelman sendromu (AS), Russel- Silver sendromu genomik imprinting’
in en 6nemli 6rneklerindendir '°%. Ornegin PWS ve AS’ larinin her ikisi de
15. kromozomun q11-13 bandinda gorulen delesyon sonucu
olusmaktadir. Bu delesyon paternal kaynakli olursa PWS, maternal
kaynakli olursa AS olusur ve bu iki sendrom farkli klinik ozellikler

gosterirler 1%,
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YUT ile epigenetik kusurlarin gelismesine neden olabilecek
diger sorunlar ise ovulasyon induksiyonu ile elde edilen ovumlarin ve
immattr spermlerin kullaniimasidir. Ovulasyan induksiyonu ile elde
edilen ovumlarin maturasyon sureglerinin, dolasiyla metillenme
durumunun farkl olmasi ve immatir spermlerde henlz kurulmamis
metillenmemis ya da metillenme sureglerini tamamlanmamis spermlerin
islem igin kullanilmasi sonucunda embriyo-fetal ve plasental gelisimin

etkilendigi gosterilmistir 1%°.

Yine baska calismalarda superovulasyon sikluslari
sirasinda oositte metilasyon kusurunun attigi(%20v.s%10), oosit
kalitesinin bozuldugu, embriyoda (iki hticre) anormal metilasyon, anormal

blastokist orani ve embriyo-fetal gelisme geriligi gésterilmistir %7,

Ayrica ICSlI  sirasinda gamet ve  embriyonun
manipulasyonlari ile hucresel stress artigi ile imprinting hasarlari

arasinda iliski gosterilmistir 1°711°,

In vitro manipulasyonlar oositin hucre iskeletine zarar
verebilir ve oosit igine verilen eksojen materyal ve sitoplazma sizmasi

imprinting icin gerekli enzimlerin kaybina neden olabilir 1%"-"°,

Tdm bu veriler 1s19inda sdylenecek olursa, bugun igin
ortaya koyulan ve yaklasik ylz kadar oldugu disunulen damgalanmis
genlerin hemen timiU implantasyon, plasentasyon ve embriyo-fetal
gelisim icin gereklidir, ve normal gelisim i¢in bu genlerin uygun dozlarda
ve uygun zamanlarda aktivasyonlari énemlidir. Arastirma sonuclarina
bakildiginda YUT islemlerinin cesitli ddSnemlerde bu genleri etkileyerek
aktivasyonlarini degistirebilme olasihgi vardir ve YUT sonrasi bildirilen

kot gebelik sonuclarinda da etkisi olabilir ',
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Son zamanlarda sonuglari agiklanan galismalarda bildirilen,
preterm riski, disuk dodum agirhgr riski, yapisal ve kromozomal
anomalilerde artig, plasentasyon kusurlari, bu gen kusurlari ile ne kadar
iliskilendirebilir heniiz tam olarak sdylemese de YUT iglemlerinin bagli

artmis riskler olabilir.

2.4.2. imprint Genler

H19 ve IGF2 11. kromozomda yerlesmis imprint gen
kimesinin bir bolumuni olusturur (Sekil 7). H19 geni yalnizca maternal
olarak ifade edilirken IGF2 geni paternal ifade edilir " 2. H19 ve IGF2
karsilikli etiketlenen genlerdir. IGF2 bir buyume faktort iken H19’un bir
timoér baskilayici gen olarak gérev yaptigi diisiiniimektedir . IGF2,
mannoz-6-fosfat reseptort (IGF2/M-6-P R), IGF2 1 (IGF1R) reseptoru,
insulin reseptdr izoform A (IR-A) gibi birden fazla reseptore baglanabilir.
Mitojenik etkisini IGF1R ve IR-A reseptorleri aracilidi ile gosterir ''*. H19’
un fonksiyonu henlz tam olarak bilinmemekle beraber duzenleyici gorevi
oldugu diistinilmektedir "™ "°. H19’ un proteine translasyonu olmaz ve
RNA molekilli olarak fonksiyon gésterir '"°. H19’'un endometriyal ve
follikiler degisikliklere paralel olarak ifade edildigi gOsterilmigtir.
Endometriyum ve over dokularinda postnatal hayatta H19 ifadesinin
devam ettigi gosterilmistir 2'. H19 ifadesi 6zellikle embriyogenez ve fetal
hayatta belirgin olup '**, postnatal dénemde bircok dokuda baskilanir '*°.
IGF2 ifadesinin de endometriyumda izlendidi ve menstruel siklusun farkl

dénemlerinde degistigi gdsterilmistir 2.
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Sekil 7: insan kromozom 11p15.5’ de yerlesmis imprint gen kiimesi "7

Leighton ve ark. tarafindan endometriyal dokularda H19
promotdrinun asagi bolgesinde 7 ila 9 kb arasinda yerlesmis bir dizi
hizlandirici dizi tanimlanmigtir. Ayni zamanda bu iki genin etiketlenmesi
birbirine bagimlidir. Ornegdin H19 geninin ve genin yukari bdlgesinde 10
kb’ lik bir bolgenin delesyonu IGF2’ nin biallelik ifadesine neden olur
118119 Molekiiler galismalar sonucunda H19 geninin yukari bdlgesinde
yer alan dizilerin H19 ve IGF2’ nin monoalelik ifadesinde énemli rol aldigi
gosterilmistir '?°. H19 geninin yukari bélgesinde -3.7kb’ dan -2.1 kb’ a
kadar uzanan ve farkli metilasyon oruntusine sahip (DMR) bdlgenin
delesyonu paternal kalitimda H19 geninin, maternal kalitimda ise IGF2’
nin biallelik ifadesine neden olur *'. Bu olaya imprinting kaybi (LOI) adi
verilmektedir. Bu ¢alisma bize DMR bdlgesinin bu iki genin monoalelik
ifadesindeki 6nemini gostermektedir.H19 ve IGF2’ nin imprinting kaybiyla
gerceklesen biallelik ifade, Wilms tumoér, Ewing sarkom, emriyonal

rabdomiyosarkom, germ hucre tumorleri, akciger ve renal hicre
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karsinomlari  gibi birgok pediatrik ve erigkin malignansilerde
g6zlenmektedir 122121 DMR bdlgesi ayni zamanda etiketlenmis genlerin
imprint kontrol bdlgesi (ICR) olarak gérev yapar '?®. ICR bélgesi CTCF
olarak bilinen ¢inko parmak (CCCTC) baglanma proteini i¢in uygun diziyi

129-131

igerir

—— > M
C?l— fgf2 I H19
DMR Huzlandrici
dizi
CTCF >
L e | 1119
Huzlandrici
dizi

Sekil 8. IGF2 ve H19 gen bdlgesinde etiketlenme modeli '

CTCF baglanma dizisinin metillenmesi CTCF proteininin
baglanmasini engeller. Paternal alelde DMR bdlgesinin metilasyonu
CTCF baglanmasini engeller ve H19 geninin agag! bolgesinde yer alan
hizlandirici diziler IGF2 promotdrine etki ederek ifadelenmesini saglar
132 Maternal alelde ise metillenmemis DMR bélgesine CTCF baglanir ve
maternal IGF2 ifadesini engeller ve hizlandirici diziler H19 geninin ifade
edilmesini tesvik eder ¥%'% (Sekil 8).

2.4.3. imprint Genler Endometriyum

Aciklanamayan implantasyon basarisizliginda, olgular
dikkate alindiginda ortaya koyulanlarin disinda ¢ok sayida faktorin ve
belki de bugline kadar ortaya ¢ikarilanlarin disinda bir¢cok diger genin de

implantasyon surecinde rol almasi mumkunddr. Plasentasyon ve
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embriyo-fetal gelisimdeki rolleri net bir bicimde ortaya koyulmus olan
imprint ~ genlerin implantasyondaki rolleri henliz  yeterince
arastirilmamistir. Plasentasyon slresinde bu kadar aktif rol alan imprint
genlerin implantasyon basamaginda rol almasi olasilik dahilindedir. Bu
amagla plasentasyon ve embriyo fetal gelisim Uzerine etkileri arastiriimis
olan ¢ok sayida imprint gen mevcuttur. Bunlardan paternal eksprese
edilen genler (PLGAL1, PEG1/MEST, IGF2 ve PEG3) fetal bluyumeyi
uyarirken, bu genlerdeki fonksiyon kaybi IUGR ile sonuglanir. Maternal
ifade edilen genler, IGF2R, GRAB10, H19, CDKN1C, TSSC3, MASH2 ve
MEGS3 ise fetal gelisimi sinirlar. IGF2 ve H19 Uzerinde en ¢ok arastirma

yapilan imprint genlerdir 134,135,

Bu iki genin endometriyum dokusundaki ifade dizeyi ayni
zamanda menstruel siklusun fazlariyla da farkhlik gostermektedir.
Proliferatif faz ve erken sekretuar donemde c¢ok duslUk seviyelerde
bulunan IGF2 ifadesi ge¢ sekretuar fazda yluksek seviyelere
ulasmaktadir 2'. IGF2 ifadesi stromal hiicrelerde ve glandiiler epitelde
gOzlenir. Uterin IGF2 mRNA duzeyi Ostradiole karsi 7 kat artisla cevap
verirken progesterona kargi herhangi bir artisa neden olmaz 136,137 |GF2’
den farkl olarak sadece endometriyumdaki stromal hiicrelerde proliferatif
fazda orta derecede H19 ifadesi oldugu bulunmustur. H19 ifadesi
ovulasyonla birlikte hemen dusmekte ve erken sekretuar fazda oldukca
dusuk seyretmektedir. Daha sonra giderek artmakta ve siklusun 21.
gununde oldukga ylksek seviyelere ulastiktan sonra hafif artisla siklusun

sonunda en yiiksek degerine ulasmaktadir %',

Bu genlerin ifadelenmesinin postnatal hayatta pek ¢ok
dokuda baskilanirken endometriyumda devam etmesi ve menstriel
siklusun fazlariyla degisiklik gostermesi embriyo implantasyonunda rol

oynayabilecegdini dugundurmektedir.
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3. GEREG VE YONTEM

Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP)
tarafindan desteklenen 01/2005-65 kod’lu bu calisma igin Universitemiz
yerel etik kurul onay! alindi. Bu galisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Kadin Hastaliklari ve Dogum Bolumu ve Tibbi Biyoloji ve Genetik Ana

Bilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

3.1. Hasta Segimi ve Orneklerin Alinmasi

Calismaya Gazi Universitesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dal’na basvuran kadinlar dahil edildi. Bu calisma Gazi
Universitesi Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve Gazi Universitesi
Bilimsel arastirma Projeleri (BAP) Bolumu tarafindan desteklenmistir.
YUT de implantasyon basarisizli§i igin en az iki kaliteli embriyo transferi ve
Beta HCG ile gebeligin olusumunu takiben gebelik kaybi ile sonlanan

olgular segcildi.

Calisma grubuna 15 infertil ve kontrol grubunu olusturmak
uzere 16 fertil olgu dahil edildi. Secilen olgularda oldukga siki hasta se¢im
kriteri uygulandi ve endometriyoma, anovulasyon, PKOS, tubal infertilite,
gibi endometriyumda etki olusturabilecek hastaligi olan tum olgular
galisma disi birakildi. Bu patolojilerin timinde endometriyumun
fonksiyonel degisime ugradigi ve implantasyon basarisizligi kadar
abortusda etken olduklari iddia edilmektedir. Biz de endometriyum
uzerindeki cevresel etkiyi en aza indirmek agisindan tamamen saglikli
olan ve erkek ureme faktdrl nedeniyle gebe kalamamis olgulari ¢alisma
grubuna dahil ettik. Bu arada gen ifadesi Uzerine etki olusturabilecek, ilag
kullanimi, sigara, diger sistemik hastaliklari (Hipertansiyon, hipertiroidi,
hipotiroidi, hematolojik hastalik, bobrek hastaligi, diabetes mellitus, kalp
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hastaligi, kollajen doku hastaligi vs) olan kadinlarda galisma diginda
birakildi.

Yine herediter trombofili, (pt, aptt, protein c, protein s,
antitrombin 3, aktive protein C rezistansi, homosistein, faktor 5 Leiden
mutasyonu, protrombin gen mutasyonu, MTFHR mutasyonu) ve akkiz
trombofili, (lupus antikoagulan, AKL Igm, AKL Igg, Anti DNA) sonuglari
acisindan da gruplar kargilastirdi ve istatistiksel anlamliik bulunmadi.

Sonuglar bulgular bélimunde ayrintili verilmistir.

Doku ornekleri (endometriyum) GUTF Kadin Hastaliklari ve
Dogum Servisine basvuran c¢alismaya alinmasi uygun olan olgulardan
endometriyal biyopsi ile alindi. Doku ornekleri salin solUsyonu ile

yikanarak analiz siresine kadar -80 °C de saklandi.

3.1.1. Calisma Grubu ve Klinik Ozellikleri

Hasta grubunu erkek faktori nedeniyle IVF tedavisi yapilan,
en az 1 kez bir veya daha fazla kaliteli embriyo transferine ragmen
implantasyon olmayan hastalar olusturdu. implantasyonu direk olumsuz
etkileyebilecek hidrosalpenks, endometriyal polip, myoma uteri gibi
patolojisi olan hastalar c¢alisma digsinda tutuldu. Anovulasyonu olan
hastalar da  postovulatuar donemde endometriyal Ornekleme

yapilamayacagi i¢in galigma grubuna dahil edilmedi.

IVF sonrasi basarisiz implantasyon oykusu olup c¢alisma
grubuna dahil edilen hastalarin hepsi primer infertil hastalardan segildi.
IVF sonrasi biyokimyasal disugu olan hastalar ¢alisma grubuna alinirken

klinik abortusu olan hastalar ¢alisma disinda tutuldu.
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Bu kriterlere sahip olan 15 hasta ¢alisma grubunu
olustururken fertilitesini kanitlamis 16 ovulatuar hasta kontrol grubunu
olusturdu. Kontrol grubundaki saglikli kadinlarin segiminde; en az bir
yasayan c¢ocuklarinin olmasi ve obstetrik Oykulerinde basarisiz
implantasyonu dusundurecek spontan abortus, blighted ovum ya da

missed abortus olmamasi sarti arandi.

Her iki grupta implantasyon ve basarili gebelik Uzerine etki
edebilecekleri dusunulerek tiroid fonksiyon testleri ve tam trombofili
paneline de bakildi "®. Tiroid fonksiyon testleri normalken yalniz tiroid
antikor pozitifliginin goruldugu durumlarin infertilite Gzerine etkileri net

olmadigindan tiroid antikorlari rutin olarak her iki grupta da ¢alisiimadi .

Embriyo kalitesine karar verirken tup bebek merkezimizde
kullanilan bolinme hizi, blastomer buyukligu, fragmantasyon derecesi
gbéz 6nlne alinan grade’leme sistemi kullanilmistir. lyi kalitede bir
embriyonun 2. gunde (42-44. saat) 4-5 blastomere ve 3. giunde (66-68
saat) en az 7 blastomere sahip olmasi gerekmektedir. Cok yavas ya da
¢ok hizli embriyo gelisiminin implantasyon oranlarini olumsuz yonde
etkiledigi konuyla ilgili calismalarla gésterilmistir '*"'*2. Uglincli giin
optimal boélinme hizi olan embriyolar transfer edildiginde daha ylksek
implantasyon oranlari ile karsilasiimistir 24, Yapilan calismalar esit
bdlinmeyen embriyolarin transferiyle gebelik ve implantasyon oranlarinin
olumsuz yénde etkilendigini géstermistir '*>'*®. Béliinme hizi ve blastomer
boyutuyla birlikte embriyo fragmantasyonu da embriyo secim kriterleri
arasinda yer almaktadir "’. Bu bakimdan blastomer biyikliigi embriyo
kalitesine karar verirken kullandigimiz parametredir. Bu sisteme gore
grade | embriyo 3. gunde en az 7 blastomere sahip olan, blastomer
baydkltkleri esit olan, fragmantasyon orani %5’'in altinda olan

embriyolardir. Caligma grubunu olugturan 15 hastanin hepsinde daha
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once iyi kalitede (Grade I) en az bir embriyo transferi yapiimis ve gebelik

elde edilememistir.

3.1.2. Endometriyal Ornekleme icin Hasta Takibi

Yukaridaki kriterlere uyan hastalara ve kontrol grubunu
olusturan olgulara c¢alisma anlatiimis ve gerekli izin alindiktan sonra
siklusun foliktler fazinda dominant folikul gelisimi ile birlikte ultrasonografik

olarak seri takipler yapilmig ve ovulasyon gunu tespit edilmistir.

Hormon bakilabilen hastalardan LH+7 ile LH+12 gunler arasi
veya ultrasonografik olarak ovulasyon tespit edilen hastalardan ovulasyon
sonrasi 6. gunden sonra endometriyal biyopsi alinmistir. Endometriyal
biyopsi gunu Once serum progesteron bakilarak hormonal olarak
sekresyon donemine girdigi dogrulanmistir. Endometriyal biyopsinin
gununun saptanmasinda asagidaki bulgulara gore karar verilmigtir.

Her menstruel siklusun kisa bir bolimunde endometriyum
implantasyon i¢in uygundur ve bu doneme “implantasyon penceresi” denir.
Endometriyumun reseptivitesi ovulasyondan sonra yaklasik 6-8 gunde

baslar ve yaklasik 4 giin sirer °.

- IGF2 ve H19 genlerinin LH+7 doneminde daha fazla ifade edildigi
bulunmustur.

- Segilen 20-26. gun arasindaki periyot hem implantasyon
penceresini olusturmakta hem de IGF2 ve H19 genlerinin ekspresyonunun
yuksek duzeyde 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 endometriyal biopsi

kanulu ile uterin kaviteye girilerek bir seferde endometriyal ornekleme
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yapilmistir. Yeterli doku elde edilemeyen hastalarda ayni prosedur bir kez
daha uygulanarak 6rnekleme sonucu elde edilen doku iki esit parcaya
ayrilarak hem genetik inceleme hem de patolojik olarak Noyes
klasifikasyonuna'*® gére endometriyal giinleme yapmak amaciyla patolojik

inceleme i¢in gonderilmistir.

3.2. Arag ve Geregler

3.2.1. Laboratuvar Cihazlari

e Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya)

e Homojenizatdr (T10 Basic Ultra-Turrax, IKA-Werke, Almanya)

e Spin vorteks ( Biosan FV-2400, Rusya )

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

e Masaustu mini sogutmali santrifuj (Hettich Mikro 22R, Almanya)
e Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific, ABD )
e pH metre (pH422, WTW, Almanya)

e Mikropipetler (Beta-Pette™ B.10, B.100, B.1000, CLP, ABD)

e Derin dondurucu (-86 °C) (Sanyo MDF-U53865, Japonya)

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

e Guvenlik Kabini (DanLaf VFRS 1206, Danimarka)

e Azot tanki (Air liquide GT212, Fransa)

e Thermal Cycler (Thermo Hybaid PCR-sprint, ABD)

¢ Real time PCR cihazi (Roche LightCycler, Aimanya)

e Gug kaynagi (Thermo 3000P, ABD)

e Yatay elektroforez tanki (Thermo Scientific, ABD)

o Jel gorintileme sistemi (Kodak Gel Logic 100, Almanya)

e Mikrodalga firin (Argelik, Turkiye)
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3.2.2. Kimyasal Maddeler
Tris-HCI (Sigma, ABD)
KCI (Sigma, ABD)
MgCl, (Merck, Almanya)
CaCl; (Merck, Almanya)
EDTA (Etilendiamintetraasetikasit disodyum dihidrat) (Sigma, ABD)
Sodyum hidroksit peleti (Merck, Almanya)

Serum fizyolojik (Eczacibasi, Turkiye)

Steril distile su (Eczacibasi, Turkiye)

DEPC'li (Dietilpirokarbonat) su (Biological Industries, israil)
Kloroform (Amresco, ABD)

izopropanol (Amresco, ABD)

Saf etanol (Carlo Erba, italya)

DNaz | rekombinant (Roche, Almanya)

TagMan Master mix (Roche, Almanya)

IGF2, H19 ve GADPH primerleri (Tibmolbiol, Almanya)
IGF2, H19 ve GADPH LNA problari (UPL, Roche, Almanya)
NaCl (Sigma, ABD)

Tris bazi (Sigma, ABD)

PCR tamponu (Fermantas, Litvanya)

dNTP karisimi (DNAmp, ingiltere)

Taq DNA polimeraz (Fermantas, Litvanya)

Agaroz (ONBIO Inc., Kanada)

Borik asit (Merck, Almanya)

Gliserol (Sigma, ABD)

Orange G (Sigma, ABD)

Rsal Restriksiyon enzimi (Fermentas, Litvanya)

Apal Restriksiyon enzimi (Fermentas, Litvanya)

100 b¢ molekuler agirlik belirteci (Fermentas, Litvanya)
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3.2.3. Kullanilan Kitler

e peqGOLD TriFast™ Dokudan RNA izolasyon kiti (Peqlab,
Erlangen, Almanya)
e Transcriptor First Strand cDNA sentez kiti (Roche, Almanya)

e High Pure PCR Template preparation kit (Roche, Almanya)

3.3. Solusyonlarin Hazirlanisi

3.3.1. 0.5 M EDTA Cozeltisi Hazirlanisi

e EDTA186.19g
e 800 ml distile su

Kimyasallar ¢ozundukten sonra 1 litre olacak sekilde Uzerine distile

su eklendi.
3.3.2. TBE 5X Cozeltisi Hazirlanisi
o Tris 54 g
e Borik asit 27,59

e 0.5MEDTA (pH:8) 20 ml

Kimyasallar ¢dzindukten sonra 1 litre olacak sekilde tzerine distile su

eklendi.

3.3.3. TBE 1X Cozeltisi Hazirlanisi

e 5X TBE’ den 200 ml alinarak tzerine 800 ml distile su eklenerek

1000 ml'ye tamamlandi.
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3.3.4. Etidyum Bromir Cozeltisi Hazirlanisi

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

3.3.5. %2’lik Agaroz Jel

e 2 gagaroz
e 100 ml1x TBE

100 ml toplam hacim olacak sekilde karistirildi.

3.3.6. Orange G Jel Yiukleme Tamponu

e Gliserol 55ml
e Orange G 100mg
e 1XTBE cgozeltisi 45ml

100 ml’ ye tamamland.

3.4. Yontemler

3.4.1. Endometriyum Dokusundan Total RNA Saflastiriimasi

Endometriyum doku érnekleri steril petride serum fizyolojik ile
yikandiktan sonra RNA izolasyonuna uygun (60 mg - 100 mg)
bayuklUklerde steril bisturi ile kiguk pargalara ayrildi. DNaz ve RNaz
icermeyen 1.5 ml’ lik ependorf tuplerine alinan doku o&rnekleri hizli bir
sekilde sivi azot icinde donduruldu. Ornekler izole edilinceye kadar - 80
°C’ de sakland.
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Doku orneklerinden total RNA saflastirma islemi peqGOLD

TriFast™ dokudan RNA izolasyon kiti kullanilarak, asagida yazili olan

protokole gore yapildi. Kontaminasyonu engellemek amaci ile iglemler

guvenlik kabininin i¢cinde gergeklestirildi.

1-

10-

1.5 ml' lik ependorf tip iginde bulunan 50-100 mg arasindaki
dokularin Uzerine 1000 mikrolitre (ul) TriFast eklendi ve
homojenizator ile pargalandiktan sonra 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 santriflj edildi. Santrifij
sonunda karisim, altta kirmizi faz (fenol kloroform fazi), arafaz ve
ustte renksiz sivi faz olmak Uzere Ug faza ayrildi.

Ust faz yeni bir steril 1.5 ml'lik ependorf tiipiine aktarildi ve (izerine
500 ul izopropanol eklenip karistirildi.

Ornekler 1.5 saat -20 °C’ de bekletildi. 11.500 rpm’de 10 dk 4 °C’ de
santriflij edildi. Ust sivi atild.

DNA kontaminasyonunu engellemek i¢in 60 ul DNaz (ug basina 5U
DNaz), 300 ul DNaz Buffer | ve 400 ul DEPC’li su eklenerek 30 dk
37 °C’ de bekletildi.

Orneklerin tzerine 300 ul 25mM EDTA eklendi ve 65 °C’ de 10 dk
bekletildi.

13.000 rpm’de 10 dk 4 °C’de santrifiij edildi. Cokeltiye dokunmadan
ust sivi atildi.

1000 pul %75’ lik alkol (taze hazirlanir) eklenerek, 12.500 rpm’de 10
dk 4 °C’ de santrifljj edildi. Cokeltiye dokunmadan Ust sivi atildl.
Cokelti tUzerine tekrar 1000 pl %75’ lik alkol eklenerek, 12.000
rom'de 10 dk 4 °C’ de santriflj edildi. Cokeltiye dokunmadan (st

sivi atildi.
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11- Cokelti kurumaya birakildi. 30-50 ul DEPC’li su ile sulandirildi.

Calisma guniine kadar -80 °C’ de sakland..

3.4.2. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA'larin saflik ve miktar degerleri NanoDrop
ND-1000 spektrofotometre cihazinda olgulerek belirlendi. Primer olarak
random hegzamerler kullanilarak cDNA sentez kiti ile total RNA’dan cDNA
sentezi gergeklestirildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve

miktarlari Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1: cDNA RT-PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
Steril H,O-PCR grade - RNA miktarina goére degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCl,) 4 pl
dNTP 1mM 2l
Random hegzamer primeri 60 uM 2 ul
RNaz inhibitéri 20 Unite 0.5 ul
Ters Transkriptaz 10 Unite 0,5 pl
Total RNA 1 g 1 ug olacak sekilde

RT-PCR karisimi  ince c¢eperli 0.2 ml lik taplere

hazirlandiktan sonra saflastirilan total RNA eklendi.

3.4.2.1 RT-PCR Programi

Otomatik 1s1 dénglu cihazi asagida belirtilen programa

ayarlanarak elde edilen RNA’lardan cDNA elde edildi.
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Sicaklik Zaman Doéngl sayisi

Primer Baglanmasi 25°C 10 dk 1 déngu
Ters transkripsiyon 50 °C 60 dk 1 doéngl
inaktivasyon 85 °C 5 dk 1 déngl
Sogutma 4°C - 1 déngu

Reaksiyon sonucu cDNA o&rnekleri Real Time PCR’da

kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.4.3. IGF2 ve H19 Genlerinin ifade Diizeylerinin Real-Time

PCR ile Degerlendiriimesi

IGF2, H19, genlerinin ifadesinin kantitatif degerlendirmesi
icin Light Cycler™ (LC) cihazi kullanildi (Sekil-9). Amplifikasyonlar 10 pl
toplam tepkime hacmi icerisinde, cDNA, bdlgeye 6zgu primerler, UPL
TagMan probu ve LC TagMan Master mix kullanilarak gerceklestirildi.
IGF2, H19, gen ifadelerini normalize etmek icin elde edilen cDNA
ornekleri, GADPH genine 6zgu primer ve UPL TagMan probu kullanilarak

da galisildi. Tim cDNA 6rnekleri her G¢ gen icinde ikiser kez ¢aligildi.
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Sekil 9: Real Time PCR tepkimesi igin kullanilan Light Cycler (LC) cihazina ait
goriintiler.

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
uiretilmis kapiller

D: Tepkime sirasinda orneklerin durumunu grafik ve logaritmik egri
olarak gosteren program sayfasi

3.4.3.1 IGF2 Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

IGF2 genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA'daki
yerlesimleri Sekil 10’ da gdsterildi.

IGF2F 5- AAGTCCGAGAGGGACGTGT-3’
IGF2R 5- TCCAGGTGTCATATTGGAAGAAC -3
60 numarali prob dizisi: 5- ACCCCTTC-3
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5-AAGTCCGAGAGGRACGTGT-F

241 GAGACGTACTGTGCTACCCCCGLCAAGTCCLAGAGGLACGTGTCLACCCCTCCGACCETG

3-CTTCCCCA-S

301 CTTCCGGACAACTTCCCCAGATACCCCG TG CAAGTTCTTCCAATATGACACCTGGAAG

F-CAAGAAGGTTATACTGTGGEACCT-S

Sekil 10: IGF2 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi lizerindeki yerlesimi. (Referans: ENST00000416167 giris no’lu

dizi). (Translasyon baslangi¢ niikleotidine gére numaralandirilmigtir).

Sekil 10’ da gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-
time PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karigimini

hazirlamak icin kullanilan kimyasal maddeler Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2: IGF2 Real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,0 - 6.2 pl
MgCl, (25 mM) 4 mM 1.2 ul
IGF2 PrimerF (10 pmol/ul) 2.5 pmol 0.25 ul
IGF2 PrimerR (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 pl
IGF2 TagMan prob (100 pmol/ul) 10 pmol 0.1 pl
TagMan mix (10x) 1x 1ul
cDNA - 1 Ml

3.4.3.2 H19 Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

H19 genine ait UPL prob ve primerlerin RNA'daki yerlesimleri
Sekil 11°de gosterildi.

H19F 5-TTACTTCCTCCACGGAGTCG-3
H19R 5-GCTGGGTAGCACCATTTCTT-3’
46 numarali prob dizisi: 5’-ATGGCTGC-3’
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1441 TCCGGCCTTCCTGAACACCTTAGGCTG G TE GGG CTGCGGLAAGAAGCGEGTCTGTTTCTT
TACTTCCTCCACGGAGTCG-3 5-ATGGCTGEE

1501 TACTTCCTCCACG GAGTCGECACACTAT GG CTGECCTCTRGGCTCCCAGAMCCCACAACA

1561 TGAAAGARATEGTGCTACCCAG CTCAAG CCTGEGECTTTEAATCCGGACACAAAACCCTC

F-TTCTTTACCACGATCCCAGC-5

Sekil 11: H19 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun

cDNA dizisi uizerindeki yerlesimi. (Referans: NR_002196.1 giris no’lu dizi).

Sekil 11’ de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-
time PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karisimini

hazirlamak icin kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3’de verilmigtir.

Tablo 3: H19 Real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,0 - 6.2 ul
MgCl, (25 mM) 4 mM 1.2yl
H19 PrimerF (10 pmol/ul) 2.5 pmol 0.25 pl
H19 PrimerR (10 pmol/ul) 2.5 pmol 0.25 pl
H19 TagMan prob (100 pmol/ul) 10 pmol 0.1 pl
TagMan mix (10x) 1x 1ul
cDNA - 1l
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3.4.3.3 GAPDH Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

GAPDH genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki
yerlesimleri Sekil 12’de gdsterildi.

GAPDHF 5-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’
GAPDHF 5-GCCCAATACGACCAAATCC-3
60 numaral prob dizisi: 5-TGGGGAAG-3’

TR R L T Lo s T

61 TCTITCITTIGCGICGCCAGOOGAGCCRCATCGCTCAGRCACCATGEEGAAGGTGARGGTC
3 -TGEEERRG-31
121 GERAGTCRARCGEATTTGEICGIATIGEECGCCT G TCACCAGGGCTGC TITTAMCTCT GET

Sekil 12: GAPDH mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi lizerindeki yerlesimi. (Referans: ENST00000229239 giris no’lu
dizi).

Sekil 12’de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-
time PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karisimini

hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal maddeler Tablo 4’de gosterildi.

Tablo 4: GAPDH Real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,0 - 6.2 pl
MgCl, (25 mM) 4 mM 1.2yl
GAPDH PrimerF (10 pmol/ul) 2.5 pmol 0.25 pl
GAPDH PrimerR (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 pl
GAPDH TagMan prob (100 pmol/ul) 10 pmol 0.1 pl
TaqMan mix (10x) 1x 1ul
cDNA - 1l
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Real-time PCR karisimlari

hazirlandiktan sonra kapiller

tiplere dagitildi ve Uzerine cDNA’ler eklendi. Kapiller tupler 3000-5000

rom’de 10 sn santrifij edildi. TUpler yerlestirildikten sonra LC cihazinda

asagida belirtilen amplifikasyon programi kullanilarak PCR tepkimesi

gerceklestirildi. IGF2, H19 ve GAPDH genleri icin ayni PCR programi

kullanildi.

IGF2, H19 ve GADPH Light-Cycler Deney Programi

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Doénguler 1

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

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

Program Verisi Deger

Déngler 50

Analiz Modu Cogalma
Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10 sn 20 sn
Sicakhk Gegis Hizi (°C/sn) 20.0 10.0
Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger

Déngliler 1

Analiz Modu -

Sicaklik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 40

inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 30 sn

Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0
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Deney sonucunda elde edilen Cp (Crossing point) degerleri
kullanilarak Pfaffl matematiksel metodu ile hasta ve kontrol grubu
arasindaki IGF2 ve H19 mRNA duzeylerindeki degisimler belirlendi.
GADPH mRNA duizeyleri IGF2 ve H19 dizeylerini normalize etmek amaci
ile kullanildi.

3.5. Endometriyum Dokusunda IGF2 ve H19 Genlerinin

Metilasyon Diizeylerinin (allelik ifadelerinin) Belirlenmesi

IGF2 ve H19 genlerinin allelik ifadelerini belirlemek amaciyla
endometriyum dokularindan genomik DNA elde edildi. IGF2 geninde
tanimlanan (rs680) ve H19 geninde tanimlanan (rs2839704)
polimorfizmleri Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)
yontemiyle belirlendi. Heterozigot olan orneklerin, RNA’ larindan elde
edilen cDNA’ lar ayni primerler kullanilarak ile c¢ogaltildi ve RFLP
yontemiyle genotiplendirildi. DNA ve cDNA genotiplendirme sonuglari
karsilastirildi. Buna gore; DNA ve cDNA genotipi heterozigot olan ornekler
biallelik, DNA genotipi heterozigot, cDNA genotipi homozigot olan érnekler

ise monoallelik olarak kabul edildi.

3.5.1 Dokudan Genomik DNA Eldesi

Hastadan steril pipel ile alinan endometriyum 6rneklerinden
High Pure PCR Template preparation kit kullanilarak genomik DNA elde
edildi. DNA eldesinde kullanilan kit protokolu asagida belirtilmistir.

1- Kliglk parcalara ayriimis doku oOrnegi Uzerine 200 pl doku

parcalayici solusyon, 40 pul Proteinaz K eklenerek tim doku

tamamen parcalanana kadar 1 saat 55 °C’ de bekletildi.
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2- 200 pl niikleotit baglayici soliisyon eklenerek 70 °C’ de 10 dakika
bekletildi.

3- 100 pl izopropanol eklenerek karistirildi.

4- Kalan doku pargalari pipet yardimiyla uzaklagtirildi.

5- Toplama tiplne kitin iginden gikan filtre yerlestirildi. Ornegin sivi
kismi filtreye aktarildi.

6- 8000 g’ de 1dakika santrifuj edildi.

7- Filtre yeni bir tipe yerlestirildi.

8- 500 pl inhibitor uzaklagtirici solisyon eklendi.

9- 8000 g’ de 1dakika santrifuj edildi.

10- Filtre yeni bir tupe yerlestirildi.

11- 500 pl yikama sollsyonu eklendi.

12- 8000 g’ de 1dakika santrifuj edildi.

13- Filtre yeni bir toplama tupune yerlestirildi.

14- 500 pl yikama soltisyonu eklendi.

15- 8000 g’ de 1dakika santrifuj edildi.

16- TUpuUn altindaki sivi dokuldi ve filtre ayni tipe yerlestirildi.

17- 13000 g’ de 5 dakika santrifuj edildi.

18- Filtre yeni 1.5 ml’ lik ependorf tupe aktarildi. Daha o6nceden
Isitilmis ¢ozicu solisyon’dan 200 ul eklendi.

19- 8000 g’ de 1 dakika santriflij edildi. Elde edilen genomik DNA -20

°C’ de saklandi.

3.5.2. Genomik DNA ve cDNA’dan IGF2 Geni (rs680)

Polimorfizminin Belirlenmesi

IGF2 geni rs680 polimorfizmini iceren bdlge 6zgul primerler
esliginde c¢ogaltildi. cDNA ve genomik DNA’ dan elde edilen PCR
aranlerinin - buyuklUkleri, reaksiyon sirasinda kullanilan malzemelerin

oranlari ve PCR kosullari aynidir.
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3.5.2.1 IGF2 Gen Bolgesinin Cogaltiimasi

Asagida belirtilen primerler kullanilarak 292 bg¢’ lik bdlge PCR

ile cogaltildi. Segilen primerlerin genomdaki yerlesimleri asagidaki Sekil

13’de gosterilmistir.

ApaP1F (Forward Primer) 5’CTT GGA CTT TGA GTC AAATTG G &
ApaP1R (Reverse Primer) 5GGT CGT GCC AAT TAC ATT TCA TTT GCAZ

29341

29401

TCCCTTGGACT
rs680

|

GAAGGBCC*CCAGAAATCACAGGTGGGCACGTCGCTGCTACCGCCATCTCCCTTCTCACGS

!

Apal
GAATTTTCAGGGTAAACTGGCCATCCGAARATAGCAACAACCCAGACTGGCTCCTCACTC

CCTTTTCCATCACTARARARATCACAGAGCAGTCAGAGGGACCCAGTAAGACCARAGGAGEG

tals r-1|—|r-1AIr1
el Ll

=
J

Sekil 13: IGF2 gen bolgesini gogaltan primerler ve bélgenin genomdaki yerlesimi ve

rs680 polimorfizmi i¢in kullanilan Apal restriksiyon enzimi ve kesim yeri.
Referans: ENSG00000167244 giris no’lu dizi.

IGF2 gen bdlgesini ¢ogaltmak igin kullanilan malzemelerin

oranlari asagidaki Tablo 5’de gosterilmistir.
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Tablo 5: IGF2 gen bolgesi PCR karisimi

Stok Son derigimi Total Hacim: 50 pl
dH,0 - - 37.7 ul
PCR tamponu 10x 1x 5ul
MgCl, 25 mM 1.5 Mm 3l
dNTP 10 mM 100 uM 0.5 ul
ApaP1F 100 pmol/ul 50 pmol/ul 0.5 ul
ApaP1R 100 pmol/pl 50 pmol/pl 0.5 ul
Taqg DNA polimeraz 5 U/ul 1.0 U/l 0.2 ul
DNA veya cDNA - - 25l

PCR tepkime karisimi tablodaki miktarlara gére hazirlandi.
Karisim PCR tuplerine dagitildiktan sonra saflastirilan genomik DNA veya
cDNA 6rneginden 2.5 ul eklendi. Otomatik 1s1 dongl cihazinda Tablo 6’'da

belirtilen programa gore PCR tepkimesi uygulandi.

Tablo 6: IGF2 PCR programi

Derece Sire Dongu Sayisi
Ayrilma 94°C 5dk 1
94°C 30 sn
Primer Baglanmasi  55°C 1 dk 30
Zincir Uzamasi 72°C 1 dk
Zincir Uzamasi 72°C 5 dk 1

Cogaltilan PCR Urdnlerinin analizi agaroz jel elektroforezi

yontemi ile gerceklestirildi.
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3.5.2.2 IGF2 Geni PCR Uriinlerinin Agaroz Jel

Elektroforezinde Degerlendiriimesi

PCR Urlnlerinin analizi agaroz jel elektroforez yontemi ile
gerceklestirildi. Amplifikasyon sonrasi oOrnekler %Z2’lik agaroz jelde
molekuler agirlik belirteci esliginde 50 dk 100 volt sabit akimda yurataldu.

Jel dokumantasyon sistemi ile goruntilenip fotografi gekildi.

3.5.2.3. IGF2 Geni PCR Uriinlerinin Apal Restriksiyon

Enzimi ile Kesimi

Apal, Acetobacter pasteurianus’ un Apal genini tasiyan E.
coliden elde edilen bir restriksiyon enzimidir. Cift zincirli DNA'y1 5’-
GGGCC'C-3' dizisinden taniyarak kesim yapar. PCR tepkimesi sonrasi
292 b¢’lik PCR drtnu Apal restriksiyon enzimi ile kesildi.

Bu bdlgede guanin (G) igeren allel Apal enzimi igin kesim
noktasi icerir. Adenin (A) igeren allel ise ilgili enzim igin kesim noktasi
tasimamaktadir. Guaninden adenine (G—A) bir nikleotit degisimi olmasi
halinde Apal enziminin tanidigi bolge kaybolur ve kesim gergeklesmez.
Dolayisi ile enzim kesiminden sonra nukleotit degisimi olan (AA) bireylerde
292 bg'lik tek bant, her iki allelinde nikleotit degisimi tasimayan (GG)
bireylerde 226 ve 65 b¢’lik iki bant, heterozigot (GA) bireylerde ise 292,

226 ve 65 bg¢ olmak Uzere Ug¢ bant olusur.
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1-
2-

3.5.2.3.1 Deneyin Yapllisi

1.5 ml'lik ependorf tipunin igine 15 ul PCR Urind konuldu.

17 pl son hacim igerisinde 10 U Apal restriksiyon enzimi ve 1 pl
10X Buffer B [10 mM Tris-HCI (pH 7.5; 37°C), 10 mM MgCly,
0.1 mg/ml BSA] tamponu eklendi.

30 °C’ de bir gece kuru 1sitici blokta inkibe edildi.

inkiibasyon sonrasi tiplerin igine 5 pl Orange G jel yikleme
boyasi eklendi.

% 2’ lik agaroz jelde molekuler agirhk belirteci egliginde 50 dk
100 volt sabit akimda yuratuldd. Jel dokumantasyon sistemi ile

goruntulenip fotografi gekildi.

3.5.3. Genomik DNAdan H19 Geni (rs2839704)

Polimorfizminin Belirlenmesi

H19 geni rs2839704 polimorfizmini iceren bdlge 6zgul

primerler egliginde ¢cogaltildi.

3.5.3.1. H19 Gen Bdlgesinin Cogaltiimasi

Asagida belirtilen primerler kullanilarak 654 bg'lik bolge

gcogaltildi. Bolgeyi ¢ogaltmak Uzere secilen primerlerin  genomdaki

yerlesimleri asagdidaki Sekil 14’de gosterildi.

H19F (Forward Primer) 5-TAC AAC CAC TGC ACT ACC TG-&
H19R (Reverse Primer) 5-GAA TGC TTC AAG GCT GC-3
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cr mp
246l CTGGGCCTTTGAATCCGGACACARAARCCCTCTAGCTTGGARAATGAATATGCTGCACTTTA
252]

2581 CGGARAGCCTCCAGGUCCCCGAGCACCCTGCCCCCATCCCACCCACGTGTCGCTATCTCTA

2641 GGTGAAGCTAGAGGAACCAGACCTCATCAGCCCAACATCAAAGACACCATCGGAACAGCA

ACTCCATCTTCATGGCCACCCCCTGCGG

2761 ACGGTTGACCACCAGCCACCACATCATCCCAGAGCTGAGCTCCTCCAGCGGGATGACGCC
2821 GTCCCCACCACCTCCCTCTTCTTCTTTTTCATCCTTCTGTCTCTTTGTTTCTGAGCTTTC
2881 CTGTCTTTCCTTTTTICTGAGAGATTCAARGCCTCCACGACTCTGTTTCCCCCGTCCCTT
2941 CTGAATTTAATTTGCACTAAGTCATTTGCACTGGTTGGAGTTGTGGAGACGGCCTTGAGT

rs2839704

!

3001 CTCAGT*BCGAGTGTGCC

|

Rsal
3061 GCCCTCCATCTGGGCCGGGTGACTGGGCGCCGGCTGTGTGCCCGAGGCCTCACCCTGCCC

TGTGAGCCACCTTGGCAAGTGCCTGTGCAGGGCCCGG

Ll

GAG

3121 TCGCCTAGTCTGGAAGCTCCGACCGACATCACGGAL

ATTCCATTACGC

Sekil 14: H19 gen bolgesini gogaltan primerler ve bolgenin genomdaki yerlesimi ve

rs2839704 polimorfizmi i¢in kullanilan Rsal restriksiyon enzimi ve kesim yeri.
Referans: ENSG00000130600 giris no’lu dizi.

H19 gen bdlgesini ¢ogaltmak igin kullanilan malzemelerin

oranlari asagidaki Tablo 7’ de gdsterilmistir.
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Tablo 7: H19 gen bolgesi PCR karisimi

Stok Son derigimi Total Hacim: 50 pl
dH,0 - - 31.8 ul
PCR tamponu 10x 1x 5ul
MgCl, 25 mM 25mM 5l
DMSO - %4 4 pl
dNTP 10 mM 100 uM 0.5ul
H19F 100 pmol/ul 50 pmol/ul 0.5l
H19R 100 pmol/ul 50 pmol/pl 0.5 ul
Taq DNA polimeraz 5U/ul 1.0 U/pl 0.2 u
DNA - - 25yl

PCR tepkime karisimi tablodaki miktarlara gére hazirlandi.
Karisim PCR tluplerine dagitildiktan sonra saflastirilan genomik DNA’dan
2.5 ul eklendi. Otomatik 1s1 dongu cihazinda Tablo 8'de belirtilen programa

gore PCR tepkimesi uygulandi.

Tablo 8: H19 PCR programi

Derece Sire Dongu Sayisi
Ayrilma 94°C 5dk 1
94°C 30 sn
Primer Baglanmasi  65°C 1 dk 30
Zincir Uzamasi 72°C 1 dk
Zincir Uzamasi 72°C 5 dk 1

Cogaltilan PCR Urdnlerinin analizi agaroz jel elektroforezi

yontemi ile gerceklestirildi.
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3.5.3.2. cDNA'dan H19 Geni (rs2839704) Polimorfizminin

Belirlenmesi

H19 rs2839704 polimorfizmini igeren bolge 6zgul primerler

esliginde gogaltildi.

3.5.3.2.1 H19 Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

Asagida belirtilen primerler kullanilarak 573 bg¢’lik bolge
cogaltildi. H19 geninin genomik DNA’dan ve cDNA’dan ¢ogaltiimasi
sirasinda ayni primerler kullaniimistir. Elde edilen Urlnler arasindaki fark
ekzonlar arasina giren intron buyukligunden kaynaklanmaktadir. Bolgeyi
cogaltmak Uzere secilen primerlerin genomdaki yerlesimleri Sekil 15'de

gosterildi.

H19F (Forward Primer) 5’-TAC AAC CAC TGC ACT ACC TG-3’
H19R (Reverse Primer) 5-GAA TGC TTC AAG GCT GC-3
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1741

1801

2041

Sekil

TAGCTTGGAAATGAATATGCTGCACTTTA
CTCTGGAAGGTGAAGCTAGAGGARACCAGACCTCATCAGCCCAACATCAARGACACCATCG
GAACAGCAGCGCCCGCAGCACCCACCCCGCACCGGCGACTCCATCTTCATGGCCACCCCC
TGCGGCGGACGGTTGACCACCAGCCACCACATCATCCCAGAGCTGAGCTCCTCCAGEGGG
ATGACGCCGTCCCCACCACCTCCCTCTTCTTCTTITTTCATCCTTCTGTCTCTTTGTTTCT
GAGCTTTCCTGTCTTTCCTTTTTTCTGAGAGATTCARAGCCTCCACGACTCTGTTTCCCC
CGTCCCTTCTGAATTTAATTTGCACTAAGTCATTTGCACTGGTTGGAGTTGTGGAGACGG

rs2839704

!

CCTTGAGTCTCAGT*ACGAGTGTGCGTGAGTGTGAGCCACCTTGGCARGTGCCTGTGCAGG

:

RsaIl
GCCCGGCCGCCCTCCATCTGGGELCEGETGACTGGECGCCEGCTETGTGCCCGAGGCCTCA

CCCTGCCCTCGCCTAGTCTGGAAGCTCCGACCGACATCACGGAL

15: cDNA’dan H19 geni rs2839704 polimorfizmini igeren bdlgenin

¢ogaltiimasinda kullanilan primerler, Rsal restriksiyon enzimi ve kesim yeri.
Referans: ENST00000252900 giris no’lu dizi.

H19 gen bolgesini ¢ogaltmak igin kullanilan malzemelerin

oranlari asagidaki Tablo 9'da gosterilmistir.
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Tablo 9: H19 gen bolgesi PCR karigimi

Stok Son derigimi Total Hacim: 50 pl
dH,0 - - 31.8 ul
PCR tamponu 10x 1x 5ul
MgCl, 25 mM 25mM 5 ul
DMSO - %4 44l
dNTP 10 mM 100 uM 0.5ul
H19F 100 pmol/ul 50 pmol/pl 0.5 ul
H19R 100 pmol/ul 50 pmol/pl 0.5 ul
Taq DNA polimeraz 5 U/ul 1.0 U/l 0.2 u
cDNA - - 254

PCR tepkime karisimi tablodaki miktarlara gére hazirlandi.
Karisim PCR tuplerine dagitildiktan sonra cDNA’dan 2.5 pl eklendi.
Otomatik 1s1 déngu cihazinda Tablo 10’da belirtilen programa gére PCR

tepkimesi uygulandi.

Tablo 10: H19 PCR programi

Derece Sire Dongu Sayisi
Ayrilma 94°C 5dk 1
94°C 30 sn
Primer Baglanmasi  55°C 1 dk 30
Zincir Uzamasi 72°C 1 dk
Zincir Uzamasi 72°C 5 dk 1

Cogaltilan PCR Urdnlerinin analizi agaroz jel elektroforezi

yontemi ile gerceklestirildi.
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3.5.3.2.2. H19 Geni PCR Uriinlerinin Agaroz Jel

Elektroforezinde Degerlendiriimesi

PCR drunlerinin analizi agaroz jel elektroforez yontemi ile
gerceklestirildi. Amplifikasyon sonrasi 6rnekler % 2’lik agaroz jelde
molekuler agirlik belirteci egliginde 50 dk 100 volt sabit akimda yuratuldu.

Jel dokumantasyon sistemi ile goruntulenip fotografi gekildi.

3.5.3.2.3 H19 Geni PCR Uriinlerinin Rsal Restriksiyon

Enzimi ile Kesimi

Rsal, Rhodopseudomonas sphaeroides’ den elde edilen
bir restriksiyon enzimidir. Cift zincirli DNA'yi 5-GT'AC-3’ dizisinden
taniyarak kesim yapar. Guanin (G) igeren allel ise ilgili enzim ic¢in kesim
noktasi tagsimamaktadir. Adeninden Guanine (A—G) bir nikleotit degisimi
olmasi halinde Rsal enziminin tanidigi bodlge kaybolur ve kesim

gergeklesmez.

654 bg’ lik genomik DNA’ dan elde edilen PCR Urlninin
Rsal enzimiyle kesimi sonucu nukleotit degisimi olan (GG) bireylerde 654
b¢’lik tek bant, her iki allelinde nukleotit degisimi tagimayan (AA) bireylerde
488 ve 166 b¢’ lik iki bant, heterozigot (AG) bireylerde ise 654, 488 ve 166

b¢ olmak Uzere Ug¢ bant olusur.
cDNA’ dan PCR tepkimesi sonrasi 573 bc¢’lik PCR urina

Rsal restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Kesim sonucu nikleotit degisimi

olan (GG) bireylerde 573 b¢'lik tek bant, her iki allelinde nuikleotit degisimi
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tagsimayan (AA) bireylerde 407 ve 165 b¢’ lik iki bant, heterozigot (AG)
bireylerde ise 573, 407 ve 165 bg olmak Uzere U¢ bant olusur.

1-

3.5.3.2.3.1. Deneyin Yapilisi

1.5 ml’lik ependorf tiplinln igine 15 pl PCR Grini konuldu.
17 pl son hacim igerisinde 10 U Rsal restriksiyon enzimi ve 1
gl 10X Buffer Tango tamponu [ 33 mM Tris-asetat
(pH:7.9:37°C), 10 mM magnezyum asetat, 66 mM potasyum
asetat, 0.1 mg/ml BSA] eklendi.

37 °C’ de bir gece kuru isitici blokta inklibe edildi.
inkiibasyon sonrasi tiiplerin igine 5 pl Orange G jel yiikleme
boyasi eklendi.

% 2’lik agaroz jelde molekuler agirlik belirteci esliginde 50 dk
100 volt sabit akimda yuratuldu. Jel dokimantasyon sistemi

ile goruntulenip fotografi ¢ekildi.

3.6. istatistiksel Analiz Yontemleri

mutasyonlari

Hasta ve kontrol grubundaki yas, tiroid fonksiyon testleri, gen

disindaki trombofili faktorleri, Ornekleme gunleri ve

progesteron seviyeleri agisindan kargilagtirmak igin Mann-Whitney U testi

kullanildi. FV Leiden, MTHFR ve protrombin gen mutasyonlari agisindan

fark olup olmadigini anlamak igin ki-kare testi uygulandi. Hasta ve kontrol

grubu endometriyum dokularinda izlenen IGF2 ve H19 mRNA ifade

dizeylerine ait veriler REST (2008 Beta V2.0.7) programi ile kargilastirildi.

Anlamlilik degeri p< 0.05 olarak kabul edildi.

68



4. BULGULAR

15 hastanin kan progesteron degerine bakilmis, es zamanli
ultrasonografi monitorizasyonu yapilmistir. Bir kismina ek olarak,

ovulasyon takibi yapilarak endometriyal érnekleme alinmistir.

IVF yapilip implantasyon basarisizligi olan hastalarin tima
primer infertil hastalardi. Hastalarin tamaminda infertilite nedeni erkek
faktori olup kadinlarda aciklanabilen bir neden tespit edilmemisti. Bu
gruptaki ciftlerin ortalama infertilite suresi 9.13+5.13 (minimum 4;
maksimum 20 yil) olarak bulundu. Calisma grubunu olusturan 15 hastanin
hepsinde tubal acgiklik gesitli yontemlerle dederlendirilip bu hastalardan
sadece ikisinde tek tupun tikali oldugu tespit edildi. Higbir hastada
radyolojik veya ultrasonografik olarak hidrosalpenks tespit edilmedi. Bir
hastaya implantasyonu bozacagi i¢in transfer oncesinde histeroskopik
polip eksizyonu yapildi. 15 hastanin degerlendirmesinde eslerinin dnceki
sperm analizi sonuglarinda ortalama sperm sayisi 15+18.85 (minimum O;
maksimum 45 milyon) ve ortalama sperm motilitesi ylzde 32.85+18.83
(minimum % 0; maksimum 54) olarak bulunmustur (Tablo 11). Hasta
grubunda minimum IVF deneme sayisi 1; maksimum 4 olarak

bulunmustur.

Tablo 11’ den de goruldugu gibi infertil hasta grubunda
ortalama yas 32.60 + 4.12 (minimum 25; maksimum 41) olarak belirlendi.
Fertil hasta grubunda ise 31.63 + 3.82 (minimum 24; maksimum 38) olup
iki grup arasinda yas acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(p=0.537).

Bu cgalismada her iki grup ornekleme gunu agisindan da

degerlendirildi. infertil grupta ortalama 6rnekleme giini 21.53 + 0.74
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(minimum 21, maksimum 23) iken kontrol grubunda 21.50 + 0.81
(minimum 19; maksimum 23) olarak bulunmus olup, iki grup arasinda

anlaml fark tespit edilmedi (p=0.965).

Her iki grupta ornekleme gunu bakilan serum progesteron
diizeyleri karsilastirildi. infertil grupta 9.35 + 3.85 (minimum 2.8;
maksimum 15) tespit edilmis olup, fertil grupta 9.70 + 3.36 (minimum 5.7;
maksimum 15.3) olup iki grup arasinda anlamli fark belirlenmedi
(p=0.621).

Her iki grup tiroid fonksiyon testleri acgisindan da
degerlendiriimis ve infertil grupta ortalama TSH 1.55 +0.94 mlU/L iken
fertii grupta 1.85 + 0.63 mlIU/L olup iki grup arasinda anlamli fark
gézlenmedi (p= 0.220). infertil grupta ortalama sT3 degeri 2.79 +0.32
pg/ml olup fertil grupta 2.64 + 0.51 pg/ml bulundu. iki grup arasinda
anlamli fark bulunmadi (p=0.476). infertil grupta ortalama sT4 degeri 1.07
+ 0.13 ng/dl olup fertil grupta 1.05 + 0.28 ng/dl bulundu. iki grup arasinda
anlamli fark belirlenmedi (p= 0.663).
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Tablo 11: Hasta ve kontrollere ait klinikopatolojik 6zellikler

infertil (n=15) _ Fertil (n=16) __p degeri

Yas 32.60 +4.12 31.63 + 3.82 0.537
Ornekleme giini 21.53+0.74 21.50 + 0.81 0.965
Noyes kriterine gore histolojik guinlendirme 22.60 + 2.26 22.64 +2.92 0.825
Progesteron (ng/ml) 9.35+3.85 9.70 + 3.36 0.621
TSH (mIU/L) 1.55 +0.94 1.85+0.63 0.220
Serbest T3 (pg/ml) 2.79 +0.32 2.64 + 0.51 0.476
Serbest T4 (ng/dl) 1.07 +0.13 1.05+0.28 0.663
ATIN (%) 98.87 +12.62 100.75+10.01 0.736
Protein C (%) 81.60+13.69 92.69+30.99 0.539
Protein S (%) 78.13+13.80 86.81+31.01 0.429
APCR (%) 1.20 + 1.61 0.64 +0.21 0.032
Invitro fertilizasyon sayisi 1-4 -

Sperm konsantrasyonu 15+18.85 -

Sperm motilitesi 32.85+18.83 -

infertilite siiresi 9.13+5.13

Kaliteli embriyo sayisi 1-6

Transfer edilen embriyo sayisi 2-4

APCR: Aktif protein C direnci
ATIII: Antitrombin 3
p degeri <0.05’ den kiguk olanlar koyu gosterilmigtir.

Her ki gruptaki hastalarin  trombofili ~ faktorleri
karsilastinildiginda Antitrombin Il degeri ve ATIII degeri ylzdesi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (p= 0.736). Protein C degeri
fertil ve infertil gruptaki 3’er olguda normalden dusuk bulundu. Her iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmedi (p=0.539). infertil
hasta grubunda 3, fertil hasta grubunda 5 hastada protein S degeri
normalden dusuk bulundu; iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml fark

gozlenmedi (p= 0.429).

infertil hasta grupta 5, fertil hasta grubundan 4 hastanin
APCR degeri normalden yiiksek bulundu (normal deger <%0.86). infertil
hasta grubunda ortalama APCR degeri 1.20 + 1.61; fertil hasta grubunda
0.64 + 0.21 olarak tespit edildi. Aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi (p=0.032).
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Trombofili nedeni olan genetik faktorlerden FV Leiden,

protrombin ve metilen tetrahidrofolat gen mutasyonlari karsilastiriimistir.

Her Ug faktor agisindan istatistiksel anlamli fark gdézlenmedi (Tablo 12).

Tablo 12: Trombofili paneli genotiplerinin hasta ve kontrol grubunda
karsilagtiriimasi
Genotipler infertil Fertil p 00 (%95 GA) p degeri
(n=15) (n=16) degeri
Faktor V Leiden 0.685
R506Q/G1691A
(rs6025)
RR 11 (%73.3) 13 (%81.3) 12
RQ 4 (%26.7) 3 (%18.7) 1.58 (0.29-8.61) 0.685
QQ 0 (%0) 0 (%0) - -
MTHFR C677T 0.054
(rs1801133)
cC 6 (%40) 13 (%81.3) 12
CT 8 (%53.3) 3 (%18.7) 5.78 (1.12- 29.85) 0.057
TT 1 (%6.7) 0 (%0) 0.32 (0.16-0.61) 0.350
MTHFR A1298C 0.317
(rs1801131)
AA 12 (%80) 10 (%62.5) 12
AC 3 (%20) 4 (%25) 0.62 (0.11-3.48) 0.682
CC 0 (%0) 2 (%12.5) 0.45 (0.29-0.72) 0.478
Prothrombin 0.367
G20210A
(rs1799963)
GG 14 (%93.3) 15 (%93.7) 12
GA 0 (%0) 1 (%6.3) 0.52 (0.36- 0.73) 1.000
AA 1 (%6.7) 0 (%0) 0.48 (0.33-0.70) 1.000

OO, Olasiliklar orani; GA, Guven araligi.

®Referans Genotip

4.1. IGF2 ve H19 Genlerinin ifade Diizeylerinin Kantitatif

Degerlendirilmesi

IGF2 ve
degerlendiriimesi igin Light CycIerT'VI cihazi kullanildi. Hasta ve kontrol
grubundan alinan doku érneklerine ait her bir cDNA IGF2, H19 ve GAPDH

H19 genlerinin

ifade

dizeyinin

kantitatif
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genine 6zgu primer ve UPL RNA probu kullanilarak calisildi. Tim doku
orneklerinde IGF2 ve H19’ un mRNA duzeyinde ifade edildigi belirlendi.

IGF2 geninin mRNA dizeyinde ifade duzeyini kantitatif
olarak gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil

16’ da gosterilmistir.

Floresan (F1)

A T R R
2 4 6 8 10 12 19 16 18 20 22 24 28 28 30 32 34 3 38 90 42 49 46 43 60 A2 &4 &8

Déngii Sayisi

Sekil 16: IGF2 geninin mRNA dizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri; IGF2 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay
eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.

H19 geninin mMRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak
goOsteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 17’ de

gOsterilmigtir.
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30~

Floresan (F1)

A O A O O
0 2 4 0 8 1012910182022 242028 30 37 34 30 38 40 42 44 90 48 50 62 54 60 63 00 02 04 00

Déngli Sayis

Sekil 17: H19 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri. H19 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay
eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.

IGF2 ve H19 genlerini normalize etmek i¢in segilen GAPDH
geninin mRNA dizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren Real-Time

PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 18’ de gosterilmistir.

Floresan (F1)

O A O O A O |
2 4 B 8 10 12 14 18 18 20 22 24 26 28 30 32 30 3 38 40 42 49 08 43 S0 A2 44 S8

Dongii Sayisi

Sekil 18: GAPDH geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri. GAPDH geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp dederleri
yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.
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Relatif gen ifade sonuglari REST programi kullanilarak
‘Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida

belirtilmistir.

E {hedef) ACt (lontral- hasta)

E (referans) ACt (kontrol- hasta)

Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olusan floresan
sinyalin esik degeri gectigi andaki déngu sayisini ifade eder. Ct degeri
tepkimenin basinda mevcut olan mRNA (cDNA) miktari ile ters orantihdir.
ACt degeri ise kontrol ile hasta orneklerinin Ct deg@erleri arasindaki farki
goOstermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini, elde edilen R ise ifade
oranini gostermektedir. Tablo 13’ de infertil ve fertil gruplarda ifadesi
arastirllan genlerin Real-Time PCR sonu elde edilen Ct degerleri

gOsterilmisgtir.
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Tablo 13. infertil ve Fertil gruplarda ifadesi arastirilan genlerinReal-Time PCR sonu

elde edilen Ct degerleri

No GAPDH IGF-2 H19

1 Hasta 18.98 20.87 17.98
2 Hasta 18.95 21.45 17.23
3 Hasta 18.62 22.4 18.34
4 Hasta 18.59 19.77 17.18
5 Hasta 18.58 20.75 17.34
6 Hasta 1809 21.25 18.25
7 Hasta 19.05 20.93 17.99
8 Hasta 19.54 19.78 17.62
9 Hasta 19.23 21.3 18.53
10 Hasta 19.28 21.34 19.24
11 Hasta 20.04 21.57 19.06
12 Hasta 20.76 20.52 18.79
13 Hasta 18.12 20.8 17.47
14 Hasta 18.31 21.43 18.01
15 Hasta 19.34 19.77 17.02
16 Kontrol 19.65 20.87 15.78
17 Kontrol 19.06 20.67 16.66
18 Kontrol 21.06 21.69 16.46
19 Kontrol 18.72 20.47 17.1
20 Kontrol 18.76 20.97 15.9
21 Kontrol 20.1 19.89 17.24
22 Kontrol 18.09 21.95 16.76
23 Kontrol 19.55 21.57 17.27
24 Kontrol 18.99 20.57 15.1
25 Kontrol 19.55 20.77 16.36
26 Kontrol 18.62 19.47 16.83
27 Kontrol 19.58 20.04 17.27
28 Kontrol 19.55 21.22 16.86
29 Kontrol 19.75 20.77 16.26
30 Kontrol 19.42 17 17.27
31 Kontrol 19.3 20.52 16.6

4.1.1. IGF2 Geninin ifade Diizeyinin Degerlendirmesi

IGF2 geninin mRNA dlzeyinde ifadesinin hasta grubunda

kontrol grubuna goére 1.66 kat daha az oldugu goruldu (ifade orani=
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0.601). Ancak hasta ve kontrol gruplari arasinda IGF2 mRNA ifade

duzeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p=0.084).

4.1.2. H19 Geninin ifade Diizeyinin Degerlendirmesi

Hasta ve kontrol gruplari karsilastirildiginda hasta
grubundaki H19 mRNA ifade duzeyinin kontrol grubuna gore 3.31 kat
azaldigi belirlendi (ifade orani=0.302). Hasta grubundaki mRNA ifade

dizeyindeki bu azalma istatistiksel olarak da anlaml bulundu (p=0.0001).

IGF2 ve H19 mRNA ifade duzeylerinin karsilastiriimasi
Grafik 1’ de gosterilmistir.

2
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1 -
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Grafik 1: IGF2 ve H19 mRNA ifade diizeylerinin hasta ve kontrol grubunda
karsilastiriimasi. * Hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlam

oldugunu gostermektedir.

4.2. Endometriyumda H19 Geninin Allelik ifadesi

H19 geninin allelik ifadesinin belirlenmesi icin 15 hasta ve 16
kontrolden alinan endometriyum dokularindan genomik DNA elde edildi.

rs2839704 polimorfizmini iceren H19 gen bolgesi 6zgul primerler
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kullanilarak gogaltildi. Bu polimorfizmin RFLP yontemiyle belirlenmesinde
Rsal restriksiyon enzimi kullanildi. DNA’ dan elde edilen sonuglara gore
H19 icin 15 hastadan 7 tanesi, 16 kontrolden ise 8 tanesi informatif
(heterozigot) bulundu. Bireylerin allelik ifadelerinin belirlenmesi icin DNA
sonucuna gore heterozigot olan bireylerin cDNA’ sindan ayni primerler ile
H19 gen bolgesi ¢ogaltildi. Elde edilen PCR Urunleri Rsal restriksiyon
enzimi ile kesildi. DNA ve cDNA genotipi heterozigot olan drnekler biallelik,
DNA genotipi heterozigot, cDNA genotipi homozigot olan ornekler ise
monoallelik olarak kabul edildi. DNA ve cDNA’ dan elde edilen sonuglara
gbre H19 acgisindan informatif olan 7 hastanin ve 8 kontrolin hepsinin
monoallelik ifade edildigi belirlendi. H19 geninin allelik ifadesini gosteren
agaroz jel fotografi Sekil 19° da gosterilmistir. Hastalarin ve kontrollerin

H19 genine ait allelik ifadeleri Tablo 13’ de gosterilmistir.

DNA RNA (cDNA)
1 1

Sekil 19: H19 geni rs2839704 polimorfizmini iceren bélgenin DNA ve cDNA’dan elde
edilen PCR iriinlerini ve Rsal restriksiyon enzimi ile kesimini gdsteren agaroz jel
fotografi

B: 100 bg¢’ lik agirlik belirteci,

1.ve 2. kuyu; DNA’ dan yapilan PCR sonucunda elde edilen drinin Rsal restriksiyon
enzim kesim sonucu

3. kuyu; DNA’ dan yapilan PCR urGna

4. kuyu; cDNA’ dan yapilan PCR Grinu

5. ve 6. kuyu; cDNA’ dan elde edilen PCR urininden monoallelik ifadelenmenin
gOsterildigi Rsal restriksiyon enzimi kesim sonucu

7. kuyu; DNA kontaminasyonunun belirlenmesi i¢in yapilan RNA eklenmis PCR urGnu
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4.3. Endometriyumda IGF2 geninin Allelik ifadesi

IGF2 geninin allelik ifadesini gostermek icin 15 hasta 16
kontrol olmak uzere toplam 31 endometriyum dokusundan genomik DNA
elde edildi. Uygun primerler ile ¢ogaltilan IGF2 gen bdlgesinde yer alan
rs680 polimorfizmi RFLP ydntemiyle belirlendi. Bu polimorfizmin
belirlenmesinde Apal restriksiyon enzimi kullanildi. DNA’ dan elde edilen
sonuglara gore IGF2 igin 15 hastadan 6 tanesi informatif (heterozigot)
iken, 16 kontrolden 7 tanesi informatif bulundu. Bireylerin allelik
ifadelerinin  belirlenmesi igin DNA sonucuna goOre heterozigot olan
bireylerin cDNA’ sindan ayni primerler ile IGF2 gen bdlgesi ¢ogaltildi. Elde
edilen PCR drunleri Apal restriksiyon enzimi ile kesildi ve rs680
polimorfizmini iceren Ornekler belirlendi. DNA ve cDNA genotipi
heterozigot olan &rnekler biallelik, DNA genotipi heterozigot, cDNA
genotipi homozigot olan drnekler ise monoallelik olarak kabul edildi. DNA
ve cDNA’ dan elde edilen sonuglara gore IGF2 agisindan informatif olan 6
hastanin ve 7 kontrolin hepsinin monoallelik ifadeleri belirlendi. 1GF2
geninin allelik ifadesini gosteren agaroz jel fotografi Sekil 20° de
gosterilmistir. Hastalarin ve kontrollerin IGF2 genine ait allelik ifadeleri

Tablo 13’ de gosterilmigtir.
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DNA RNA (cDNA)
1

500 b —»
400bg —»

300bg—»

200b¢—

100b¢—

Sekil 20: IGF2 geni rs680 polimorfizmini iceren bolgenin DNA ve cDNA’dan elde
edilen PCR uriinlerini ve Apal restriksiyon enzimi ile kesimini gosteren agaroz jel
fotografi

B: 100 bg¢’ lik agirlik belirteci,

1.ve 2. kuyu; DNA’ dan yapilan PCR sonucunda elde edilen Grinin Apal restriksiyon
enzim kesim sonucu

3. kuyu; DNA’ dan yapilan PCR Urinu

4. kuyu; cDNA’ dan yapilan PCR Grinu

5. kuyu; cDNA’ dan elde edilen PCR urininden monoallelik ifadesinin gosterildigi Apal
restriksiyon enzimi kesim sonucu

6. kuyu; DNA kontaminasyonunun belirlenmesi igin yapilan RNA eklenmis PCR arind
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Tablo 14: H19 ve IGF-2 genlerinin allelik ifadeleri

IGF-2 (Apal) H19 (Rsal)

No DNA RNA Aciklama DNA RNA Aciklama
1 Hasta GG AG GG Monoallelik
2 Hasta GA AA Monoallelik GG
3 Hasta GG AA
4 Hasta GA AA Monoallelik AG GG Monoallelik
5 Hasta GA GG Monoallelik AG AA Monoallelik
6 Hasta GA AA Monoallelik AA
7 Hasta GG GG
8 Hasta AA AG GG Monoallelik
9 Hasta AA AG GG Monoallelik
10 Hasta GA GG Monoallelik AA
11 Hasta GG AG AA Monoallelik
12 Hasta GA GG Monoallelik AA
13 Hasta GG AG GG Monoallelik
14 Hasta GG GG
15 Hasta GG AA
16  Kontrol GA AA Monoallelik AA
17  Kontrol GG AG GG Monoallelik
18  Kontrol GA GG Monoallelik AA
19  Kontrol GG AG AA Monoallelik

20 Kontrol GG AG GG Monoallelik

21 Kontrol AA AA

22  Kontrol GA GG Monoallelik AG AA Monoallelik

23  Kontrol GG AA

24  Kontrol GG AG GG Monoallelik

25 Kontrol GA AA Monoallelik AA

26  Kontrol GG GG

27  Kontrol GG AG GG Monoallelik

28 Kontrol GA AA Monoallelik GG

29 Kontrol GA GG Monoallelik AA

30 Kontrol AA AG AA Monoallelik

31 Kontrol GA Monoallelik AG GG Monoallelik
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5.TARTISMA

Implantasyon, blastokistin maternal endometriyal yulzeye
baglanarak plasentayi olusturmasi ve bu yolla blyuyen fetls ile maternal
sirkiilasyon arasinda iletisim kurulmasi olarak tanimlanmistir 2.
Endometriyumda uzun bir hazirhk sdresinin ardindan olusan fonksiyonel
ve yapisal degisimlerin sonucunda kisa bir siUre iginde gergeklesen
implantasyon olayinda, tim sureci kontrol eden ve dizenleyen ¢ok sayida
gen rol almaktadir. implantasyonu ve insan lreme fizyolojisini anlamak
icin endometriyal reseptivite surecindeki molekller olaylari anlamak
onemlidir. Son vyillarda yapilan c¢alismalar implantasyon penceresini
tahminine yonelik molekller belirteclere odaklanmistir. Endometriyal
reseptivite ve implantasyonda rol alan bu molekullerin tam olarak
anlasiimasi, bunlara yonelik uygulanan tedaviler sayesinde gerek dogal
sikluslarda gerekse IVF hastalarinda implantasyon ve gebelik oranlarini

iyilestirmek igin kullanilabilecektir.

In vitro fertilizasyonda tedavinin etkinligini kisitlayan en
onemli faktorlerden biri implantasyonun dusik oranlarda olmasi ve iyi
kalitede embriyo transferi yapilsa bile bazen gebelik elde edilememesidir >.
Bugunku kullanilan teknolojinin verileri gostermektedir ki implantasyon
basarisizligi buyluk oranda endometriyal reseptivite anormalliginden
kaynaklanmaktadir ”. Bu nedenle calismamizda populasyon olarak dnceki
IVF denemelerinde kaliteli embriyo transferine ragmen implantasyonun

basarilamadigi olgular segilmigtir.

Bugln igin ortaya konulan ve yaklasik yuz kadar oldugu
dusundlen imprint genlerin hemen timU implantasyon, plasentasyon ve
embriyofetal gelisim igin énemlidir. Bu genlerin varliginin yanisira normal

bir gelisim sureci i¢in uygun dozlarda ve uygun zamanlarda aktivasyonlari
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gereklidir. Embriyo ve fetusun besin kaynaklarinin kullanimi imprint genler
tarafindan kontrol edilir. Paternal eksprese edilen genler (PLGALT,
PEG1/MEST, IGF2 ve PEG3) fetal blyumeyi uyarirken bu genlerdeki
fonksiyon kaybi IUGR ile sonuclanir. Maternal eksprese edilen genler
(IGF2R, GRAB10, H19, CDKN1C, TSSC3, MASH2 ve MEG3) fetal
gelisimi sinirlar ve bunlardaki islev kaybi asiri buyime ile sonuclanir 87-89,
Koryon villus gelisimi ve plasentadan besin tasinmasi igin gerekli olan
kanal proteinleri ve transporterlar imprint genlerin  (DIx3/DLX3,
Gcem1/GCM1, Hand1/HAND1, Mash2/HASHZ2) kontrolU altindadir. ASCL2
maternal eksprese edilen plasentaya 6zgu transkripsiyon faktorudur.
insanlarda extravilléz trofoblastlarda ASCL2 ekspresyonu gosterilmistir ve
TSSC3, PEG1, PEGS3 plasental fonksiyonla ilgili diger imprint genleridir.
Bu genlerde iglev kaybi oldugunda plesantal gelisim bozulur ve erken
dénemde embriyo 6lir ve gebelik abortus ile sonuglanir. imprint genler
plasenta ve embriyofetal gelisim bu kadar Onemliyken, embriyonun
implantasyonu  slrecinde, implantasyonun  diger  kutbu  olan
endometriyumdaki yapisal ve fonksiyonel hazirligin, degisimin ortaya
clkmasinda 6nemli olabilir®®. Bu bilgi ve &ngdriiye ragmen
endometriyumda, bu genlerin ekspresyonlariyla ilgili olarak tim literatirde
oldukca az galisma vadir. Bu galismalarda ise simdiye kadar sadece iki
imprint genin, H19 ve IGF2 ifadelerinin endometriyumda arastirildigi
gorulmektedir. Tanos ve arkadaslart 2004 yilinda yayinladiklari
makalelerinde normal, malign ve hiperplastik endometriyumda H19 ve

IGF2 gen ekspresyonlari incelemislerdir '

Endometriyumda [IGF2
arastiran ilk calisma ise 1991 yilinda Giudice ve arkadaslari tarafindan
yapilmis ve endometriyumda IGF Il, ve IGF-lIl baglayici proteinler

%0 imprint genlerin normal bir siklusdaki degisimlerini

incelenmistir
goOsteren tek calisma ise Ariel ve arkadaslari tarafindan 1997 yilinda
arastiriimis ve calismada H19/IGF2 imprint genlerin endometriyumdaki

ifadeleri ve bu ifadelerin menstriel siklusla birlikte degigimleri
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incelenmigtir. Arastirmada endometriyumda H19 ekspresyonun geg
sekresyon fazinda maksimuma c¢iktigi ve IGF2, IGF reseptorleri ve IGF
baglayici proteinlerle parelel dizenlendikleri gosterilmistir. H19’un dzellikle
stromal hucrelerin maturasyon surecinde rol oynadigi ve metabolik etkileri
duzenleyen genler Uzerinde de etkili olacagi iddia edilmigtir. H19
ekspresyon duzeyinin insan endometriyumunda doku farklanmasini
gOsteren bir belirte¢ olarak kullaniimasi 6nerilmig, ancak simdiye kadar bu

konuda bagka arastirma yapilmamistir 2.

Yine ayni arastirmada proliferatif fazda endometriyumdaki
stromal hicrelerde H19’ un orta derecede ifade edildigi bulunmustur, buna
ragmen ifadelenme ovulasyonla birlikte hemen dusmekte ve erken
sekretuar fazda oldukga dusik seyretmektedir. H19 ekspresyonu daha
sonra giderek artmakta ve siklusun 21. ginunde oldukga yuksek duzeylere
ulagtiktan sonra hafif artisla siklusun sonunda en ylksek degerine
ulasmaktadir. Calismada, IGF2 ifadesinin de endometriyumda izlendigi ve
menstriel siklusun dénemleriyle degistigi gosterilmistir. Proliferatif faz ve
erken sekretuar donemde ¢ok duguk duzeylerde bulunan IGF2 ifadesi geg

sekretuar fazda yiiksek seviyelere ulasmaktadir 2.

Postnatal hayatta ifadeleri dokularda giderek azalan bu iki
genin endometriyumda tum yasam boyu ifadelerinin devam etmesi ve
menstriel siklusun fazlariyla birlikte degiskenlik gostermesi, 21 bu imprint
genlerin implantasyonun fetal kisminda oldugu kadar endometriyum
kisminda da etkili olabilecegini dusundurmektedir. Klinigimizde yapilan ve
henliz yayinlanan bir c¢alismada intrauterin inseminasyon sonrasi
implantasyon basarisizligi olan agiklanamayan infertilite grubunda kontrol
grubuna gore maternal eksprese olan H19'un ifadesinin belirgin olarak

daha dusuk, paternal eksprese olan IGF2’'nin ise ylksek tespit edilmesi bu
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hastalarin infertilitelerinin altinda yatan genetik neden olabilecegini

gostermistir .

Calismamizda IGF2 geninin mRNA dizeyinde ifadesinin
implantasyon basarisizligi olan grupta kontrol grubuna gore 1.66 kat
azaldig1 (ifade orani=0.601) ancak mRNA ifadesindeki bu azalmanin
anlamh olmadigi gosterildi (p=0.084). IGF2 buyume faktéri olan ve
reseptorler araciliiyla mitojenik etkisini gosteren bir imprint gendir. IGF2
ifadesinin ge¢ sekretuar fazda yuksek duzeylere ulasmasi bu genin
implantasyon penceresinde rol oynayabilecegini dusundurmektedir.
Anlaml dizeyde olmasa da hasta grubunda daha az ifade edilmesi bu
hastalardaki implantasyon kusuruna yol acgabilir. Calismamizda hasta
sayisinin az olmasi bu farkin anlamli olmamasina yol agmis olabilir. Ancak
hasta sayisinin az olmasi literatirdeki bu tur biopsi galismalarinin ortak
dezavantajini olusturmaktadir. Ayni zamanda IGF2R ekspresyonuna da
bakilmasi infertilitenin altinda yatan nedenlerin gdsterilmesi agisindan
yararl olabilir. Ayrica LH peak’inden 6-8 gin sonra baglamayan ve 4 gun
surdugu duasunulen implantasyon penceresinde orneklenmelerine ragmen
histolojik olarak ayni giinde olmamalari da bu sonuca yol agmis olabilir °.
Sonucu etkileyebilecek diger nedenler de implantasyon basarisizliginin
taniminin subjektif olmasi, kullanilan istatistiksel yontemin metodolojisi gibi

faktorlerdir.

Calismamizda H19 geninin mRNA dlzeyinde ifadesinin
implantasyon basarisizligi olan grupta kontrol grubuna goére 3.31 kat
azaldigi (ifade orani=0.302) ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
oldugu gorulda (p=0.0001). H19 tumor baskilayici gen olarak gorev yapan
bir imprint gendir. H19 ifadesi siklusun 21. glninde yuksek dizeylere
cikmakta ve siklusun sonunda en yiiksek degere ulasmaktadir 2.

Sonuglarimiz, implantasyon kusuru olan hasta grubumuzda H19'un
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anlamh duzeyde daha az ifade edilmesinin nedeninin bu hastalardaki

implantasyon kusuru olabilecedini gostermektedir.

Bazi arastirmacilar insan endometriyum oOrneklemelerinden
mikro-dizi teknolojisi kullanilarak prereseptif fazdan reseptif faza gegis
sirasindaki gen ifade degisimlerini incelemiglerdir. Ancak tum bu
calismalarda regulasyonlari degisen ¢ok sayida genden ¢ok azi ortaktir.
Haouzi ve ark.’nin'? calismasinda daha énceki bazi arastirmacilar "#'%*
195 tarafindan erken sekretuar faz ve gec sekretuar faz sirasinda alinan
orneklerden global gen ifade duzeyleri incelenmigtir. Ayni hastadan farkl
zamanlarda gen ifadesine bakan bu ¢alisma hastalar arasi degiskenligi de
azaltmaktadir. Bu ¢calismada ifadesi artan genler diger doért ¢alisma ile
karsilastirilarak reseptivite donemine 6zgu ortak aday genler belirlenmeye
calisiimigtir. Bu donemde ifadesi artan ortak bes genin; laminin 33,
mikrofibril iligkili protein 5 (MFAPS), angiopoietin benzeri | (ANGPTL),
endokrin bezi vaskuller endotelyal buyume faktéra (EG-VEGF), nukleer
yerlesimli faktor 2 (NLF2) oldugu gdsterilmistir. Haouzi ve ark.’nin '°2
calismasinda erkek faktori nedeniyle ICSl'ye giden, dolayisiyla kadina
yonelik infertilite yapabilecek bir faktoriin olmadigi kabul edilen kadinlarda
LH peak'i tespit edilerek LH+2 ve LH+7. glinlerde endometriyal biyopsiler
alinmigtir. ~ Alinan  endometriyum  orneklerinin  histolojik  olarak
dogrulanmamasi bu c¢alismanin dezavantajini olusturmaktadir. Bizim
¢alismamizda ise alinan tim endometriyum drneklerinin histolojik olarak
incelenmis olmasina karsin reseptif donem disinda tespit edilen
orneklerden gen ifadesinin bakilmamasi ¢alismamizin avantajini

olusturmaktadir.

Bizim calismamizda erkek faktori nedeniyle IVF tedavisi
yapilan ve implantasyon basarisizligi olan hasta grubunda daha once Ariel

ve ark. ¥' tarafindan reseptif ddnemde endometriyumda ifadesi gdsterilen
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IGF2 ve H19 imprint genlerinin implantasyon penceresindeki ekspresyonu
fertil bireyler ile kargilastirimis ve IVF’de endometriyal reseptivite ile bu
genlerin iligkisi ortaya ¢ikarilmaya caligiimistir.

%2 vaptigi calismada erkek infertilitesi

Haouzi ve ark.’nin
nedeniyle IVF tedavisi yapilan hastalarda dogal siklusta implantasyon
penceresi Oncesi ve sirasinda biyopsi alinarak gen ifade duzeyleri
degerlendirilmis; bdylece implantasyon penceresini belirleyebilecek aday
genler arastinlmistir. Calismamizda da erkek faktoéri nedeniyle IVF
tedavisi uygulanan dolayisiyla kadina yonelik infertilite ile ilgili herhangi bir
faktor tasimayan hasta populasyonu arastiriimigtir. Ancak Haouzi ve
ark.’dan ' farkli olarak ayni hastadan farkli zamanlarda biyopsi almak
yerine IVF tedavisi yapilip implantasyon olmayan hasta grubunda dogal
siklusda implantasyonun maksimum beklendigi gunlerde (implantasyon
penceresi) tek endometriyal biyopsi ile IGF2 ve H19 ifadesi fertil grubun

ayni déonemdeki gen ifadelenmeleri ile kargilastiriimistir.

Endometriyumun reseptif doneminde rol alan molekulleri
ve/veya genleri ortaya koymaya c¢alisan global gen ekspresyonu
galismalarinin hi¢ birisinde imprint genler arastirilmamigtir. Ariel ve ark. 21
calismasinda da ortaya koyuldugu gibi H19 ve IGF2 genlerinin
endometriyumda menstruel siklus boyunca ifadelenmeleri degismektedir.
Her ikisi de sinyal molekulleri veya transkripsiyon faktorleri olan bu
genlerden H19'un 06zellikle hlicre g¢ogalmasi ve farklilagsmasinin yodun
oldugu dokularda ekspresyonu gosterilirken, *® IGF2’nin major bir fetal-
plasental buyume faktoru oldugu, embriyonik farklilagsmada goérev aldigi,
IGF2’nin implantasyon surecinde embriyonik sinyal iletiminde katkisi

olabilecegi diigtiniimektedir. * °71%8,
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Bu temel verilere dayanan calismamizda, erkek infertilitesi
nedeniyle, IVF yoluyla gebelik denenen ve iki kez kaliteli embriyo
transferine ragmen implantasyon basarisizigi go6zlenen kadinlarin
endometriyumlarinda IGF2 ve H19 imprint genlerinin ekspresyonlari ilk

kez arastiriimistir.

Literatirde implantasyon penceresini tespit etmede
kullanilabilecek genleri ortaya ¢ikarmaya yonelik son calisma Koler ve
arkadaslari # tarafindan yapilmistir. Bu ¢calismada en az 3 kez tekrarlayan
implantasyon basarisizligi olan 4 hastada endometriyum orneklerinden
313 adet genin ifadesine mikro-dizi yontemi ile ifadesi artan ve azalan
genler belirlenmistir. Yirmibirinci gunde progesteron degerine bakarak
progesteronu 20 ng/ml Uzerinde olan hastalardan endometriyal 6érnekleme
yapiimistir. 288 genin ifadesinin azaldigi gorulurken, 25 tanesinin

ifadesinin artti§i  bulunmustur 2.

Bu genlere bakildiginda da bizim
ifadelerini inceledigimiz IGF2 ve H19 genlerinin icermedigini goriyoruz.
Siklin E2, SFRP1 ve LEF1 ifadesinin tekrarlayan implantasyon
basarisizligi olan grupta azaldig! tespit edilirken, SLUG ve DKK?'in ise
ifadesinin artti§i bu calismada gdsterilmigstir. ifadesi azalan siklin E2 ve
ifadesi artan SLUG gibi genlerin 0Ostrojen bagimh genler oldugu

gorilmuistir 2.

Bu da tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan
hastalarda endometriyal 06strojen cevapliiginda defekt oldugunu
digundurmektedir. Hasta sayisinin az olmasi, bir kisim gen
ekspresyonlarina bakilmamasi ve doku orneklerinin histolojik olarak
dogrulanmamasi bu calismanin dezavantajlarini olugsturmaktadir. Uterin
IGF2 mRNA duzeyi Ostradiole kargi 7 kat artigla cevap verirken
progesterona karsi herhangi bir artisa neden olmaz "*®'*. Bu bilgi galisma
grubumuzda implantasyon basarisizligi olan hastalarda IGF2 ekspresyon

duzeyinin fertil gruptan daha az ifade edilmesiyle birlestirildiginde Koler ve
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ark.’nin # da gosterdigi implantasyon basarisizhdl olan hastalardaki

endometriyal 6strojen cevabinda defekt oldugunu desteklemektedir.

Sonug olarak, IGF2 dizeyi anlamli olmasa da IGF2 ve H19
gen ifadelerinin infertil ve fertil grupta farkh oldugunun gosterilmesi bu
hastalarin implantasyon basarisizhidinin altinda yatan genetik nedenlerden
biri olabilecegini diisiindiirmektedir. implantasyon penceresindeki degisimi
kesin olarak gosterilebilen bir ya da birka¢ molekilin bulunmasi,
ekspresyon duzeylerinin monitorize edilmesi, bunlarin klinik uygulamalara
yansimasi gelecekte buguin icin takildigimiz implantasyon basamaginin
asilmasinda olduk¢ga onemli bir adim olacaktir. Hali hazirda kusurlu
uretimin ne oldugu, nasil duzeltilecedi, surekli degisim icinde olan
endometriyumdaki gunluk dinamik etkilerin nasil oOlgulecegi sorularinin
yanitt kolay alinabilecek gibi gorinmese de bu konuda yapilan

arastirmalar implantasyon oranlarinin artmasi igin gereklidir.

Bu ve benzeri calismalar, ¢cok sayida faktorin etkiledigi
sorunun bir noktasina temas etmekte ve yeni bakig acilari yaratarak uzun
vadede kullanilabilecek bilgilere temel tasi olmaktadir. Calismamizda,
saglikh embriyo-plasenta gelisimi icin hayati olduklari gosterilen imprint
genlerin  ekspresyonlarinin  implantasyonu basaramamis olgularin
endometriyumunda kontrol grubuna gore azaldigini gosterdik. Bu sonuglar
IVF tedavisi sirasinda implantasyon basarisizliginda H19 ve IGF2
genlerinin Urdnd olan buyume faktorleri, ve transkripsiyon faktorlerinin
endometriyumu reseptif ddneme hazirlamada gorevli olabilecedi ve azalan
ekspresyonlari nedeniyle bunun basarilamadigini dusundurmustar. Yine
proliferatif donemde dizeyi ylksek olan ve endometriyumu implantasyon
icin gerekli olan sekretuar degisimlere hazirlayan Ostrojenin etkilerinin
ortaya cikmasinda da bu biyume faktorleri etkili olabilir. Sonraki

calismalarda metodolojik zorluklar asilabilirse bu genlerin implantasyon
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basarisizligi olan infertil giftlerde siklus boyunca degigimlerini daha fazla
sayida olgu ile degerlendirilebilir.

Elde edilen her bilgi bir katki ve yeni bir bakis agisi saglasa
da, simdiye kadar alinan sonuglarin klinige uygulanmasi igin uzun bir
zamana ihtiyag var gibi gorunmektedir. Fakat konunun 6nemi agisindan
bakildiginda, bu ¢alisma sonucuyla ortaya ¢ikan bulgular infertilitenin de
dahil oldugu bir¢gok hastaligin altinda yatan nedenler arasinda genetik

temelin olabilecegini dustndirmektedir.
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6.SONUC

Calismamizda, IGF2 gen ifadesinin IVF tedavisi sonrasi
implantasyon basarisizligi olan infertii grupta kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte azaldigi, H19 ifade duzeyinin
ise anlamli diuzeyde azaldigini belirledik. Implantasyon igin 6nemli
oldugunu dusundigimiz H19 ve IGF2 gen ifadelerinin implantasyon
basarisizli§i olan grupta kontrol grubuna goére anlamli degerde dusuk
olmasi bu hastalarin implantasyon kusurunun altinda yatan genetik temeli

dusundurmektedir.

implantasyon sirasinda meydana gelen molekiiler diizeydeki
degisimlerin belirlenmesi, ozellikle implantasyon penceresini gosterebilen
biyobelirtecglerin tespiti, IVF sonrasi dusuk ortalama canli dogum oraninin
nedeni oldugu dudsunulen implantasyon basamagindaki kusurlarin
anlasiimasi agisindan 6nemli bir adim olacaktir. Yapilan arastirmalarin
klinik yansimalari igin zaman gerekmektedir. Ancak, bu ve benzeri
molekuler duzeyde yapilan ¢alismalarla yeni bakis agilari olugabilecek,

uzun vadede kullanilabilecek temel bilgilere ulagilabilecektir.
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7. OZET

IVF TEDAVISI SONRASI IMPLANTASYON
BASARISIZLIGI OLAN OLGULARDA ENDOMETRIAL IGF2 VE H19
GEN EKSPRESYONLARININ FERTIL GRUPLA KARSILASTIRILMASI

Endometrium ve blastosist arasindaki hucresel ve molekuler etkilesimler
gunuimuzde hala anlagilamamigtir. Bu nedenle implantasyon basarisizligi,
IVF sirasinda hiz kisitlayan &énemli bir adimdir. imprint genlerin
implantasyondaki rolleri hentz arastiriimaya baglanmigtir. IGF2 ve H19 bu
genlerden ikisi olup IGF2 bir buyume faktort iken H19’un tumor baskilayici
gen olarak gorev yaptigi duastunulmektedir. Calismamizda, IGF2 ve H19
genlerinin ekspresyon duzeylerini belirleyerek IVF tedavisi sonrasi
implantasyon basarisizligi olan olgulardaki olasi rolinu arastirmayi
amagladik. Calismaya 15 infertil, 16 fertil olgu dahil edildi. Endometriyum
orneklerinden total RNA ve DNA izolasyonu yapildi. IGF2 ve H19
genlerinin nicel MRNA ifade dizeyleri Real time PCR ydntemi ile dlguldu.
Fertil ve infertil bireylere ait doku 6rnekleri sonuglari karsilastirildiginda,
infertil grupta IGF2 geninin mRNA ifade duzeyinde bir azalma gozlendi
ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. H19 mRNA duzeyinin ise
infertil grupta anlamli olarak azaldigi belirlendi. Bu genlere ait allelik
ifadelerdeki degisimler de arastirildi ancak, her iki genin de mono allelik
olarak eksprese edildigi gosterildi. Sonuglarimiz, H19 gen ekpresyonunun
infertil grupta kontrole goére anlamli olarak az bulunmasi, bu hastalarin
implantasyon kusurunun altinda yatan molekuler nedenlerden biri

olabilecegini dugundurmustur.

Anahtar Kelimeler: Endometrium, IGF2, H19, ekspresyon, Real-time PCR

92



8. SUMMARY

Comparison of Endometrial IGF2 and H19 Gene
Expressions in Fertile Groups and Patients With Implantational

Failure Succeeding IVF Treatment

The complex molecular relationship between the endometrium and
blastocyst still remains unclear. Due to this, failure in implantation during
IVF cycles pose a major limitation to this procedure. The role of imprinting
genes in the implantation process have been recently investigated. Among
these are the genes IGF2 and H19. IGF2 acts as a growth factor, while
H19 seems to function as a tumor supressor gene. This study aims to both
measure the levels of IGF2 and H19 in patients with supposed
implantational defects following IVF treatment, and to evaluate their
possible roles and importance in implantation. The study included 15
infertile patients and 16 fertile women. Total RNA and DNA isolation were
performed from all endometrial samples. Quantitative mRNA assays of
IGF2 and H19 were then assessed using Real Time PCR. When both
groups were compared IGF2 mRNA levels were lower in the infertile
group, although this difference was not statistically significant. However
the H19 mRNA levels were significantly lower in the infertile group.
Variation of allellic expression was also evaluated and both genes were
found to possess a mono allelic expression pattern. Our results favour the
view that H19 gene expression is decreased in the infertile group, and that

this maybe one of the molecular factors behind implantational defects.

Key Words: Endometrium, IGF2, H19, expression, Real-time PCR
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