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1. GIRiS

In vitro fertilizasyon (IVF), 1978 yilinda ilk tip bebegdin dinyaya
geldigi tarihten itibaren uygulanmakta olup, bu zamana kadar c¢ok hizli
gelismeler gosteren ve hala gelismekte olan uygulamali bir bilim alanidir. IVF
laboratuvarlarinin 6ncelikli amaci, gebelik elde etmekte glglik ¢ceken ya da
saglikli gocuk sahibi olmakla ilgili risk tasiyan eslerin saglikli bebek sahibi
olmalarina yardimci olmaktir. IVF’te uygulanan temel asamalar, gamet
hucrelerinden embriyo elde etmek ve bu embriyolarin Ilaboratuvar
kosullarinda kultar edilip gelisimlerini takip ederek anne rahmine transferi
islemlerinden olusmaktadir. insan tiremesinde fertilizasyon, oldukga karmagik
ve tam olarak mekanizmasi ortaya konulamamis bir olaydir. Tup bebek
tedavilerinde gebelik sansini arttirmak Uzere fertilizasyon oranlarinin yuksek
olmasi olduk¢a 6nemlidir. IVF’te elde edilen embriyolarin yalnizca 2 ya da 3
tanesi hastaya transfer edilir. Ddllenen oosit ve takip edilen embriyo sayisinin
fazla olmasi, transfer icin daha genis bir havuzdan en kaliteli embriyolarin
secilmesi acisindan vyararlidir. Ozellikle, nedeni aciklanamayan infertilite
olgularinda ciftlerin yaklasik %25’inde tup bebek uygulanmasinda spermden
veya oositten kaynaklanan bir fertilizasyon bozuklugu goriimektedir.
Fertilizasyon bozukluguna gamet hucrelerinde DNA hasarinin neden
olabilecegi olasiligindan yola c¢ikarak bugune kadar pek c¢ok c¢alisma
yapiimistir. Ancak bu konu Uzerinde sadece sperm DNA butunltgu
arastinlmis ve aksi goruslerin yani sira birgok c¢alisma, spermde DNA
hasarinin fertilizasyon Uuzerine etkisinin bulunmadigi sonucuna varmistir.
Oositte DNA hasarinin fertilizasyon Uzerine etkisi ise henltz arastirimamig bir

konudur.

infertilite olgulari igin tiip bebek tedavisi siiphesiz en etkin tedavi
yontemidir. Tup bebek tedavisinde gebelik sansini belirleyen bir diger 6nemli
1



faktor de kontrolli overyan hiperstimulasyonudur (KOH). Bu yontemle ¢ok
sayida folikdl, folikul stimule edici hormon (FSH) verilerek olgunlastirilir.
Toplanan oosit sayisi ve oositlerin kalitesi bu noktada belirgin rol

oynamaktadir.

Yardimci ureme tekniklerinde, Ostrojen reseptor
polimorfizmlerinin gelisen folikil sayisi, oosit kalitesi ve olgunlasmasi,
fertilizasyon ve gebelik oranlarina etkisi incelenmistir. Bu incelemeler,
Ostrojen reseptdor geninin ilgili bolgelerinde yer alan polimorfizmlerin,
ovaryumlarin uyarilmasi sonucu folikullerin  kalitesine ve dolayisiyla
implantasyona etkili olabilecegine dikkat cekmektedir. Diger taraftan ostrojen
hormonunun islevinin oosit sitoplazmasinin ve oolemmanin olgunlagmasi igin
gerekli oldugu ve dstrojen reseptor polimorfizmlerinin oosit olgunlagsmasina
etkisi oldugu belirlenmistir. Olgun oositlerde fertilizasyon oraninin yuksek
oldugu ve Ostrojenden yoksun folikillerde dusuk kalitede oositler elde

edilmesi gibi bulgular da literatlrde yer almaktadir.

Bu c¢alismanin temel amaci; daha c¢ok lenfosit ve sperm
hicreleri gibi sUspansiyon numunelerde rahatlikla sonu¢ veren ancak tek
hicre incelemelerinde uygulama zorluklari olan komet teknigini oositlerde
DNA fragmentasyonu ve hasarini belirlemede kullanmaktir. Bu sayede tup
bebek tedavisinde en sik kullanilan ve “mekanik” bir islem olan
mikroenjeksiyonun ve yani sira fuzyon, klonlama ve kok htcre galismalarinin
temelini olusturan piezo elektrik tekniginin oosit hicrelerinde yarattigr olasi
DNA hasarini belirlemektir. Diger taraftan oositte DNA hasarinin IVF
tekniklerinde oositlerin olgunlasmasi ve fertilizasyonu Uzerine etkileri
sorgulanacaktir. Calismamizin ikinci boliumuinde 0&strojen reseptor geni
polimorfizmlerinin tlup bebek parametreleri Uzerinde etkilerinin ortaya
cikarilmasi amaclanmaktadir. Bu polimorfizmler ile IVF parametreleri

2



arasinda bir iliskinin belirtiimesi durumunda, ileride kadinlarin infertil olma
olasiliklari ve riskleri hesaplanabilecek ve bu polimorfizmleri tagiyan infertil
kadinlarin tlip bebek tedavilerinde elde edilebilecek Kklinik parametreler

ongorulerek, genotiplere uygun farkli tedavi protokolleri uygulanabilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. insan oosit hiicresi

Oosit hicresi insan organizmasinin en buyuk htcresi olup olgun
oositinin ¢ap1 110-115 ym dolayindadir. Oolemma adi verilen plazma zari ile
cevrilidir. Oosit-oolemma ‘yi gevreleyen glikoprotein zarfa zona pelusida adi
verilir. Zona pelusida 15-20 pm kalinhginda olup oositi transport ve
fertilizasyon sirasinda korur. Oolemma ve zona pelusida arasinda sivi ile dolu
perivitellin bosluk yer alir. Oosit sitoplazmasinin (ooplazma) ana organelleri
arasinda mitokondri, endoplazmik retikulum ve golgi sistemi yer alr.
Ovulasyon Oncesi oositin kendisini ¢evreleyen perivitellin bosluk ve zona

pelusida ile birlikte cap1 150 pm’ yi gecmektedir .

Oositler mayozun Metafaz |l (MIl) asamasinda geligimlerini
durdurarak fertilizasyona elverigli hale gelirler. Cekirdek olgunlagmasi ise
oositin genel olgunlagmasi ile baglantili olup ooplazmada organellerin daginik
olarak yerlesiminin artmasi ile karakterizedir. Birinci kutup cisimcigin olusumu

oositin bu asamaya ulastiginin belirtisidir 2.

2.1.1.00genez

Primordial Ureme hucreleri, genetik olarak disi olan gonada
ulagtiklarinda oogonyumlara farklanirlar. Oogonyumlar pegpese mitoz
boélinme gegirirler. Oogonyumlarin gogunlugu mitozla bélinmeyi strdartrken
bir bolimU mayoz boélunmenin profaz agsamasinda bolinmesini durdurarak
primer oositlere farklanirlar. Primer oosite gevresindeki yassi epitel hlcreler
ile birlikte primordial folikul adi verilir. Primer oositler doguma yakin dénemde
birinci mayoz boluinmenin profaz evresinde olurlar ve puberteye kadar bu
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asamada kalirlar. Bu suregte oositin olgunlasmasini engelleyen bir madde
oosit olgunlasma inhibitéri (OMI, oocyte maturation inhibitor) tarafindan
baskilanir. Puberteye ulasildiginda disi gonad artik primordial folikillerden
beslenen bir foliklil havuzuna sahiptir ve bu déonemden sonra her overyan
donglde bu havuzun iginden segilen 5 ile 15 arasinda degisen sayida
primordial folikil 3 asamadan gegerek olgunlasmaya baslayacaktir. Bu

asamalar 1) primer (preantral) 2) sekonder (antral) 3) preovulatuvar evredir
34

Diploten evresinde istirahat halinde olan primer oosit buyimeye
basladiginda, oositi gcevreleyen yassi epitel hlcrelerinin dnce kubiklesip sonra
¢ogalmasi ile ¢ok sirali bir epitel tabaka olusur. Bu hicrelere granuloza
hucreleri adi verilmektedir. Granuloza hucreleri ve oosit tarafindan salgilanan
glikoprotein yapisindaki bir madde oositin gevresindeki zona pellusida
tabakasini olusturur. Oositi cevreleyen granuloza hucreleri bozulmadan

kalarak kiimulus ooforusu olustururlar >#.

Her overyan dongude bir grup folikll gelismeye baslasa da
bunlardan ancak bir tanesi tam anlamiyla olgunlagir. Digerleri dejenere olur.
Luteal hormonun (LH) etkisi ile preovulatuvar evreye girilir ve birinci mayoz
boélinme tamamlanir. Bunun sonucunda buyudklukleri birbirinden farkli ancak
her biri 23 c¢ift yapii kromozom iceren iki yavru hdcre olusturur. Bu
hicrelerden biri sitoplazmanin timidne yakinini alarak sekonder oosit, digeri
ise hemen hi¢ sitoplazma igermeyen birinci kutup cisimcigi haline gelir. Kutup
cisimcigi oositin plazma zar1 ve zona pellusida arasindaki perivitellin boglukta
yer alir. Sekonder oosit bundan sonra Il. mayoz bdlinmeye girer ancak
ovulasyondan birka¢ saat dncesinde metafaz asamasinda duraklar. ikinci

mayoz bolinme ancak oosit sperm ile dollendikten sonra devam eder. Eger



fertilizasyon gerceklesmez ise oosit ovulasyondan yaklasik 24 saat sonra

dejenere olur >4,

2.1.2.0o0sit olgunlasmasi

Oosit  olgunlasmasi; mayotik  olgunlasma, sitoplazma

olgunlagsmasi ve molekuler olgunlagma olmak Uzere Ug¢ baslikta incelenebilir.

Mayotik olgunlasma, LH yukselmesi veya oositin folikuler
ortamindan salinmasi sonucu tetiklenen gekirdek olaylarin bir sonucudur. Bu
surecte siklin B1 ve P32cdc2 ‘den olusan bir kompleks olan olgunlagmayi
tetikleyen faktor (MPF) sentezlenir ya da aktive olur. Hicre doéngusu
mekanizmasinin aktivasyonu ile birlikte oosit birinci metafaz asamasina girer
ve birinci kutup cisimcigi olusur. ikinci metafaz asamasinda sitostatik faktériin
(CSF) etkisi ile déngii durdurulur °.

Sitoplazmik  olgunlasma, oositlerin  ovulasyon  sinyalini
bekledikleri ve LH yukselmesinden onceki birka¢ gun icerisinde mikroskop ile
ayrintili  yapisal inceleme sonucunda tanimlanmaktadir. Bu suregte ilk
basamak RNA ve protein sentezinin yer aldigi hazirlik agsamasindan ¢ikmasi,
transkripsiyon ve translasyon mekanizmasinin degismesi ile ¢ekirdekgik
olgunlasmasi ve ribozom artisinin gergeklesmesidir . LH salinimina yakin bir
zamanda ikinci seri degisimler gergeklesir. Hicre metafaz asamasina
ilerledikge mitokondri ve kortikal granul gibi organeller yeniden dagilim
gosterir 7. Sitoplazmik olgunlasmanin en &énemli diger asamasi ise
fertilizasyon sonrasi olaylar i¢in oositi hazirlayan tanimlanamayan bazi 6zgul
molekdllerin toplanmasidir. Oosit kapasitasyonu olarak nitelendirilen bu olay

simdilerde molekiiler olgunlagsma olarak adlandiriimaktadir®.



Molekuler olgunlagsma oosit olgunlagsma tiplerinin arasinda en
zor tanimlanandir. Gelisen oositlerin ¢ogunlugu normal mayotik ve
sitoplazmik olgunlagmay! tamamlarken iglerinden sadece ¢ok az bir kismi
blastokist asamasina kadar gelisebilmektedirg. Oositin  gelisimsel
kapasitesinin temelde folikullerin farklilasma evresi ile iligkili olabilecegi,
oositin gelisimsel kapasitesinin mikroskop altinda her zaman fark
edilemeyecegi ve 6zgul mMRNA ve bazi proteinlerin sentezlenip ovulasyondan

kisa slire dnce oosit icindeki stoklara eklendigi diistiniilmektedir °.
2.2. insan in vitro Fertilizasyon Uygulamalarinin Tarihgesi

IVF, oositlerin ovaryumlardan aspire edildikten sonra sperm
hucreleri ile laboratuvar ortaminda birlestiriimesi sonucu olugsan embriyolarin
uterusa transferi islemlerini iceren tremeye yardimci bir yontemdir °. ilk tip
bebegin dinyaya gelisinden yirmi yil 6nce Ruth Fowler ve Robert Edwards’in
olgun digi farelerin siperovulasyonu Uzerine olan ¢alismalari ile insan IVF’ine
yolculuk baglamistir. Daha sonra Robert Edwards 1965 yillarinda in vitro da
insan oosit olgunlasma asamalarini tanimlayan makaleyi yayinlamistir ''. Bu
yilllarda Edwards, John Paul ve Robin Cole ile birlikte in vitro olarak
farkhlagabilen veya o6lumsuz kok hucre dizilerini olusturabilen ilk embriyonik
kok hicreleri diinyaya tanitmislardir '2. Yine Edwards, Richard Gardner ile
birlikte tavsanlarda preimplantasyon genetik taniyi, blastokist enjeksiyonuyla
elde edilmig kimerik fareleri ve Barry Bavister ile in vitro olgunlasma
sadlanmis insan oositlerinde ilk fertilizasyonu géstermislerdir'®. Bu calismalar,
insan IVF’i basta olmak Uzere embriyo tanisiyla ilgili diger modern dallar ve
insan embriyonik kok hucrelerinin potansiyel kullanimini hedefleyen oncu

¢alismalar olmus ve yardimci Greme tekniklerinde ¢igir agmistir.



Robert Edwars’in 1968 yilinda Dr. Patrick Steptoe’nin fallopian
ampulla laparoskopisi uygulamalari ile ilgili Lancet'te yer alan bir makalesini
okuyup kendisiyle irtibata ge¢mesi, insan in vitro fertilizasyonu ile ilgili
calismalarini oldukca hizlandirmistir *. Edwards ve Steptoe’nin isbirligi iginde
¢alismasi dahilinde ilk uygulamalarini Lesley ve John Brown cifti Gzerinde
gerceklestirmiglerdir ve Steptoe dncelikle Lesley’den oositlerini laparoskopik
yontemle almistir. Edwards oositleri laboratuvar ortaminda esinin spermi ile
dolleyerek embriyo elde etmis ve bu embriyolari 64 hicre civarinda (yaklasik
dort veya besinci gunde) uterusa yerlestirerek gebelik elde etmistir. 25
Temmuz 1978 ilk tip bebek Louise Joy Brown’'in dogum gunu olup insan IVF

tarihinin baslangici olarak kabul edilmektedir '°.

2.3. IVF Yontemine Genel Bakis ve Uygulanan Yardimci
Teknikler

ik tip bebegin dogumunun ardindan gecen 30 yil igerisinde
IVF'te ¢ok o6nemli gelismeler kaydedilmistir. ilk basta tubal faktérin
ustesinden gelmek icin dizayn edilen IVF simdilerde aciklanamayan infertilite,
erkek infertilitesi, endometriyozis, overyan yetmezlik gibi problemlerin

¢oziimiinde de kullanilir hale gelmistir "7

Ddnyanin 6nde gelen bazi IVF merkezlerinin sonuglari
degerlendirilerek elde edilen genel IVF endikasyonlari ve gérilme oranlari

Grafik 1’de gésterilmistir 8.
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Grafik 1: infertilite nedenleri ve cok merkezli verilere gére gériilme sikliklari.

2.3.1. Infertilite (kisirlik)

Ciftlerin gocuk sahibi olmayi istemelerine ve duzenli cinsel
iliskide bulunmalarina ragmen en az bir yil sureyle gebelik elde edememeleri
olarak tanimlanir. Bu durumda infertilite nedeni ortaya koyulmali ve probleme
dayali tedavi uygulanmalidir. Yukarida belirtilen nedenlerin ¢ézumu IVF
tedavisi olup bu bodlimde genel anlamda IVF tedavisinin asamalari ve

kullanilan teknikler aciklanacaktir.

2.3.2. Ovulasyon indiiksiyonu ve QOosit Toplama

IVF’'te amag; ovaryumlardan olabildigince ¢ok sayida ve iyi
kalitede oosit elde etmektir. Bunun igin tedaviye alinan kadinin yas, kilo ve
hormon duzeylerine bagh olarak ovulasyon indiksiyonu protokolU dizenlenir.
Kontrolli overyan hiperstimulasyonu denilen bu uygulama sirasinda
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kullanilan ilaglarin dozunun ayarlanmasi hem yeterli ve iyi kalitede oosit elde
etmek hem de kisiye sistemik bir zarar vermemek acisindan ¢ok énemlidir. Bu
nedenle takip sirasinda ultrason sonuclari ve hormonlarin artis durumuna

gore ilaglarin dozu degistirilip ayarlanmaktadir.

Bu tedavi sirasinda; dogum kontrol haplari, GnRH analoglari
(Lucrin/Decapeptyl) enjeksiyonlari, gonadotropin (Follegon/ Puregon/
Menagon/ Gonal-F) enjeksiyonlari uygulanmakta ve seri olarak hormon ve
rahim ici ultrason tetkikleri yapilmaktadir. Bazen tedaviye kortizon ve
metformin gibi ilaglar da eklenebilmektedir. Uygun ultrason sonuglari ve
hormon sartlari elde edildiginde hCG (Pregnyl/ Profasi) enjeksiyonu yapilip

35,5-39 saat sonra oosit toplama (OPU = oocyte pick up) islemi yapiimaktadir
19, 20, 21

2.3.3. Oosit Toplama

Oosit toplama iglemi transvajinal ultrason esliginde yapilir. Bu
igslem icin vajina arka duvarindan ovaryumlarin i¢ine dogru bir igne sokularak
ultrason esliginde folikuldeki sivi, oositleri elde etmek igin bir test tiplne
aspire edilir. Stereo mikroskop altinda oositler follikal sivilarindan ayiklanarak

toplanir ve uygun kosullarda (37°C, %5-6 CO,) iki saat sure ile inklbe edilir
13

2.3.4. Sperm Hazirlama

Semendeki sperm konsantrasyonu, hareketlilik orani ve
morfolojisine bagl olarak sperm gradiyent ya da swim up tekniklerinden
biriyle hazirlanmaktadir. Gradiyent yontemi temel olarak yogunluk farkhlig
esasina dayanmaktadir. Normal morfolojiye sahip olan sperm hucresi semen
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icerisinde yogunlugu en yuksek olandir. Sperm hicresinin kromozomlari son
derece kondanse bir yapi gosterdiginden normal morfolojili ve olgun sperm
hicrelerinin - yogunlugu daha vyuksek olacaktir. Bir semende dusuk
hareketliligin, I6kosperminin ve artik sperm hdcrelerinin ayrica antisperm
antikorlarin olmasi gradiyent yonteminin kullanilmasini gerekli kilar. Sperm
sayisi 20 milyon, hareketlilik oraninin %50 ve progresif hareketli sperm
oraninin %30’un altinda olmasi gradiyent yonteminin tercih edilmesinin
nedenidir. Daha iyi parametrelere sahip semen ornekleri igin swim up teknigi
uygulanabilmektedir. Bu teknikte, dogrudan konsantre edilen semende sperm
hicrelerinin uygun bir solusyona dogru yuzip oradan toplanmalari ile kaliteli

sperm hiicreleri elde edilebilmektedir ™ %2,

2.3.5. Mikroenjeksiyon

Mikroenjeksiyon ya da Intra Cytoplasmic Sperm Injection (ICSI)
ilk olarak 1992 yilinda Belgika’da Brussel Free University’de Palermo ve
arkadaslari tarafindan uygulanmigtir. ICSI laboratuvar kosullarinda iyi
hareketli ve kaliteli tek bir spermin secilerek bir oositin igine enjekte edilmesi
temeline dayanir. ICSI uygulamasi yapilacak oosit birinci polar cisimcigini
atmig yani metafaz |l asamasinda olmalidir. ICSI yapilacak oositler bu
islemden Once hyaluronidaz enzimi araciligiyla kimulis hdcrelerinden
arindirilir. Bu sayede hem oositin manipulasyonu kolaylastirilir hem de polar
cisimcigin atilip atilmadigi net bir sekilde gozlenebilmis olur®?. Erkek kaynakli
infertilite tedavisi ve oOnceki tup bebek denemelerinde fertilizasyon
basarisizligi ile karsilasan ciftler icin ICSI yontemi dunyadaki en basaril

yardimci ureme teknigi ve tedavisidir.

Her vyeni teknikte oldugu gibi tip bebek ve Ozellikle
mikroenjeksiyon icin teorik bazi risklerin oldugu yontemin ilk uygulanmaya
11



basladi§i andan itibaren tartigsiimaya baglanmis ve aradan gegen 15 yila
karsin halen tartisiimaktadir. Ozellikle mikroenjeksiyonun yeterli hayvan
deneyi olmadan insan Uzerinde uygulanmasi bu konudaki tartismalarin daha
yogun olmasina neden olmustur. 1992 vyilindan beri uygulanan
mikroenjeksiyon iglemi sonucunda olugan gebeliklerde bazi teorik risklere

rastlandigi aciklanmistir .

Bugune kadar yapilan galismalarda mikroenjeksiyon isleminin
riskleri ile ilgili olarak mikroenjeksiyon uygulamasi sonrasi dogan bebeklerin
dogum kilosunun daha az oldugu, konjenital malformasyonlarda hafif bir artis
goruldigu ancak norolojik gelisimde onemli bir farklihk bulunmadigi rapor
edilmistir 24°.

Cocuklarin dogum sonrasi gelisimleri konusunda bir¢gok yayin
bulunmasina karsin bu konuda kesin bir yargiya varmak icin henuz erken

oldugu ve zamana gereksinim oldugu belirtiimektedir %°.

2.3.6. Piezo Elektirik Yontemi ile Oosit Aktivasyonu

Piezo elektrik yontemi, ¢ok cesitli fuzyon uygulamalarinda,
hicre cekirdek aktarimi ve klonlama c¢alismalarinda ve Kkok hicre
deneylerinde kullanilan etkin bir tekniktir. Onceki tiip bebek denemelerinde
hig fertilizasyon elde edilemeyen olgularda, mikroenjeksiyon igleminden 30 dk
sonra oositlere piezo elektrik verilmesi ile fertilizasyon elde edilmektedir. Bu
islemde oositler “mikrotabak” adi verilen cam kaplar igerisinde 0.5mm
araliklarla paralel iki elektrod arasinda 6zel hazirlanmig tampon ¢ozelti (0.3M
Mannitol, 0.1mM MgSQO4, 0.2mM CaCl,, 0.05mg/ml HSA, 0.05mM Hepes)
icerisine konulur ve “Elektro Hucre Manipulator” cihazi ile hucrelere belirli
dizeyde akim (10usn, 1.5kV/cm) verilir. Elektrik akimi, bu tip hudcrelerde
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sitoplazmada Ca*? oskilasyonunu arttirarak oositin aktivasyonunu uyarip
fertilizasyonu kolaylastirmaktadir?’. Piezo elektrik, pratikte oldukga basarili bir
teknik olmasina ragmen literatirde teorik olarak basarisi kanitlanmamistir.
Uygulamadan sonra oositlerde dejenerasyon olmamasi, dizenli embriyo
gelisiminin olmasi ve saglikh gebelik ve dogumlar elde edilmesi bu yontemin
glvenilirligini isaret etse de oosit hucrelerinde DNA hasarina neden olup

olmadigi henuz bilinmemektedir.

2.3.7. Embriyo Kaltard

Embriyo kdlturunun ilk asamasi fertilizasyon kontroll olup bu
degerlendirme ICSI isleminden 12-18 saat sonrasinda yapilir ve bu gun
embriyo kultirinde 1. gun olarak adlandirilir. Bu evrede incelenen oositler ya
normal olarak fertilize olmakta veya fertilizasyon yoklugu ya da anormal
fertilizasyon gostermektedirler. Kesin olarak ayri iki pronukleusun varhgi
normal fertilizasyonu gosterir (Sekil 1.a). Embriyonun bolinmeye bagladigi
gln 2. gun olarak adlandiriir ve bu evrede embriyolar 2-4 blastomerli
evrededir (Sekil 1.b). Embriyo kdltirinun 3. glininde 6-8 blastomerli olan
embriyo (Sekil 1.c) 4. ginde morula - kompaktlasma (Sekil 1.d) evresinde
olmaktadir. Kulturin 5. gununde blastokist evresindeki (Sekil 2.2.e)

embriyolar gelismektedir.
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Sekil 1: Preembriyolarin gelisim evreleri. a) proniikleer agama b) 4 blastomerli evre c) 8
blastomerli evre d) kompakt evre e) blastokist evresi.

2.3.8. Embrivo Gelisiminin Degerlendiriimesi ve Embriyo

Transferi

insan fetusunun erken kaybi oldukga yaygin bir olaydir. Dogal
tekiz fetuslarin yaklasik %73’'U 6. haftaya ulasamadan kayba ugramakta ve
kalanlarin =~ %901 dogumla  sonuclanmaktadir’®.  Genellikle gelisen
embriyolardan 2-3 tanesi morfolojik 6zellikler géz 6ninde bulundurularak
segcilip transfer edilir. Ancak secilen embriyolarin implantasyon potansiyelinin
olup olmadigi sadece morfolojik degerlendirme ile anlagilamayabilir. Oncelikle
genetik saglamlik, implantasyonun gerceklesmesi ve saglikli ¢ocuk sahibi
olmada kesin bir gerekliliktir. Pek ¢ok dusuk kalite embriyo, normal ve saglikl
fetuslar gelistirse de fragmentli ve gelisimi durmus (arrest) embriyolarda
sayisal ve kromozomal anomalilerin daha sik oldugu gériilmektedir®®. Bu

durum, morfolojik siniflandirma sisteminin transfer igin en iyi embriyoyu
14



se¢mede faydali oldugunu ancak gelisimsel olarak normal olan embriyolarin
seciminde sinirlamalar gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu nedenle transfer
edilecek embriyonun sec¢imi en azindan simdiki kosullarda baz kuguk

testlerle yapilmaya galisiimaktadir.

Pek cok genetik bozuklugu olan embriyonun geligsimi erken
donemde durmaktadir. Pronukleer geligsimin ardindan genetik bozuklugu olan
embriyolarin hizli kaybi, sekiz hiicre agsamasindaki embriyonun transfer igin
secimini uygun kilmaktadir®®. Degisik morfolojik kalitelerdeki preembriyolar
sitogenetik agidan incelendiginde arastirmacilar, pronukleer asamadaki
anomali oranini %65, 2-4 hicre agsamasinda %55 ve 5-8 hlicre agsamasinda

ise %27 olarak saptanmigtir.

Oositlerin geligsimi sirasinda kaderinin 6nceden belirlenebilmesi
transfer icin en iyi embriyolarin secimine yardimci olabilir ancak
ekstrasitoplazmik ve intrasitoplazmik morfolojilerine bakilarak yapilan bu non-
invasive sec¢imin belirleyiciligi ¢ok =zayiftir. Son ddnemde folikuler
vaskularizasyonun oositin gelisimsel kaderini 6ngérmede belirleyici oldugu

éne sirilmektedir 3.
2.4, Tek hiicrede DNA Hasarini Belirleme: Komet Teknigi

Tek hicre elektroforezi olarak da bilinen komet teknigi, oldukcga
hizli ve hassas bir floresan mikroskop yontemi olup tek hucre dizeyinde DNA
hasar ve onariminin belirlenmesinde kullanilir®®. Bu teknik, yaslanma ve klinik
arastirmalardan genetik toksikoloji ve molekuler epidemiyoloji gibi
toksikolojinin pek cok alaninda énemli uygulama alanlarina sahiptir **. DNA
sarmal kiriklarinin élgiilmesi igin Ostling ve Johanson tarafindan 1984 yilinda
izole edilmis hucrelerde DNA hasarini dlgmek icin Mikrojel Elektroforez
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Teknigi adi altinda bir teknik gelistirilmigtir“. Bu teknikte hicreler mikroskop
laminda agara gomduruldukten sonra deterjan ve tuz ile lizise ugratiimis ve
DNA, noétral sartlarda elektroforeze tabi tutulmustur. Elektroforez islemi disuk
elektrik akiminda (5 V/cm) 5 dk sureyle yapiimis ve lamlar akridin oranj ile
boyanmigtir. Elektrik akimi sonucunda hasarli DNA c¢ekirdekten anoda dogru
surtklenmis ve bas ve kuyrugu ile bir kuyruklu yildiz (Komet) gorintlsundn
olusmasina neden olmustur. Ostling ve Johanson’'in geligtirdikleri teknikte
kullanilan lizis sartlari noétral pH da oldugu igcin DNA baz iftleri
ayrilmadigindan sadece ¢ift DNA sarmal kiriklarinin belirlenmesi mamkunddar.
Teknik daha sonra Singh ve arkadaslari tarafindan lizis islemi bazik
kosullarda yapilarak degistiriimis ve sadece sarmal kiriklarinin degil bazik
kosullarda  belirlenebilen  hasarlarin, DNA c¢apraz baglarinin  ve
tamamlanmamig  kesip-¢cikarma onariminin  gerceklestigi  bolgelerin
belirlenmesine de olanak saglamistir *°. Singh ve arkadaslarinin gelistirdikleri
bu ydontem, su anda bazi basamaklarda yapilan degisikliklerle beraber en ¢ok
kullanilan yoéntemdir. Tablo- 1° de komet yontemiyle farkhh pH’ larda

belirlenebilen DNA hasar tipleri gosterilmektedir.

DNA sarmal kiriklarini 6lgmeye yarayan yontemler, genellikle
sarmal kingina neden olan ajanlarin  DNA molekulinan buydklagunu
azaltmasi ilkesine dayanir. DNA tek ve g¢ift sarmal kiriklari, kromatin
yapisinda degisikliklere neden olabilir. DNA tek sarmal kingini olgen
tekniklerde DNA ¢ift sarmalinin agilmasi gereklidir. Denaturasyon, gift
sarmalin ¢ozulmesi ve tek sarmal kiriklarinin yaninda sadece bazik ortamda

olusan kiriklarin belirlenmesi icin de yuksek pH’ dan yararlaniimaktadir %,
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Tablo 1: Komet yontemiyle farkl pH’ larda belirlenebilen DNA hasar tipleri

pH: 7-8 pH: 10-12 pH>12
Cift sarmal kiriklar Cift sarmal kiriklan Cift sarmal kiriklan
Capraz baglar Tek sarmal kiriklar Tek sarmal kiriklar
Kesip-gikarma onarim Kesip-¢cikarma onarim
bolgeleri bolgeleri
Capraz baglar Capraz baglar

Bazik ortamda agiga ¢ikan

hasarlar

Komet tekniginde ilk asamada deterjan ve ylksek tuz
konsantrasyonlari ile hlcrelerin zarlar patlatilir, protein baglari ¢ézilur ve
DNA aciga cikarihir. Boylece DNA'nin negatif yukli kirik uglari hasarli DNA
elektroforez sirasinda pozitif yiklu uca yani anoda dogru go¢ ederler. Bunun
sonucunda da kuyruklu yildiz gérinimu (Komet) olusur. Hasarsiz DNA’ ya
sahip hucreler degismeden kalir. Elektroforez islemi, disuk elektrik akiminda
(5V/ecm) 5 dk sureyle yapilir ve lamlar akridin oranj ile boyanir. Floresan
boyama sonucunda hasarli, az hasarli ve hasarsiz DNA’ya sahip hucreler,
bas bdlgesinde hare ile floresan boyanmanin ¢apina gore degerlendirilir. DNA
gocu hem DNA'nin blayukligine hem de DNA’'daki kirik sayisina baghdir.
Kuyruk uzunlugu hasara bagli olarak artar ancak elektroforez sartlarina bagl
olarak en yuksek duzeye ulasir. Dusuk hasar duzeylerinde DNA’da gdgten
¢ok yayillma gorulirken, kirk sayisinin artmasiyla DNA pargalari kuyruga
dogru go¢ etmeye baslar ve ¢ok hasarli hucrelerde (apoptotik) bas ve kuyruk

tamamen ayrilmistir *’.

Kuyruktaki floresan siddetinin hicrenin bas tarafina goére

karsilastirilmasiyla sarmal kiriklarin sayisi hakkinda bilgi edinilebilir®®.
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Hasarsiz hucrelerde cekirdek parlaktir ve floresan siddeti bas tarafta
yogundur, ancak DNA'da kiriklar s6z konusu oldugunda floresan gekirdekten
anoda dogru yayilarak kuyrukta siddetlenir. Komet teknigi, hasarl hicrelerde
floresanin bas taraftan kuyruga gegcisini yansittigindan DNA hasarinin
kantitatif olarak belirlenmesinde kuyruk momenti, kuyruktaki DNA yuzdesi ve

kuyruk uzunlugu énemli parametrelerdir .

2.4.1. Komet Tekniginin Kullanim Alanlari

1988 yilinda bazik komet tekniginin ilk defa uygulanmasindan
bu yana DNA hasari (tek ve ¢ift zincir kiriklari, oksidatif DNA baz hasarlari,
DNA-DNA / DNA-protein / DNA-ilag baglantilarinda) ve dkaryotik hicrelerdeki
DNA onariminin  belirlenmesinde pek ¢ok alanda basari ile
uygulanmaktadir®®. Simdilerde komet teknigi, duyarlii§i ve DNA hasarini tek
hicre duzeyinde olgmeye olanak saglamasi nedeniyle genotoksisite
testlerinde, insan biyomonitorizasyonu, ekogenotoksikoloji ve molekuler
epidemiyolojide kullanilan temel ve standart tekniklerden biridir. Bu teknik;
basit, hizli, hassas, ekonomik ve ¢ok yonlu olmasi nedeniyle tercih edilerek

kullaniimaktadir*'42,

Komet teknigi, ayni zamanda DNA onariminin
belirlenmesinde de kullaniimaktadir. Bu amacla Gedik C.M. ve arkadaglarinin
yaptiklari galismada hucreler dnce DNA hasari olusturan kimyasalla muamele
edilmis daha sonra da onarim basamagini baskilayarak onarim kapasitesi

hakkinda bilgi edinilmistir®.

Komet teknigi, bazi patolojik sartlarin veya kimyasallara
terapotik olarak maruziyet sonucunda olusan sonuglarin arastiriimasi
amaciyla pek ¢ok klinik galismada uygulanmistir. Bunun sonucunda kotu
beslenme, parazitik enfeksiyon, diabet, mesane kanseri, duguk gibi etkenlerin
anlamli olarak DNA hasarini arttirdi§i bulunmustur **4°%_ Ayrica radyoterapi
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ve/veya kemoterapi alan hastalarda, anestezik ilaglarin etkisinde kalanlarda,
siklofosfamid ve sisplatin alan meme kanseri hastalarinda Komet teknigi ile

anlamli olarak artmis DNA hasari belirlenmistir *'.

2.4.2. Komet Tekniginin Uyqulanabildigi Hlicreler

DNA hasarinin indiklendigi ¢calismalar, komet yontemi ile gesitli
hicre tiplerinde ve hedef organlarindan alinan hicrelerde yapilabilmektedir.
Komet teknigiyle yapilan klinik ¢alismalar sadece somatik hucrelerle sinirli
kalmamis, kisir olan ve olmayan erkeklerin spermlerinde DNA hasari
arastirildiginda anlamli bir farklilik bulunmamistir®®“®. Komet teknigi daha cok
suspansiyon halindeki, sayilari milyonlara varan hicrelere (érnegin sperm ya

da lenfosit suspansiyonu gibi) uygulanan bir yontemdir.

Ozellikle nedeni agiklanamayan infertilite olgularinda giftlerin
yaklasik %25’'inde tup bebek uygulanmasinda spermden veya oositten
kaynaklanan bir fertilizasyon bozuklugu gériilmektedir *°. Bugiine kadar bu
konu Uzerinde sadece sperm DNA buatanligld arastiriimis ve aksi

gorislerin®-°1°2

yani sira birgok galisma spermde DNA hasarinin fertilizasyon
lizerine etkisinin bulunmadigi sonucuna varmistir’>>***%° Qositte DNA
hasarinin fertilizasyon Uzerine etkisi ise henuz arastirimamis bir konudur.
Ancak kumulus hucrelerinde DNA hasarinin belirlenmesi ile bu konu

irdelenmistir °¢°7.

Komet tekniginin oositlerde uygulanabilmesi igin tek bir hiicrenin
jel icerisinde DNA’sinin yurutalup mikroskopta gozlenebilmesi oldukga gugtar.
Bu sebeple literatirde komet teknigi ile galigsiimamigtir. Ancak 2001 yilinda
Chan ve arkadaglarinin dondurulmus ¢6zilmus hamster oositlerin yine ayni
yil Jebelli ve arkadaglarinin yardimci Ureme tedavileri sonucu gebe kalan ve
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kalamayan hastalarin serumunda bekletiien hamster oositlerinde, komet
benzeri bir yontem geligstirerek DNA hasarini belirlemeleri, literatirde bu
konuda yer alan calismalardir’®®®. Qosit komet teknigi olarak nitelendirdikleri
bu teknikte oosit, elektroforezde yudrutilme oncesi fikse edilmekte ve
isaretlenen bu bolgede oositin yeri floresan mikroskop altinda

belirlenebilmektedir *°.
2.5. Kadinlarda Ostrojen Hormonunun iglevi

Ostrojen, ovaryumlardan salgilanan iki énemli cinsiyet steroid
hormonlarindan biridir. Ostrojenler hem erkeklerde hem de kadinlarda
bulunmakla beraber, Ureme vyasindaki kadinlarda dizeyleri ¢ok daha
yuksektir. Embriyonik ve fetal gelisimde 6nemli bir role sahip olan Ostrojen
hormonu, kadinlarin sekonder seksuel karakterizasyonu, Ureme dongusd,
fertilite ve gebeligin devamhligi GUzerine etkileri vardir. Bunun yani sira
endometrial hucre buyumesinde ve farklilagsmasinda duzenleyici goreve
sahiptir®®. Dogal olarak olusan 6strojenler, kolesterolden tiireyen Cig
steroidlerdir ve bunlar 17B3-6stradiol (E;), 6strone (E4), and 6striol (E3) olmak
lizere Ug tiptir °'. Kadinlarda bulunan bu hormonlar arasinda 6stradiol en
baskin olanidir. Menars ile menopoz arasinda baglica dstrojen ostradioldar.
Ostron, &stradioldan daha zayif etkili olup menopoz sonrasi kadinlarda
dstradiol ile karsilastirildiginda daha ylksek diizeylerde bulunur. Ostrojen
hormonunun temel kaynaklari ovaryumlar ve plasentadir. Folikullerin olugsumu
ve oositlerin olgunlagmasi LH, FSH ve 6strojenin karsilikli etkilesiminin gerekli

oldugu karmasik olaylardir %%,

Vicutta bunlar enzim reaksiyonlari sonucu androjenlerden
sentezlenir. Ostradiol testosterondan, &stron da androstenedion’dan
sentezlenir.
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2.5.1. Ostrojen Uretimi

Ostrojenler esas olarak ovaryum ve testislerde sentezlenirler
ancak, periferal dokularda androjenlerin aromatizasyonu ile de

sentezlenmektedirler®>®*.

Kadinlarda d&strojen hormonu, temel olarak
ovaryumlarda gelisen folikuller, korpus luteum ve plasenta tarafindan Uretilir.
FSH ve LH, yumurtlayan kadinlarda ovaryumlarda &strojen dretimini
dizenlerler. Bazi oOstrojenler ayni zamanda dusuk dizeylerde karaciger,
adrenal bezler ve memede sentezlenirler. Ostrojenin bu ikincil kaynaklari

Ozellikle post menapozal kadinlar icin énemlidir.

Ostrojenin sentezi ovaryumlarda teka interna hiicrelerinde
kolesterolden androstenedonun senteziyle baglar. Bu bilesik, bazal
membrandan c¢evredeki granuloza hucrelerine gegerek burada dogrudan
veya testosteron Uzerinden Ostron veya Ostradiole cgevrilir. Testosterondan
Ostradiole ve androstenediondan ostrona donligumu aromataz enzimi saglar.
Ostradiol dlzeyleri menstrual déngl boyunca farklihk géstermekte olup

ovulasyon 6ncesi oldukga yiiksek seyreder .

2.5.2. Ostrojenlerin Etki Mekanizmasi

Hormonlarin  hedef hulcrelerine  ulagtiklarinda  etkilerini
gOsterebilmesi igin 6zgll reseptorlerine baglanmasi gerekir. Hormonlar ya
membran reseptorleri ile ya da cekirdek reseptorlerine baglanarak biyolojik
aktivitelerini gosterirler. Ostrojenler etkilerini ligand ile aktive olan ve 6strojen
reseptorii (OR) olarak adlandirilan transkripsiyon faktérleri araciligi ile
gostermektedir ©3°¢. Ostrojen reseptorleri ayrica hiicre ici ikincil habercilerin
ve zarla iligkili olan sinyal komplekslerinin aktivitesine de aracilik
63,67

etmektedir
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Ostrojen reseptorleri hiicre igi reseptorlerin gekirdek hormon
ailesinin bir Gyesi olup 17B- 6stradiol hormonu ile aktive edilirler °, Ostrojen,
cekirdek reseptor proteine baglanarak doku ve organa 6zgul fizyolojik
cevaplari tetikler. Cekirdek reseptorleri, hormona baglanma, transkripsiyonda
gorev alan DNA’ya baglanma ve diger protein faktorleri ile etkilesen

diizenleyici bélgelerden olusur .

Ostrojen reseptériniin alfa (ORa) ve Ostrojen reseptdrii beta
(ORB) olmak (izere iki tipi bulunmaktadir. Iki reseptdr proteininin de DNA
baglanma bdlgesi oldukga benzer olmasina ragmen, molekllin genelindeki
amino asit benzerligi dusuktir. Ornegin ligand baglanma bélgesinde %55
oraninda homoloji vardir. Bunun sonucu olarak da farkli ligandlar her iki
reseptor proteinine farkli baglanma ilgisi goOstermektedir. Reseptor
proteinlerinin dagilimi  bazi dokularda c¢akigsmakla birlikte farkliliklar
gostermektedir °'.

Kandaki serbest Ostrojen hormonu hicreye zardan hizli
difizyon ile girer, 6zgul reseptorlere baglanir, dimer olusumu gergeklesir ve
reseptor hormon mesajini gekirdekte kromatine iletir. Bunun ardindan protein
sentezi ve hormonun karakteristik hucresel yanitina neden olan mRNA

yapimi olugur.
Ostrojen reseptorlerinin yari émrii 2-4 saat olup yaklagik olarak

6 saatte baglanma kapasiteleri azalir. Bu nedenle 6strojen etkisinin devamhilik

gosterebilmesi icin dstrojen varliginin devamli olmasi gerekmektedir .
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2.5.3 Ostrojen Reseptor Proteini Alfanin (ORa) Yapisi

ORa ilk olarak 1958 yilinda Elwood Jensen tarafindan
tanimlanmis, 1986 yilinda ilk kez uterustan klonlanmistir ®°°. Bugiine kadar
ostrojen reseptorleri oositte™, granuloza hiicrelerinde’’ ve overyan epitel
hiicrelerinde’ tanimlanmistir. ORa. 595 amino asit igerir ve 66 kDa

agirhgindadir’.

ORoa proteini amino ucundan karboksil ucuna dogru A’dan F’ye

kadar isimlendirilen 6 bdlgeye sahiptir " (Sekil 2).

ORa A/B - D E -

Transkripsiyonel
aktivasyon

Sekil 2: insan Ostrojen reseptér a (ORa) proteininin islevsel bélgeleri. AF-1;
Aktivasyon isglevi 1, AF-2; Aktivasyon islevi 2

A ve B bodlgeleri; c¢ekirdek reseptor ailesi iginde oldukcga
degisken bir bolge olup sahip oldugu Aktivasyon islevi 1 (AF-1) yoluyla bir
genin ifadelenmesini hiicreye 6zgiin sekilde diizenlemektedir’*. Bu sayede
ORa merkez transkripsiyon aygitinin bilesenleri ile dogrudan etkileserek
hedef genleri aktive eder ya da diger proteinlere sinyal iletiminde rol oynayan
koaktivator proteinlerle dogrudan iliski kurar. AF-1 bdlgesi, hicre tipi ve
kontrol bdlgesi igerik 6zginligine sahip olmakla birlikte ORpB’ da

bulunmamaktadir’.
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C Bolgesi; ORa proteininin DNA baglanma bdlgesidir. Hedef
genlerin Ostrojen Cevap Elementlerine baglanmasindan sorumlu olup

reseptdr dimerizasyonunda gérev alir °7°,

D Bolgesi; DNA baglanma bdlgesini ligand baglanma bdlgesi
ile ayiran 40-50 amino asitlik bir bdlgedir. Reseptdr proteininin
dimerizasyonunda gorev alir ayni zamanda korepressor proteinler ile

etkilesmektedir 7.

E Bélgesi; Ligand baglanma bdlgesini ve Aktivasyon islevi 2'yi
(AF-2) icermektedir. Ayni zamanda dimerizasyon ve reseptor proteinin
cekirdek yerlesiminden de sorumludur. E bdlgesinin C ucunda yer alan ve
cekirdek reseptor super ailesi iginde oldukga korunmus bir yapi olan AF-2,
cesitli koaktivatorler tarafindan taninmakta olup bazi korepressorler icin bir

tutunma yeri gorevi stlenmektedir ™.

F boélgesi; Karboksil ugta yer alan bu bodlge, ORo proteininin
gen aktivasyon kapasitesine katkida bulunmakta ve proteininin dimerizasyonu

ve kofaktor baglanmasinda da etki gdstermektedir ™.
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2.5.4 ORa’ nin Aktivasyonu

ORo’ niin aktivasyonu ligand (dstrojen) bagimli ve ligandtan
bagimsiz olmak Uzere iki sekilde gergeklesmektedir. Ostrojen bagimli
aktivasyon durumunda reseptor proteini, DNA baglanma bdlgesini kapatan ve
reseptorl inaktif bir pozisyonda tutan saperonlar ile baghdir. Reseptore
Ostrojen baglanmasi durumunda reseptor proteini Hsp 90, Hsp 70 ve diger
proteinlerden ayrilip konformasyonel degisiklikler gegirerek dimerizasyon
olusur ve bu sekilde sitoplazmadan gekirdege yol alir °*"°. Reseptériin ligand
baglanmasi ile aktive olmasini reseptorin inaktif durumunda bagh oldugu
Hsp 90 saperonunun ATP’yi hidrolize etmesi tetiklemektedir. Bu durumda
ostrojen reseptor dimeri DNA (izerindeki Ostrojen Yanit Elementi ile
etkilesime girer ve hucresel transkripsiyon kompleksi diger bilesenleri ile
etkilesir’®. Amino ugta yer alan AF-1 ve ligand baglanma bélgeside yer alan
AF-2’nin birbirleriyle etkilesimleri sonucu doku, hicre ve kontrol bodlgesine
0zgu olan yardimci duzenleyici kompleksler hedef gen bdlgesine toplanarak
hedef genlerin aktivasyonu veya baskilanmasi ydninde etkilerini

gosterirler’>7®.

ORo’ yI da igeren tiim steroid reseptor proteinleri kendilerine
0zgu ligandlarin baglanmasindan sonra fosforile edilirler. Steroid hormon
reseptorlerinin  fosforilasyonu reseptdorin gendeki kendi yanit elementine
baglanmasinda ve bundan sonra  gergeklesen transkripsiyonun
aktivasyonunda énemli bir rol oynar79. Genel olarak AF-1 bolgesindeki serin
amino asitlerinin fosforilasyonu koaktivatér toplanmasini arttirmakta ve ORa
aracih transkripsiyonun artisiyla sonuglanmaktadir. Serin 236 fosforilasyonu,

reseptor dimerizasyonunda ve DNA’ ya baglanmada rol oynamaktadir .
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ORo’ niin ligand bagimsiz aktivasyonu ise hiicresel kinaz ve
fosfatazlarin aktivitelerini degistiren molekiiler yollarla gerceklesmektedir®.
Ostrojen yoklugunda farkli sinyallerle aktiflesen kinazlarin aktive olmasi ile
Ostrojen reseptort geri donusumla olarak fosforile edilip aktivasyonu
sadlanir’®. Bu mekanizma o&zellikle biiyime faktorleri, sitokinler ve
norotransmitterler  gibi  hdcre  digi  sinyal  molekdllerinin  yerel
konsantrasyonunun yuksek oldugu durumlarda ve erkeklerde veya menapoz
sonrasi kadinlarda oldugu gibi serum 0Ostrojen konsantrasyonunun dusuk

oldugu durumlarda etkili olabilmektedir ®'.

2.5.5. Ostrojen Reseptor Geni

OR-a ve OR-B sirasiyla OR-1 ve OR-2 genlerinden
ifadelenmektedir®®®. OR-2 geni 14. kromozomda (14g23.2) 40 kblik bir
bolgeyi icermektedir. OR-1 geni, 6. kromozomda (6q24-27) 140 kb’lik bir
bdlgeyi kapsar ve 8 ekson igermektedir (Sekil 3). Eksonlar sirasiyla 684, 191,
117, 336, 139, 134, 184 ve 4537 bg (toplam 6322 bg) blyikliigiindedir 28384,

Promotor Ekson1 Ekson2 Ekson 8
¥

. T
5 11 |m || | i | iﬂ?ﬁ’
[T I [ I i [

Sekil 3: insan dstrojen reseptdr 1 geni intron ve ekson bélgeleri.

ORa geninin transkripsiyonu karmasiktir ve bir kag tane kontrol
bélgesinin aktivitesi rol almaktadir®. ORo’ nin da yer aldigi gekirdek reseptor
ailesinin diger uyelerinden elde edilen bulgular, ¢oklu kontrol bdlgelerinin,
steroid hormon reseptorlerinin ortak bir Ozelligi oldugunu gostermektedir.

insan ORa. geninin en az 7 kontrol bdlgesinden ¢oklu mRNA’ lara
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transkripsiyonu yapilmaktadir ve bu kontrol bdlgelerinin bazilari reseptorin
ligandi olan 6strojenle duzenlenmektedir. Coklu kontrol bolgelerinin en 6nemli
olasi iglevi, kontrol bolgelerinin dokuya 6zgin dizenlenmesi ve dokulardaki
farkhh  mRNA varyantlarinin  ifadelenmesinin  dlizenlenmesinde s
gorebilecegidir. Ornegdin normal meme ve uterin dokusunda kontrol bolgesi A,
kontrol bdlgesi B’ ye oranla daha az kullaniimaktadir. Farkli kontrol bolgeleri
gelisimin  farkh asamalarinda kullanilabilmektedir. Sican embriyonik
gelisiminde ORo. mRNA varyantlarinin diizeylerinde farkhliklarin oldugu

belirlenmistir 5°.

Coklu kontrol bdlgesi mekanizmasinin diger bir iglevi de farkl
kontrol bodlgelerinden Uretilen mRNA'’ larin farkli alternatif intron gikartiimasi
ve ekson birlestirimesi iglemine (alternatif splicing) ugrayabilecegi ve
bununda cesitli protein izoformlarini kodlayan MRNA’ larla
sonuglanabilecegidir. Bu sayede ORo’ nin farkli mRNA islenmesine ugramis

formlari tanimlanmistir .

2.5.6. Ostrojen Reseptdér Gen Polimorfizmleri

Polimorfizm, bir toplumda farkli allellere bagli olarak genetik
acidan belirlenmis iki veya daha cok alternatif fenotipin goriilmesidir®”. Eger
toplumda herhangi bir lokusta en az iki tane yaygin bulunan allel varsa bu
lokusun polimorfizm sergiledigi sdylenir ve bir allelin toplumdaki sikhgr %1’

den fazla olursa bu allel polimorfik olarak adlandirilir®°,

Ostrojen reseptdr genleri IVF sonucunu etkileyebilecek ve belli
infertilite ile ilgili jinekolojik bozukluklar igin risk olusturabilecek gesitli DNA dizi
varyasyonlarini barindirmaktadir®. Bugiine kadar yapilan calismalarda meme

kanseri olan, tekrarlayan dusuklere sahip, osteoporozlu veya anti-strojen
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tedavisi géren hasta gruplarinda pek ¢ok OR-1 gen polimorfizmleri ve
mutasyonlari incelenmisti. OR-1 geninin 1. intronunda, tek nikleotid
polimorfizmleri olan (SNPler) Pvull (T/C) ve Xbal (A/G) restriksiyon
bolgelerinde yer almaktadir. OR-1 Pwvull polimorfizminin endometriozise

62,92

yatkinlik®' ve IVF’in KOH/gebelik sonugclari ile iligkili oldugu gosterilmigtir.

Pvull ve BstUl polimorfizmlerinin meme kanseri ve tekrarlayan dusukler ile

84,93

iligkili oldugu saptanmistir Buna ek olarak, OR-1 kontrol bolgesi

bolgesinde yer alan TA dinukleotid tekrari polimorfizminin premattre overyan

% ve endometriozis %2

bozuklugu riskini arttirdigi belirlenmistir. Premature
overyan bozuklugu olan kadinlarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda uzun
TA tekrarinin daha sik oldugu gozlenmistir®®. Ayni galismada TA tekrarinin
€.454-397 T>C ve c.454-351 A>G ile bagintili oldugu ve uzun TA tekrarina
sahip kadinlarin ¢ogunlukla -397C ve -351G haplotipine sahip olduklari
belirtilmistir. Farkli bir galisma TA tekrarinin OR-1 gen ifade edilmesine veya

islevine etkisi olduguna dikkat cekmektedir 5°.

OR-1 genindeki polimorfizmler ve gesitli klinik fenotipler
arasindaki iligkileri arastiran bu ¢alismalar Pvull, Xbal ve kontrol bolgesindeki

TA tekrar polimorfizmleri Gzerine yogunlagsmigstir %,

Pwvull polimorfizmi, intron 1° de timin nudkleotidinin sitozine
doénusuimu (T>C) sonucu olusur ve bu dénusimun belirlenmesinde kullanilan
restriksiyon enziminden yola c¢ikarak bu polimorfizme Pvull polimorfizmi
denilmektedir. Bu polimorfizm ayrica IVS1-397 T/C, c¢.454-397T>C ve
rs2234693 olarak da adlandiriilmakta olup bu tez ¢calismasinda c.454-397T>C
isimlendirmesi kullanilacaktir. Bu isimlendirmede, 454 OR-1 geninin cDNA
dizisinde polimorfik bdlgeden sonra protein kodlayan en yakin eksonun
baslangi¢c nukleotidini belirtmektedir. -397 ise polimorfik bolgenin DNA
dizisinde kendisinden sonra gelen ilk eksondan ka¢ baz 6nce bulundugunu
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belirtmektedir. Dolayisiyla, T>C donusimui 2. eksonun baslangicindan 397
niikleotid yukarisinda gergeklesmektedir ¥. Pvull enziminin kesim bdlgesinin
olmasi p alleli ya da T alleli (yaban tip) olarak adlandiriimaktadir. Enzimin
kesim bdlgesinin olmamasi ise P alleli veya C alleli (polimorfik) olarak

isimlendiriimektedir.

€.454-397T>C polimorfizminin OR-1 mRNA’sinda intronlarin
¢cikmasi ve eksonlarin birlesmesine (splicing) etki etti§i ve meydana gelen
T>C donusumunun protein sentezinde bir degisime yol acgtig
dustinilmektedir®®. C allelinin myb ailesi transkripsiyon faktérleri icin bir
baglanma bdlgesi olusturdugu gosterilmis ve bu baglanmanin ORa

proteininin sentezini etkileyecegi sonucuna variimistir %°.

Xbal polimorfizmi, intron 1° de adenin nukleotidinin guanine
donisimu (A>G) sonucunda olugsmaktadir. Bu donidsumuin belirlenmesinde
kullanilan restriksiyon enziminden yola c¢ikarak bu polimorfizm Xbal
polimorfizmi olarak adlandirilmaktadir. Bu polimorfizm ayrica 1IVS1-351 A/G,
c.454-351A>G ve rs9340799 olarak da adlandiriimakta olup bu tez
calismasinda c.454-351A>G isimlendirmesi kullanilacaktir. Bu ifadede 454;
OR-1 geninin cDNA dizisinde, polimorfik bélgeden sonra protein kodlayan en
yakin eksonun baslangic nukleotidini belirtmektedir. -351 ise polimorfik
bolgenin DNA dizisinde kendisinden sonra gelen ilk eksondan ka¢ baz 6nce
bulundugunu Dbelirtmektedir. Dolayisiyla A>G degisimi 2. eksonun
baslangicindan 351 nukleotid once gerceklesmektedir. Xbal polimorfizmine
neden olan A>G degisimi, Pvull polimorfik bdlgesinden yaklasik 50 baz asagi
kisimda yer almaktadir ®® (Sekil 4). Xbal enziminin kesim bélgesinin olmasi x
alleli ya da A alleli (yaban tip) olarak adlandiriimaktadir. Enzimin kesim
bolgesinin olmamasi ise X alleli veya G alleli (polimorfik) olarak
isimlendirilmektedir.
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Sekil 4: insan dstrojen reseptér 1 geni 1. intronunda yer alan Pvull (c.454-397T>C ) ve
Xbal (c.454-351A>G) polimorfizmlerinin yerlesimi

OR-1 geninin kontrol bélgesinde yer alan TA tekrar sayisina
bagli olarak olusan TA tekrar polimorfizmi birinci eksonun 1kb’lik Ust
bolgesinde yer almaktadir. OR-1 gen kontrol bolgesi alternatif eksonlar ve
farkli gen transkriptlerinin ifade edilmesi ile sonuglanan alternatif kesim
bolgeleri iceren ¢oklu kontrol bdlgelerine sahip oldukg¢a karmasik bir genomik
organizasyona sahiptir®®. Kos ve arkadaslarinin literatiirde isimlendirmesine
gore TA tekrar polimorfizmi ekson C ve B arasinda 1.5 kb’ lik bir bolgede
bulunmaktadir. TA dinukleotid tekrar uzunlugunun, alternatif kontrol bodlgesi
kullanimini etkileyerek belirli dokularda farkli OR-1 ifadelenmesine yol actig
bildirilmistir '°. Diger taraftan steroid yanit elementi gibi davranabilecek bir
dizenleyici elementinin TA tekrarinin yaklasik 200 bg asagisinda yer aldigi

101

belirlenmigtir ='. Her ne kadar bu enhancer in rolu belirlenememis olsa da
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polimorfik tekrar bdlgesine yakinhidi onu TA tekrar buydkligundn islevsel

etkileri icin potansiyel bir hedef yapmaktadir.

Blastokist ve 2 hilicre asamasindaki embriyolarda OR-1
MRNA’sinin ifade edilmesi 6strojenin erken embriyonik gelisimde rol oynama
olasiigini giiclendirmektedir®®. Literatiirde yer alan bulgularin i1siginda belirli
Ostrojen reseptdr gen polimorfizmlerinin arastiriimasi infertilite tedavisinde

onemli bir adim olabilecektir.

Biz bu galismada dncelikle farkli hiicre gruplarina uygulanmakta
olan komet teknigini insan oosit hdcreleri icin uyarlamayl ve bu teknigin
optimizasyonunu saglamayi daha sonra infertil giftlerin bagvurdugu yardimci
ureme tekniklerinde uygulanan baz tekniklerin insan oosit DNA’sI Uzerine
etkilerini aragtirmayi planladik. Calismamizin ikinci bolumuinde ise daha 6nce
pek cok patolojik hastaliklar Gzerine etkisi kanitlanmis &strojen reseptor
polimorfizmlerinden ¢.454-397T>C, c.454-351A>G ve TA dinukleotid tekrar
polimorfizmlerinin oncelikle infertilite daha sonra basta fertilizasyon olmak
uzere yardimci Ureme tedavilerinde elde edilen klinik parametrelere olan

etkilerini belirlemeyi amagladik.
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3.GEREG VE YONTEM

3.1. Aracg ve Geregler

3.1.1.Cihazlar

Floresan mikroskop (Olympus, ABD)

Mikromanipulator (Eppendorf, Almanya)

Elektromanipulator (BTX, ABD)

Uygulamali imaj Sistemi (Cytovision version 2.7, England)
inkiibator (Heraus, Almanya)

Masaustu mini santrifij (Hettich Mikro 22, Almanya)

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

Spin vortex ( Biosan FV-2400, Rusya )

Mikropipetler (CLP Bt10, Bt100, Bt1000 Beta pipetor, ABD)
Thermal cycler (Otomatik 1s1 dongu cihazi) (Eppendorf, Aimanya)
Thermal cycler (Otomatik 1s1 dongu cihazi) (Cetus, Almanya)
Kuru isitici blok (Biosan TDB-120, Rusya)

Mikrodalga firin (Arcelik MD533, Turkiye)

Derin dondurucu (-86°C) (Sanyo MDF-U53865, Japonya)
Elektroforez gu¢ kaynagi (Thermo EC250-90, ABD)
Elektroforez tanki (Thermo Midicell Primo EC330, ABD)

UV translimunator (LKB 2011, ABD)

Jel goruntuleme sistemi (Kodak Gel Logic 100, ABD)
Otomatik DNA dizi analizi sistemi (ABI 310, ABD)
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3.1.2. Kimyasal Maddeler

G-MOPS, tamponlu embriyo manipulasyon solusyonu (Vitrolife, isveg)
G-Fert, embriyo fertilizasyon soliisyonu (Vitrolife, isveg)
G1, embriyo kiiltiir soltisyonu 1 (Vitrolife, isveg)
G2, embriyo kiiltiir soltisyonu 2 (Vitrolife, isveg)
ICSI, sperm manipulasyon soliisyonu (Vitrolife, isveg)
Hyaluronidaz enzimi (Vitrolife, Isveg)
Ovoil (Vitrolife, isveg)
%1 N-lauroylsarcosine (Sigma, ABD)
NaOH (Sigma, ABD)
Merkaptoetanol (Sigma, ABD)
Akridin oranj (Sigma, ABD)
Hidrojen peroksit (Sigma, ABD)
DNA saflastirma kiti (Roche, Almanya)
Primer sentezleri (Metabion, Alimanya)
PZT tamponu (Fermantas, Litvanya)
Agaroz (ONBIO Inc., Kanada)
EDTA (Etilendiamintetraasetikasit disodyum dihidrat) (Sigma,
ABD)
Pvull ve Xbal restriksiyon enzimleri ve tamponlar (Fermantas,
Litvanya)
dNTP karisimi (Fermantas, Litvanya)
Taq DNA polimeraz (Fermantas, Litvanya)
MgCl, (Fermantas, ABD)
Trizma baz (Sigma, ABD)
Gliserol (Sigma, ABD)
Orange G (Sigma, ABD)
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e Sodyum asetat (Sigma, ABD)

e Etidyum Bromdur (Sigma, ABD)

e 100 bg¢’lik molekuler agirlik belirteci (Fermantas, Litvanya)
o $X174 molekuler agirlik belirteci (Fermantas, Litvanya)

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

e Invisorb PZT sonrasi saflagtirma kiti (Invitek, Almanya)

e GeneScan-500 ROX size standard (ABI, ABD)

e POP-4 Polimer (ABI, ABD)

e POP-6 Polimer (ABI, ABD)

3.2. Cozeltilerin Hazirlanigi

3.2.1. 5X TBE Cozeltisi Hazirlanisi

Trizma Baz 54 g
Borik Asit 27.5¢
0.5 M EDTA (pH: 8) 20 ml

Kimyasallar ¢ozundukten sonra 1 litre olacak sekilde Uzerine

distile su eklendi.

3.2.2. 1X TBE Cozeltisi Hazirlanisi

200 ml 5X TBE, distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi.
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3.2.3. Orange G Jel Yukleme Boyasi Hazirlanisi

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

Karistirilarak ¢ozalur.

3.2.4. Stok Etidyum Bromur Cozeltisi Hazirlanisi

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

3.2.5. 3X Sodyum asetat (NaOAc) Cozeltisi Hazirlanisi

NaOAc3H,0 0.04 g

80 ml distile suda ¢ozuldukten sonra, glasial asetik asit ile

(pH:4.6)’'ya ayarlanarak hacim 100 ml’ye tamamlanir.

3.2.6. 1M Tris-HCI (pH 7.5) Hazirlanisi

6.05 g Tris Base dH0 ile 250 mI’ ye tamamladi. HCI ekleyerek
pH 7.5’a ayarland..

3.2.7. Komet Lizis Soliisyonunun Hazirlanisi

%1 N-lauroylsarcosine 0.1 g
0.5M EDTA 744
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1M Tris HCI 50ml

NaOH pelletleri ile pH>10 a ayarlandi. Lizis solusyonundan 5mi

alinip 100ul merkaptoetanol eklendi.

3.2.8. Akridin Oranj Sollisyonunun Hazirlanisi

0.001g akridin oranj 5ml saf suda ¢dzllerek hazirlandi.

3.3. Agaroz Jel Hazirlanigi

%Z2’lik agaroz jel hazirlamak igin 2 g agaroz hassas terazide
tartildi. 1X TBE c¢ozeltisi ile 100 ml'ye tamamlandi. Mikrodalga firin
kullanilarak kaynatildi. Agarozun homojen bir sekilde erimesinden ve sicaklik
60°C’ ye dustiikten sonra 3 pl etidyum bromir eklendi. Hazirlanan karisim
elektroforez tepsisine dokuldd. Jel donduktan sonra yatay elektroforez
tankina yerlegtirildi. Jelin Gzerini ortecek sekilde 1X TBE c¢dzeltisinden
eklendi.

3.4. Yontemler

3.4.1. Calisma Grubu ve Klinik Ozellikler

Bu prospektif calismaya Gen-Art Kadin Sagligi, Tup Bebek ve
Ureme Biyoteknolojisi Merkezi'ne gocuk sahibi olma istegi ile bagvuran 104
kadin ve kontrol grubu olarak en az 1 gocuk sahibi olan fertil oldugu
belirlenmis 107 kadin dahil edildi. Polikistik over sendromu, endometriozis
gibi patolojileri bulunmayan, agiklanamayan infertilite teshisi konmus
kadinlarin yaslarinin 28-35 arasinda olmasi ve menstrual dongunin 2.
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guininde FSH dlzeylerinin <8 mlU/ml olmasi sarti ile grup olusturuldu.
Eglerinin sperm parametrelerinin normal olmasi (normospermi) dikkate
alinarak erkek infertilitesi olgulari c¢alisma grubu digsinda birakildi.
Normospermi tanisini koymak icin, sperm konsantrasyonunun en az 20X10°
/ml olmasi, progresif sperm hareketliliginin en az %40 oraninda olmasi,
normal sperm morfolojisinin ise en az %14 oraninda olmasi gibi Dinya Saglik
Orgiti’niin kriterleri kullanildi. Kontrol grubu ise yine ayni yas grubundan en
az bir cocuk sahibi olmus ve infertilite problemi olmayan kadinlardan
olusturuldu. Infertil kadinlar 4 gruba ayrildi ve toplanilan oositleri farkli
islemlere maruz birakilarak Komet teknigi ile olusan DNA hasari belirlendi.
Her birinde 26 kadinin ve oositlerinin bulundugu bu gruplar asagidaki gibi

planlandi.

Grup 1: mikroenjeksiyon dncesi oositlerine komet uygulanan kadinlar

Grup 2: mikroenjeksiyon sonucu fertilize olmayan oositlerine komet
uygulanan kadinlar

Grup 3: piezo elektrik uygulanmis oositlerine komet uygulanan kadinlar

Grup 4: hidrojen peroksit ilave edilen solisyonda 1.5 saat bekletilen

oositlerine komet uygulanan kadinlar (pozitif kontrol)

Oosit toplama isleminin ardindan her bir grup igin ayrilan
oositler es zamanl olarak komet iglemine kadar embriyoloji laboratuvarinda
Ozel inkUbatorler (Heraus, Almanya) icerisinde kultur solusyonlarinda (G-IVF,
Vitrolife, Isveg) bekletildi. Oositlerin foliklllerden aspire edilmesi ve komet

tekniginin uygulanmasi arasinda gegen zaman her grup igin esit tutuldu.

Oositlerin olgunlagmasi ve fertilizasyonu ile DNA hasarinin
iligkisini incelemek amach 100 adet infertil kadinin metafaz |l asamasindaki
oositlerinden 1-2 tanesine komet teknigi uygulandi. Kadinlarin takip edilen
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diger oositlerinden elde edilen olgunlagma oranlari ile ayni oositlerin ICSI
yontemi ile spermlerle birlestiriimesiyle elde edilen fertilizasyon oranlari

kaydedilerek komet sonuglari ile kargilagtirildi.

Oositleri toplanan 104 kadindan ve kontrol grubunda yer alan
107 kadindan 0.5M EDTA’ i tipe 2 ml kan 6rnekleri alindi. Hasta ve kontrol
gruplarini  olugturan bireyler c¢alisma konusunda bilgilendirildi ve tim

olgulardan calisma ile ilgili “aydinlatiimis onamlari” alindi.

3.4.2. Oositlere Komet Tekniginin Uygulanmasi

Lamlarin alti elmas kalemi ile daire seklinde cizildi.

2. Dairenin icine en fazla 2 oosit konularak hava ile
kurutuldu.

3. Metanol solusyonu ile 15 sn fikse edildi ve hava ile
kurutuldu.

4. Fikse olmus oositler taze olarak hazirlanan akridin oranj

solusyonunda 5 dk bekletilerek boyandi.

5. Lamlar arka plan boyayl uzaklastirmak Uzere su ile
yikandi ve hava ile kurutuldu.

6. %0.8’lik agaroz hazirlandi.

7. Hazirlanan agaroz her bir lamin ylzeyine 20° aci ile pipet
kullanilarak damlatildi ve fazla gelen agarozun koselerden sizilmesine izin
verildi.

8. Her lam masa Uzerine yatay sekilde konuldu.

9. Agaroz katilagstiginda plastik bir kutuya yerlegtirildi ve
4°C’de alkali lizis tamponu agaroz ylzeyine pipet ile damlatildi. (lizis
tamponu: %1’lik N-lauroylsarcosine, 1M Tris-HCI pH:7.5, 0.5 EDTA, 0.3M
merkaptoethanol, NaOH; pH>10)
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10. Lamlar hucrelerin DNA’sinin serbest kalip ¢dzinmesi
amacli 30 dk karanlikta bekletildi.

11.  Lamlar saf su ile yikandi ve elektroforez tankinindaki 1X
TBE solUsyonu igine daldinlarak 5-10 dk dengeye ulasmasi i¢in bekletildi.

12. 50 volt sabit voltajda 40 dk yurataldu.

13.  Vakit gecirmeden lamlar, UV floresan mikroskobunda
20X buyutme ile analiz edildi.

14. Her bir oositin ortalama piksel yogunlugu ve c¢ap

uzunlugu Bs200ProP software programi ile dl¢ulerek komet analizi yapildi.

3.4.3. Genomik DNA Saflastiriimasi

Kan orneklerinden genomik DNA saflastirma islemi agagidaki

protokole gore yapildi.

1- 1.5 ml'lik ependorf tipune; 200 yl baglanma tamponu, 200 pl
kan ornegi ve 40 ul Proteinaz K eklendi.

2- Hemen karistirilarak 70°C’ da 10 dk inkube edildi.

3- Karisima 100 pl izopropanol eklendi ve iyice karigtirildi.

4. Yeni bir ependorf tupunun igine filtreli tup yerlestirildi ve
karisim bu tibe aktarildi. 1 dk 10000 rpm’de santrifdj edildi.

5. Ependorf tipun iginde biriken sivi dokaldu. Filtreli tupte kalan
cokelti Uzerine 500 ul inhibitdr uzaklastirici tampon eklendi.

6. 1 dk 10000 rpm’de santriflj edildi. Ependorf tlipun iginde
biriken sivi dokaldu. Filtreli tipte kalan ¢okelti Gzerine 500 ul yikama tamponu
eklendi.

7. 1 dk 10000 rpm’de santriflj edildi. Ependorf tipun iginde
biriken sivi dokuldu. Filtreli tipte kalan ¢okelti Gzerine 500 pl yikama tamponu
eklendi.
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8. 1 dk 10000 rpm’de santriftj edildi. Ependorf tupun iginde
biriken sivi dokuldu.

9. 10 sn 15000 rpm’de santrifuj edildi.

10. Ependorf tlip yenisi ile degistirildi tiplere 200 pl elution
tamponu (70°C) ilave edildi.

11. 1 dk 10000 rpm’de santrifij edildi.

12. Filtreli tip atildi. Ependorf tipte genomik DNA kullanima

hazir hale geldi.

3.4.4. OR-1 ¢c.454-397 T>C ve c.454-351 A>G Polimorfizmlerini

iceren Bolgelerinin PZT ile Cogaltilmasi

Asagida belirtilen 6zgul primerler kullanilarak polimorfizmleri
iceren boélge PZT ydntemi ile gogaltildi. OR-1 geninin 1300 bg¢'lik bolgesini
cogaltmak uzere secilen primerler Sekil 5 ve tepkime karigimlari Tablo 2'de
verilmigtir.
lleri Primer (forward primer ) 5-CTG CCA CCC TAT CTG TAT CTT TTC

CTATTC TCC- 3
Geri Primer (reverse Primer) 5'-TCT TTC TCT GCC ACC CTG GCG TCG
ATT ATC TGA-3'
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3541l ACTCTCTTCATTCTARARARTTCATTTTICT TEEET CTTATATTCTICRGCT GOCRCOCTA

GCOCTICCCTCRTTTTICATC
357€1 TCCTTRCATTCCATCTGCTERAAT TTTEECT TETECCTEGTROCTETCT RAGERRRCTOCTT
35821 GCTRRCRGTCTECI T GT ORI CT AR TT CRC TT AR CCRCTCTTTIGCTTT GTT GGACTT
35881 CICTGCCCOCATTIGCCATICTTGATCATCCTCT CCAT ARRCCTITCT ACTT RRRGCATTT
35541 TACTTCCTIIATIIICTI TG GEI T TT CCTRGARTCTOCTTRCTGTITCATT TICAGCTTCCTTIT
36001 CIGIGITCCTICTICTICTTCCTACATTTITITITAGCT TICTACT TICTT AR RGCATTITA
Te0el CITCOCTIIATITICITGGTI TICCTAGRAATTTTCTTACTGITCATI TICACTITOCTITCT
36l2l GIGTICCTICTGATTIGICTCTCTIICTACATITITITITICTGT GT TCCTICTGATTITICRC
Ielel GOAGTCIGEAGT TG AT AT CAATCATR GO CTRCT GO R OCTOGRCATCCTREECTCRR
36241 GIGATTCTCCCRACCTCAGCCT TACRAGTRGCTAGGRCT RCAET CACRCATCROCATTCTC
230l RECTARTTITTITTRRGR R R TTTTTATRGAGA TR TCTIGCTATRATTICTGCRGEECTE
3e3el GECTCARACTRCARCEECTTAARACARTTCTCCTGCTT TGECCTICCCARRET GCTEEEATTC
3421 CRGGECATGRLOCRCCAT GO TC AT CTCTRC A TG T CT AR R CERETTTTERRATRATTER
36481 AGARCRARCETARTTTITCARRTTRCATTATTCRAGTTATRARRRCTGATATOCAGEETTIATGTE

38541 GORATGACGTARLLATTTGRAATTGTTATT TTTT TEACACATST TC TS TGT TS TCCATCRS
434397 T=C

l P

3eel0]l TICATCTGEAGTICCAARATGTOCOCAG™ CI‘GITITMGCTITGT:T: LBy CCCREAGRCCC
c.454-351 A=-G
! FuTl
Zeeel ISAG—'IG—TSGT*CI’S&';IT EEEAT R A TT G TCICTAR TGS TICTGRR LT AR TTETA T

¥bal
3£721 TTCCTGC R TR T T ATT R A OO RS CTA AT TTCATTTTETCATT TTTAT LG
3e781 GIRRCATRTTCTGETECAGGTASTATGTTTTTRARRR SR RETTTSCARTRRRCRRTTTOCS
Fe24]l CTCARGETIRRTATARRTRCGECARRCRCCTTITTGCTGCARCRGRCOGECRRCRCGETRARTERARD
3e301 GATTRGCTIACATTATGAT TCATTAT TIC AR R TET CAGEATR AR CTEEATC TGO TECAT
Fe5%e]1 CICCCAGAGAGCTGCATGTITIGCITITCTARTETT GEATTTARCTGITTITITCCCCC

37021 CRGGECCRAARRTTCREATAERTOGROGCCAGEET GECAGAGARAGATT GEOCAGT ROCRLTER

Sekil 5: OR-1 genine ait 1300 bg’lik bdliimiinii gogaltan primerler, bdlgenin genomdaki
yerlesimi ve ¢.454-397 T>C ve c¢.454-351 A>G polimorfizmleri igin kullanilan
restriksiyon enzimleri ve kesim yerleri. Referans: ENSG00000091831 giris no’lu dizi.
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3441. OR-1 ¢454-397 T>C ve c.454-351  A>G

Polimorfizmlerini iceren Bolgenin PZT Tepkime Karisimi

Hedef DNA bolgesini ¢ogaltmak igin tepkime esnasinda son
konsantrasyonlari 1xPZT tamponu, 2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, her iki
primerden 0.6 yM, 1.5 U / 50 ul Tag DNA polimeraz enzimi olacak sekilde
stok ¢ozeltilerden Tablo 2’ de belirtilen miktarda mikropipet yardimi ile gekildi.
Tepkime karisimi 0.5 ml’ lik tiplere dagitildi ve Uzerine saflastirilan genomik
DNA eklendi. Son olarak tepkime esnasinda buharlagsmayi onlemek igin
karisim Uzerine mineral yag damlatildi. Tum islemler, tepkimenin dogru
gerceklesmesi icin buz Ustunde yapildi. Ardindan otomatik 1s1 dongu cihazina

yerlegtirilerek tepkime gergeklestirildi.

Tablo 2: OR-1 ¢.454-397 T>C ve c.454-351 A>G Polimorfizmlerini igeren Bélgenin PZT
Tepkime Karigimi

Stok Son konsantrasyon  Toplam Hacim : 50pl

Steril dH,0 - - 34.1
Tampon Cozeltisi 10x 1Xx 5l
MgCl, 25 mM 2mM 4l
dNTP’ler 10 mM 0,2 mM 1wl

ileri primer 100 uM 0.6 uM 0.3l

Geri primer 100 uM 0,6 uM 0.3 ul

Taq DNA polimeraz 5000 U/mi 1.5U/50 ul 0.3 ul
DNA - - 5l
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_ 3.4.4.2. OR-1 c.454-397 T>C ve c.454-351 A>G Polimorfizmlerini
Iceren Bolgenin PZT Programi

Baslangic ayrilma islemi igin 94 C’de 5 dk bir déngii bunu takiben
asagida belirtilen program ayarlanarak 30 dongu ve son uzama igin ise
72°C’de 5 dk bir déngii olacak sekilde PZT tepkimesi gerceklestirildi.

Ayrilma 94°C’de 30 sn
Primer baglanmasi 62'C’de 1 dk 30 dongu
Uzama 72°C’de 1.5 dk

Program sonunda hedef DNA bdlgesi ¢ogaltiimis oldu.

3.4._4.3. OR-1 c.454-39__7 T>C ve ¢454-351 A>G
Polimorfizmlerini Iceren Bolgeye Ait PZT Urlnlerinin Analizi

PZT JGrdnlerinin analizi agaroz jel elektroforez ydntemi ile
gerceklestirildi. Agaroz jel elektroforezi igin hazirlanan kimyasal karigimlarin
icerikleri belirtiimistir. Bu bolge icin %2’lik agaroz jel hazirlandi. Agoroz jele
PZT dUrdninden 10 pl alinarak, 3 pl orange G jel yukleme boyasiyla
mikropipet yardimi ile karisitiriip jeldeki kuyulara yuklendi. Ayni zamanda
kuyulardan birine de $X174 DNA molekller agirlik belirteci yuklenip 25 dk
150 volt sabit akimda yurataldd. Mor o6tesi 1sik kaynagi altinda, molekuler
agirhk belirteci ile karsilastirilarak 1300 baz giftlik bayUkluge denk gelen bant
aranarak sonugclar degerlendirildi. Jel dokimantasyon sistemi ile goéruntulenip

fotografi cekildi.
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3.4.5. OR-1 ¢.454-397 T>C Polimorfizminin Belirlenmesi icin

PZT Urlinlerinin Pvull Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Pwvull, Proteus vulgaris ‘den elde edilen bir restriksiyon
enzimidir. Cift zincirli DNA’ yi
5-CAG | CTG-3’
3-GTC T GAC-5’

dizisinden taniyarak kit uglu kesim yapmaktadir. PZT ile elde edilen 1300
b¢’lik hedef gen bolgesi Pvull restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bdlgede
timin iceren allel Pvull kesim noktasi tagimaktadir. Timinden — sitozine
(T—C) bir nukleotid degisimi olmasi halinde Pvull enziminin tanidigi bdlge
ortadan kalkmaktadir. Bu nukleotid degisimi olmayan (PP genotipli) bireylerde
850 ve 450 bg'lik iki bant, heterozigot bireylerde (Pp genotipli) 1300, 850 ve
450 bc¢'lik U¢ bant, her iki allelinde degisim gorulen bireylerde (pp genotipli)
1300 bg¢'lik tek bant gorulecektir.

3.4.5.1. Deneyin Yapllisi

1- 0.5 ml’ lik ependorf tipuntn igine 15 pl PZT Urlnd eklendi.

2- 17 pl son hacim igerisinde 10 U/ul Pvull enzimi ve 10X Buffer
G tamponu (10 mM Tris-HCI (pH 7.5; 37°C), 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl,
0.1 mg/ml BSA) eklendi.

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

4- inkiibasyon sonrasi tiiplerden alinan 17 pl kesim Griini ile 5
pl orange G ile karistirilarak %2’ lik agoroz jele yiklendi.

5- %2’ lik agaroz jelde $X174 DNA molekuler agirlik belirteci
esliginde 40 dk 100 volt sabit akimda yurutuld.
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3.4.6 OR-1 c.454-351 A>G Polimorfizminin Belirlenmesi icin

PZT Urlinlerinin Xbal Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Xbal, Xanthomonas badrii 'den elde edilen bir restriksiyon

enzimidir. Cift zincirli DNA’yI

5-T | CTAGA-3’

3-AGATC T T-5’
dizisinden taniyarak yapiskan uglu kesim yapmaktadir. PZT tepkimesi sonrasi
1300 b¢'lik PZT Urind Xbal restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bodlgede
adenin iceren allel nikleotid kesim noktasi tasimaktadir. Adeninden—
Guanine (A —G) bir nukleotid degisimi olmasi halinde Xbal enziminin tanidigi
bolge ortadan kalmaktadir. Bu nukleotid degisimi olmayan (XX genotipli)
bireylerde 900 ve 400 bg’lik ¢ift bant, heterozigot bireylerde (Xx genotipli)
1300, 900 ve 400 bg¢'lik Gg¢ bant, her iki allelinde degisim goérulen bireylerde
(xx genotipli) 1300 bg’lik bant gorulecektir.

3.4.6.1. Deneyin Yapllisi

1- 0.5 ml’ lik ependorf tiplnun igine 15 ul PZT GrinG eklendi.

2- 17 pl son hacim igerisinde 10 U/ul Xbal enzimi ve 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.

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

4- inkiibasyon sonrasi tiplerden alinan 17 pl kesim Uriind ile 5
pl orange G ile karistirilarak %2’ lik agoroz jele yuklendi.

5- %2’ lik agaroz jelde $X174 DNA molekuler agirlik belirteci
esliginde 40 dk 100 volt sabit akimda yurutuld.
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3.4.7.D6ngusel DNA Analizi Yontemi ile c.454-397 T>C ve
c.454-351 A>G Polimorfizmlerinin PZT-RFLP Sonuclarinin Dogrulanmasi

OR-1a geni, ©€.454-397 T>C ve «c.454-351 A>G
polimorfizmlerinin  restriksiyon enzim kesim sonuglarinin  dogrulanmasi
amaclyla hasta ve kontrol grubundan rastgele secilen 20 6rnege DNA dizi
analizi tepkimesi uygulandi. Bolgeye ait PZT urlnleri Invisorb Spin PCRapid
Kit kullanilarak saflastiriidi.

1-2 ml'lik ependorf tupune filtre yerlestirdi.

2-PZT tupune 130 pl tampon fosfat eklendi. Karisim filtreye
aktarihp 1 dk bekletildi.

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

4-700 pl yikama ¢Ozeltisi filtrenin Gzerine eklenip, 30 sn 10.000
x rpm de santrifdj edildi.

5-CoOkelti kismi atildi. Filtre ayni ependorf tupune tekrar
yerlestirilip, 3 dk 14.000 x rpm de kalan yikama ¢ozeltisi uzaklagtiriimasi igin
santrifuj edildi.

6-Filtre yeni 1.5 ml’lik ependorf tupune aktarildi. 20 pl 6rnek
seyrelti ¢ozeltisi filtreye ylklendi. 3 dk oda sicakliginda bekletildi.

7-1 dk 10.000 x rpm de santriflj edildi. Filtre atildi. Boylelikle

cokeltideki PZT urtnt kontrol amagl saf halde elde edildi.

3.4.8. Saflastirilan PZT Urlinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde

Analizi
Saflastirlan PZT drunlerinin analizi agaroz jel elektroforez
yontemi ile gerceklestirildi. %2’lik agaroz jele drneklerden 5 pl yuklenerek

PZT uUrunleri kontrol edildi.
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3.4.9. Dongusel DNA Dizi Analizi Tepkime Karisimi

OR-1 geni, ¢.454-397 T>C ve c.454-351 A>G polimorfizmlerini
iceren gen bodlgelerinin dongusel dizi analizi tepkimesi BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit ve ona ait protokol kullanilarak gergeklestirildi.
DNA dizi analizi tepkimesi igin yeni dizayn ettigimiz primer dizisi (Kont-OR
olarak isimlendirildi) asagida gdsterilmistir. DNA dizi analizi amplifikasyon

karisimi Tablo 3’de verildi.

Kont-OR: 5-TTACCTCTTGCCGTCTGTTG-3’

Tablo 3 : DNA Dizi Analizi Amplifikasyon Karigimi

H.O 7.5 pl
Dizi Analizi kit karigimi 8 ul
Primer Kont-OR (10 pmol/ul) 0.5 ul
Saflastirilmig PZT Grunu 4 ul

Isi 94 °C’ye geldikten sonra tlipler otomatik 1si dongi cihazina
yerlestirildi. Baglangi¢ ayrilma iglemi igin 95°C’de 5 dk bir dongl bunu takiben
asagida belirtilen program ayarlanarak 25 dongu olacak sekilde PZT
tepkimesi gerceklestirildi.

Ayrilma 95:C’de 10 sn
Primer baglanmasi 50 C’de 5 sn 25 dongu
Uzama 60°C’de 4dk
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Donguler tamamlandiktan sonra, DNA dizi analizi tepkimesi

sonrasi saflastirma iglemi agagida yazil protokole gore yapildi:

1-Dongusel dizi analizi tepkimesi sonrasi PZT tipunin Uzerine
2 ul (3mM pH:4.6) NaOAc dan eklendi.
2-Uzerine 50 pl % 96'lik etil alkol eklendi.

3-Karisim 1.5 ml’lik ependorf tlipune aktarildi, hafifce vurularak

karistirldi.

4-Buz uzerinde 15 dk bekletildi.

5-Sure sonunda beklemeden 20 dk 13.000 x rpm de santrifij
edildi.

6-Ustte kalan kisim pipet yardimiyla uzaklastirildi.

7-Geriye kalan ¢okelti oda 1sisinda kurumaya birakildi.

8-Uzerine 20 pl formamid eklenerek 0.5 ml’lik ependorf tiipiine
aktarildu.

9-94 ‘C’ de denatiirasyon islemi yapildiktan sonra -20 'C’ de 2
dk bekletildi.

10-Tupler Otomatik DNA dizi analizi sistemine yerlestirilerek

ornekler okutularak analiz edildi.

3.4.10. OR-1 Geni Kontrol Bolgesi TA Tekrarlari iceren Bdlgenin
PZT ile Cogaltiilmasi

OR-1 geninin kontrol bélgesinde tanimlanan ikili tekrarlarin
sayllarini belirlemek Uzere asagida tanimli floresan isaretli primer seti
kullanilarak ilgili bélge PZT ydntemi ile gogaltildi (Sekil-6). OR-1 gen bélgesi
8624. ve 8906. nukleotidleri arasindaki TA tekrarlarina ait 158-192 baz ciftlik

bolgeyi gogaltmak lizere segilen primerler (TAOR olarak isimlendirildi):
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FAM isaretli TAOR-F: 5 GACGCATGATATACTTCACC 3’
TAOR-R: 5 GCAGAATCAAATATCCAGATG 3’

5" GACGC ATGATATACT TCACC

201 CTATCCAAGR TTATAGACGC ATGATATACT TCACCTATIT TTTGICTCCT TAATATGTAT

961 ATATATATAT ATATATATAT ATATACACAT ATATGIGIGI GIGIATIGIGC GIGIGCAIGT

1021 TTAACTTITA ATTCAGITAR AAACTTTITITT CTATITIGITT TICAICIGGA TATITGATIC

3" GTAGACCT ATRAMCTAAG

1081 TGCATATCCT AGCCCRAGTG AACCGAGRAG ATCGAGTTGT AGGACTRARLG ATAGACATG
ACC cr

Al o

Sekil 6: OR-1 geninin kontrol bdlgesinde TA diniikleotid tekrarlarini igine alan bélgeyi
¢ogaltan primerler ve bolgenin genomdaki yerlesimi

Amplifikasyon sonucu eldesi beklenen Urlnlerin uzunluklari ve tekrar sayilari

Tablo 4’te gosterilmigtir.
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Tablo 4: PZT Uriinlerinin Uzunluklari ve Tekrar Sayilari

Amplifikasyon uzunlugu (bg)

158
160
162
164
166
168
170
172
174
176
178
180
182
184
186
188
190
192

Tekrar sayisi

8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

3.4.10.1. OR-1 Geni Kontrol Bolgesi TA Tekrari iceren Bdlgenin

Tepkime Karisimi

PZT tepkimesi karigimini hazirlamak i¢in 1.5 mM MgCl,, 20 uM

dNTP, 20 pmol/pl her primerden, 1.0 U/ul Tag DNA polimeraz enzimi ve PZT

tamponu kullanildi. PZT karisimi ince ¢eperli 0.2’lik tuplere dagitildiktan sonra

saflastirilan genomik DNA eklendi. PZT tupunde son hacim 25 pl olup igerigi

Tablo 5’de gosterildi.
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Tablo 5: OR-1 Geni Kontrol Bélgesi TA Tekrarini igeren Bolgenin Tepkime Karigimi

Karisim Stok Final Toplam : 25yl
konsantrasyon

dH,O - - 17.2 ul

PZT tamponu 10x 1x 2.5 ul

MgCl; 25 mM 1.5 Mm 1.5 ul

dNTP 10 mM 20 uM 0.2 ul

TAOR-F 100 pmol/ul 20 pmol/pl 0.2 pl

TAOR-R 100 pmol/ul 20 pmol/ul 0.2 pl

Taq DNA polimeraz 5 U/ul 1.0 U/pl 0.2 ul

DNA - - 3ul

3.4.10.2. OR Geni Kontrol Bolgesi TA Tekrarini iceren Bdlgenin
PZT Programi

Baslangic ayrilma islemi icin 94'C'de 5 dk bir déngii bunu
takiben asagida belirtilen program ayarlanarak 30 dongu ve son uzama igin
ise 72'C’de 5 dk bir ddngii olacak sekilde PZT tepkimesi gergeklestirildi.

Ayrilma 94°C’de 30 sn
Primer baglanmasi 62°C’ de 1dk 30 dongl
Uzama 72°C’de 1dk

Program sonunda hedef DNA bdlgesi ¢ogaltiimig oldu.
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3.4.10.3. OR Geni Kontrol Bolgesi TA Tekrarlarini iceren PZT
Uriinlerinin Analizi

PZT JGrdnlerinin analizi agaroz jel elektroforez yodntemi ile
gerceklestirildi. Agaroz jel elektroforezi igin hazirlanan kimyasal karigimlarin

icerikleri belirtildi. Bu bolge icin %2’lik agaroz jel hazirlandi.

3.4.10.4. OR-1 Geni Kontrol Bolgesi TA Tekrarlarinin Analizi

Herbir 6rnek igin asagida belirtilen oranlarda fragment karigimi
ayrt ayrt hazirlandi. Fragment uzunluklarinin belirlenmesinde internal
standard olarak GeneScan-500 ROX kullanildi. Bu karisim uzunluklar 35 ve
500 arasinda degisen (35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340,
350, 400, 450, 490, 500) 16 adet ROX isaretli tek zincirli DNA fragmanini
icermektedir. Sicaklik 80°C’ ye geldikten sonra tupler PZT cihazina
yerlestirildi. 5 dk denatire edildikten sonra -20°C’ de 2 dk bekletildi. Tupler
otomatik DNA dizi analizi sistemine yerlestirildi. Tablo 6 fragment analiz

karisimi ve miktarlar gosterildi.

Tablo 6: OR-1 Geni Kontrol Bélgesi TA Tekrarlarina Ait Fragment Analizi Karigimi

Karisim Toplam: 21.5 pl
Formamid 20 ul
ROX isaretli size Standard 0.5 ul
FAM isaretli PZT Grtnu 1l

Ornekler 32 dk 60°C’de yiiritildiikten sonra, GENESCAN v.3.0
programi kullanilarak analiz edildi.
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3.4.10.5. Donglisel DNA Analizi Yontemi ile OR-1 Geni Kontrol

Bolgesi TA Tekrar Sayilarinin Dogrulanmasi

Fragment analizi yontemi ile TA tekrar sayilari belirlenen
orneklerden her iki allelinde de tekrar sayilar esit olanlar, sonuglarin
dogrulanmasi amaciyla DNA dizi analizine tepkimesine alindi. Déngusel dizi
analizi tepkimesi BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit ve ona ait

protokol kullanilarak gergeklestirildi.

Tablo-7 : DNA dizi Analizi Amplifikasyon Karigimi

HQO 7.5 p'
Dizi Analizi kit karigimi 8 ul
TAOR-R (10 pmol/pl) 0.5 ul
Saflastiriimis PZT Grind 4 ul

Isi 94 °C’ye geldikten sonra tlipler otomatik 1si dongi cihazina
yerlestirildi. Baslangi¢ ayrilma iglemi igin 95°C’de 5 dk bir déngu bunu takiben
asagida belirtilen program ayarlanarak 25 dongu olacak sekilde PZT

tepkimesi gerceklestirildi.

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

Donguler tamamlandiktan sonra, DNA dizi analizi tepkimesi
sonrasi saflastirma iglemi asagida yazil protokole goére yapildi:

1-Dongusel dizi analizi tepkimesi sonrasi PZT tupunun uzerine
2 ul (3mM pH:4.6) NaAc dan eklendi.
2-Uzerine 50 ul % 96'lik etil alkol eklendi.
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3-Karisim 1.5 ml’lik ependorf tlipune aktarildi, hafifce vurularak

karistirildr.

4-Buz Uzerinde 15 dk bekletildi.

5-Sure sonunda beklemeden 20 dk 13.000 x rpm de santrifij
edildi.

6-Ustte kalan kisim pipet yardimiyla uzaklastirildi.

7-Geriye kalan ¢okelti oda i1sisinda kurumaya birakildi.

8-Uzerine 20 pl formamid eklenerek 0.5 ml'lik ependorf tiipline
aktarildu.

9-94 'C’ de denatiirasyon islemi yapildiktan sonra -20 'C’ de 2
dk bekletildi.

10-Tupler Otomatik DNA dizi analizi sistemine yerlestirilerek

ornekler okutularak analiz edildi.

3.5. Istatistiksel Analiz Yontemleri

Verilerin analizi SPSS 11.5 (Statistical Package for Social
Sciences, SPSS Inc., Chicago, IL, United States) paket programinda yapildi.
Surekli olgumli degdiskenlerin dagiiiminin normale uygun olup olmadigi
Shapiro Wilk testi ile aragtinldi. Varyanslarin homojenligi ise Levene testi ile
incelendi. Tanimlayici istatistikler strekli 6lgimlu degiskenler igin ortalama *
standart sapma veya ortanca (25-75) yuzdelik seklinde, nominal degiskenler

ise olgu sayisi ve (%) olarak gdsterildi.

Genotipler ve uygulanan protokoller arasinda normal dagilan
surekli 6lgumlu degiskenler yonunden istatistiksel olarak anlamli bir farkin
olup olmadigi Tek Yonli Varyans Analizi (One-Way ANOVA) ile normal
dagilmayan surekli Olcumlu degdiskenler yonunden farkin onemliligi ise
Kruskal Wallis testiyle degerlendirildi. ANOVA veya Kruskal Wallis test
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istatistigi sonucunun énemli bulundugu durumlarda anlaml farka neden olan
grup veya gruplar tespit etmek amaciyla sirasiyla; post hoc Tukey veya
Kruskal Wallis ¢oklu karsilastirma testleri kullanildi. Maturasyon ve doéllenme
orani yonunden olusturulan gruplar arasinda piksel yogunlugu ortalamalari

Student’s t testi ile ¢cap uzunlugu ise Mann Whitney U testi ile karsilagtirldi.

Nominal degiskenler Pearson’'un Ki-Kare testi ile kiyaslandi.
Referans genotipe gére mutant ve heterozigot gruplarinin hastalik riski
uzerindeki etkileri Tek Degiskenli Lojistik Regresyon analizi ile degerlendirildi.
Referans kategorilere gore riskli kategorilere iliskin Odds orani ve %95 Guven
Araliklan hesaplandi. p<0.05 igin sonugclar istatistiksel olarak anlamh kabul
edildi.

Hasta ve kontrol grubunda, gézlenen genotiplerden expectation-

maximation algoritmi (EM) ile tahmini haplotip sikliklari, HAP (Haplotype
Resolution version 3.0) programi ile hesaplandi. (Halperin E, Eskin E, 2004).
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4. BULGULAR

Calismamiza Gen-Art Kadin Saghgi, Tup Bebek ve Ureme
Biyoteknolojisi Merkezi'ne c¢ocuk sahibi olma istegi ile acgiklanamayan
infertilite dykisi ile basvuran 104 infertil kadin dahil edildi. infertil kadinlarin
eslerinin sperm parametrelerin normal olmasi (normospermi), yaslarinin 28-
35 arasinda olmasi, menstrual dongunun 2. guninde FSH duzeylerinin < 8
mIU/ml olmasi sarti ile grup olusturuldu. Kontrol grubu ise yine ayni yas
grubundan en az bir ¢ocuk sahibi olmus ve infertilite problemi olmayan 107
kadindan olusturuldu. Her iki gruba da sigara kullanmayan ve herhangi bir
ilag bagimlisi olmayan kadinlar dahil edildi. Calismanin ilk bolumunde infertil
kadinlardan elde edilen metafaz Il asamasindaki oositler her birinde 26
kadinin bulundugu 4 grupta farkli igslemlere maruz birakilarak Komet teknigi
ile DNA hasari yonunden incelendi. Diger taraftan 100 kadindan toplanan
metafaz Il agamasindaki oositlerden alinan komet dlgumleri ile kadinlarin IVF
siklusunda elde edilen olgunlasma ve fertilizasyon oranlari karsilastirildi.
Oositlerde komet yontemi ile DNA hasari, piksel yogunlugu ve hucre g¢api

Olcumleri ile BAB Bs200ProP Image System yazilim programi ile analiz edildi.

Calismanin ikinci bolimunde ise infertil ve kontrol grubundaki
kadinlardan 0.5 M EDTA’h tiipe 2 ml kan 6rnekleri alindi. Orneklerden 6zg(il
primerler kullanilarak, OR-1 geninin ¢.454-397 T>C, c.454-351 A>G
polimorfizmlerini ve genin kontrol bolgesindeki TA tekrarlarini iceren bdlgeler
cogaltildi. ¢.454-397 T>C, c.454-351 A>G polimorfizmlerini igeren bolge Pvull
ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesilerek nukleotid degigiminin olup olmadigi
%Z2’lik agaroz jelde goruntilenerek belirlendi. Polimorfizmlerinin restriksiyon
enzim kesim sonuglarinin dogrulanmasi amaciyla hasta ve kontrol grubundan
rastgele secilen 20 6rnege DNA dizi analizi tepkimesi uygulandi. OR-1 geni
kontrol bolgesindeki TA tekrar sayisini belirlemek Uzere fragment analizi

56



teknigi uygulandi. Tekrar sayilarinin dogrulanmasi amaciyla hasta ve kontrol
grubundan rastgele secilen 5 6érnege DNA dizi analizi tepkimesi uygulandi.
Tanimlanan polimorfizmler arasinda baglanti yuzdeleri belirlendi. Gézlenen
genotiplerden expectation-maximation algoritmi (EM) ile tahmini haplotip

sikliklari hesaplandi.

Mikroenjeksiyon ve Piezo Elektrik Uygulanmis insan Oositlerinde DNA

Hasarinin Belirlenmesi

Calismamizin ilk bdéliminde komet teknigi uygulanarak lizis
islemi ve elektroforez sonrasi lamlar UV floresan mikroskobunda 20X
buydtme ile analiz edildi. Mikroskopta elde edilen gorinta BMP (Bitmap)
formatinda kaydedildi. Bs200ProP software programi ile bu goéruntuler
degerlendirildi (Sekil 7).

Sekil 7: A. Hasarsiz bir oosit hiicresinin gevresinde hare olmadigi, goriintiiniin daha
keskin oldugu ve hiicre capinin daha kiigiikk oldugu goruldii. B. Hasarli oosit
hiicresinde ise hare gapinin g¢arpici sekilde arttigi gézlendi.
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DNA hasarini belilemede ol¢it olarak hucrelerin  piksel

yogunlugu ve ¢ap uzunluklarindan faydalanildi (Sekil 8).

Sekil 8: Bs200ProP programi ile hiicrelerin sinirlan belirlendi, piksel yogunluklari ve
caplar olgiildii. A. Piksel yogunlugu: 131; Cap uzunlugu: 247.74 mikron B. Piksel
yogunlugu: 143; Gap uzunlugu: 224.68 mikron.

Yardimci Ureme tekniklerinde kullanilan mikroenjeksiyon ve
piezo elektrik yontemlerinin oosit hucreleri Uzerinde yarattigi DNA hasarini
belirlemek Uzere calisma gruplarina ait oositlerde komet analizi yapildi.
Belirlenen piksel yogunlugu ve ¢ap uzunlugu degerleri 4 grupta karsilastirildi
(Tablo 8).
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Tablo 8. Calisma gruplari icin komet analizi sonuglan

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

(Olgun oositler)* (+ICSI* (+Piezo)*** (Pozitif kontroly*+ P deger

Komet ort. degeri
(Piksel yogunlugu) 130.4£39.0%° 122.4+30.7°¢ 94.4134.2*° 80.3+24.7" p<0.001°
(Ortalama £Std Sapma)

Komet ort. degeri 2201 229.5 248.7 250.6
(Cap uzunlugu) (197.90-246.94) (222.50-245.08) (230.76-257.28) (244.63-261.20)
Ortanca (min-max)%

p=0.127°

a1.gruba ait oositler ile 3. gruba ait oositlerde dlciilen komet ortalama piksel degeri arasinda anlamli fark bulundu p<0.001
b 1.gruba ait oositler ile 4. gruba ait oositlerde dl¢ililen komet ortalama piksel degeri arasinda anlaml fark bulundu p<0.001
© 2.gruba ait oositler ile 3. gruba ait oositlerde dlciilen komet ortalama piksel degeri arasinda anlamli fark bulundu p=0.014
d 2.gruba ait oositler ile 4. gruba ait oositlerde 6l¢iilen komet ortalama piksel degeri arasinda anlamli fark bulundu p<0.001

€ Gruplarin karsilastirlimasinda Kruskal Wallis testi kullaniimistir.
fGruplarm karsilagtirilmasinda Anova testi kullaniimigtir.

*Grup1: Metafaz Il asamasinda olgun oositlerden olugsmaktadir.
**Grup2: ICSI iglemi uygulanmis oositlerden olugmaktadir.

***Grup3: Piezo igslemi uygulanmis oositlerden olugmaktadir.

****Grup4: Hidrojen peroksite maruz birakilan oositlerden olugmaktadir.
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Calismada komet teknigi ile oosit hasari belirlemede kriter
olarak piksel yogunlugu ve c¢ap uzunlugu olgumleri degerlendirildi. Verilere
gore ortalama piksel yogunlugu normal bir dagilim gdstermekte olup ¢ap
uzunlugu ile paralel sonuglar sergilemektedir. Calisma gruplarina ait
oositlerde ¢ap uzunlugu cinsinden fark belirlenmedi ancak piksel yogunluklari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonuglara ulasildi. Folikullerden
aspirasyon edilmesinden sonra herhangi bir isleme tabi tutulmayan oositlerde
(Grup 1) DNA fragmentasyonunun daha az oldugu, diger gruplara gore
yuksek piksel yogunlugu ve dusuk c¢ap uzunlugunun olmasi ile gobze
carpmaktadir. Istatistiksel olarak da 1. grubu olusturan olgun oositlerde elde
edilen yuksek komet piksel yogunlugu degeri ile Grup 3 ve Grup 4
oositlerinde belirlenen disuk komet degerleri arasinda anlamli fark bulundu
(p<0.001).

Yine ayni olgimler gdéz 6nunde bulunduruldugunda, Grup 1 ile
karsilastirildiginda mikroenjeksiyon yapilan oositlerde (Grup 2) daha az
olmak Uzere piezo elektrik uygulanan oositlerde (Grup 3) daha fazla DNA
fragmentasyonunun oldugu belirlendi. Beklenildigi gibi 100uM hidrojen
peroksite maruz birakilan oositlerde (Grup 4) diger U¢ gruba oranla belirgin
derecede yiksek DNA fragmantasyonuna rastlandi. izlenilen bu farklarin bir
kismi istatistiksel olarak da anlamli bulundu. Mikroenjeksiyon yapilan oositler
ile (Grup 2) ve piezo elektrik uygulanmig oositlerde (Grup 3) 6l¢ilen komet
ortalama piksel yogunluklari arasinda fark oldugu belirlendi (p=0.014). Grup 3
ve pozitif kontrol olarak kullanilan ve hidrojen peroksite maruz birakilmis oosit
grubunda da (Grup 4) komet ortalama piksel yogunluklari cinsinden fark elde
edildi (p<0.001).
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DNA hasari belirlemede ikinci bir kriter olarak ele alinan ¢ap
uzunlugu Olgumlerinde istatistiksel olarak bir anlam elde edilemese de Grafik
2'de gosterildigi gibi bir baglanti gézlenmektedir. Buna gore olgun oositler ve
ICSI yapilmig oositler birlikte bir grup, piezo elektrik uygulanmis oositler ile
pozitif kontrol oositleri ise diger bir grup gibi dagilim goéstermislerdir. Bu iki

grup birbirlerine Ustlunlik saglamaktadir.

300

260 4

| .

Cap Uzunlugu
E

% % ® %
M2 cosit ICSl+ Piezo+r H202+

Yumurta sayis

Grafik 2: Komet olgiimlerinden ¢ap uzunluguna goére oosit gruplarinin karsilastiriimasi

Oosit hicrelerinde DNA fragmentasyonunun IVF’te fertilizasyon
oranlarina etkisini incelemek amaciyla Metafaz Il asamasindaki oositlere
komet analizi yapildi. Calismanin 1 grubunda yer alan kadinlar ile birlikte
toplam 100 infertii kadindan toplanan Metafaz Il asamasinda olan
oositlerinden 1 veya 2’ser tanesi calismanin bu bdlimu igin ayrildi. Bu
oositlere komet teknigi uygulandi. Oosit komet olguimleri ile kadinlarin tap
bebek siklusunda elde edilen olgunlagsma ve fertilizasyon oranlari kiyaslandi
(Tablo 9 ve Tablo 10). Bu oranlar degerlendirilirken kontrol olarak ayni yas

grubu ve IVF endikasyonu igin literaturde yer alan olgunlagma ve fertilizasyon
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oranlari kullanildi. Buna gore metafaz Il agsamasina ulagsmis oositlerin toplam

oosit sayisina orani yaklasik %81 olarak belirlenmigtir. Bunun yani sira,

fertilizasyon orani da yaklasik %71 olarak bildirilmistir 2.

Tablo 9: Komet 6l¢iimlerinin olgunlagsma oranlari ile kiyaslanmasi

%81> %81=< p degeri
Komet ortalama
piksel yogunlugu 114.7+£33.0 120.1+£27.2 0.378*
(Ortalama +Std Sapma)
Komet ortalama 228.8 228.4 0.678"
cap uzunlugu (209.06-251.28) (200.86-250.08) ’
(Onanca (min-max)%)
?Gruplarin karsilagtirlilmasinda Student t testi kullaniimistir.
bGruplarln karsilastiriimasinda Mann-Whitney-U testi kullanilmistir.
Tablo 10: Komet olgiimlerinin fertilizasyon oranlari ile kiyaslanmasi
%71> %71< p degeri
Komet ortalama
piksel yogunlugu 111.4+£34.1 121,3£26.5 0.120°
(Ortalama +Std Sapma)
Komet ortalama 237.7 223.2 0.131°
cap uzunlugu (217.96-251.28) (200.45-250.08) ’

(Ortanca (min-max)%)

?Gruplarin karsilastiriimasinda Student ¢ testi kullaniimistir.
bGruplarln karsilastiriimasinda Mann-Whitney-U testi kullaniimistir.

Bu oranlar referans olarak alindiginda ve oositlerde belirlenen

hasar olgcim degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
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sonug elde edilememistir. Ancak olgunlagma ve fertilizasyon oranlari referans
degerlerinin Uzerinde olan gruplarda dusuk ¢ap uzunlugunun ve yuksek piksel

yogunlugunun olmasi dikkat gekmektedir.

Ostrojen Reseptor Gen Polimorfizmlerinin Fertilizasyon Uzerine Etkisi

Calismamizin ikinci bolimanda, Ostrojen reseptor
polimorfizmlerinin infertil ve fertil gruplari arasindaki karsilastirmasi ve klinik

parametreler Uzerine etkisi ile ilgili edilen bulgular olusturmaktadir.

104 infertil ve 107 kontrole ait PZT arunleri %2’lik agaroz jelde
yurataldu. ¢.454-397 T>C ve c.454-351 A>G polimorfizmlerini iceren 1300 baz
cifti uzunluguna karsilik gelen bantlar molekuler agirlik belirteci ile karsilastiriidi
(Sekil 9).

1353 b —» <— 1300 B¢
1078 by —»
872 b¢ —3

603 by —e

210 by —p
281 E’:i.._;.
NS
194 be —>

Sekil 9: ¢.454-397 T>C ve c.454-351 A>G polimorfizmlerini igine alan gen bodlgesine ait
PZT sonugclarinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii (1300 b¢’lik bantlar g6zlenmektedir) B:
$X174 molekiiler agirlik belirteci, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 no’lu kuyular - PZT iiriinleri.

€.454-397 T>C polimorfizmini ve bireylerin bu polimorfizmler

yonunden genotiplerini belirlemek icin PZT Grlnleri Pvull restriksiyon enzimi
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ile kesime birakildi. Kesim drunleri %2’ lik agaroz jelde $X174 molekuler
agirlik belirteci esliginde 40 dk 100 volt sabit akimda yuratalda ve Sekil 10’

daki jel goruntuleri elde edildi.

«—850 b¢

«—450 be

Sekil 10: ¢.454-397 T>C polimorfimi igin PZT sonrasi iiriinlerin kesim sonuglari igin
elde edilen jel goruntiisii B: $X174 molekiiler agirlik belirteci, 1, 4, 5. kuyular: pp
genotipi, 3 ve 6. kuyular: Pp genotipi, 2. kuyu: PP genotipi, 7. kuyu: Kesim yapiimamis
PZT uriini

c.454-351 A>G polimorfizmini ve bireylerin bu polimorfizmler
yonunden genotiplerini belirlemek igin PZT drtnleri Xbal restriksiyon enzimi
ile kesime birakildi. Kesim drunleri %2’ lik agaroz jelde $X174 molekuler
agirhk belirteci esliginde 40 dk 100 volt sabit akimda yurataldta ve Sekil 11°

deki jel goruntuleri elde edildi.
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1353 be
1078 be
872 be

603 be

Sekil 11: ¢.454-351 A>G polimorfimi icin PZT sonrasi iriinlerin kesim sonuglari igin
elde edilen jel goriintisii B: $X174 molekiiler agirhk belirteci, 1 ve 4. kuyular: xx
genotipi, 3 ve 5. kuyular: Xx genotipi, 2. kuyu: XX genotipi, 6. kuyu: Kesim yapilmamis
PZT uriini

OR-1 geni, ¢.454-397 T>C ve c.454-351 A>G polimorfizmlerinin
restriksiyon enzim kesim sonuglarinin dogrulanmasi amaciyla hasta ve
kontrol grubundan rastgele segilen 20 6rnege DNA dizi analizi tepkimesi
uygulandi (Sekil 12).
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Sekil 12: OR-1 geni ¢.454-397 T>C polimorfizmi igin Pp ve c.454-351 A>G polimorfizmi
icin Xx genotipine sahip bireyin dizi analizi goriintiisii.
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Calismamizda, OR-1 geninde tanimlanan ¢.454-397 T>C
polimorfizmi incelendiginde hasta ve kontrol grubu verilerinin Hardy-Weinberg
esitligine uygun oldugu belirlenmistir (p> 0.05). infertil grupta 28 bireyde PP
genotipi (%26.9), 50 bireyde Pp genotipi (%48.1), 26 bireyde pp genotipi
(%25) belirlenirken, kontrol grubunda 53 bireyde PP genotipi (%49.5), 42
bireyde Pp genotipi (%39.3), 12 bireyde pp genotipi (%11.2) olarak bulundu
(Tablo 8). infertil grubunda P alleli gériilme sikligi %51, p alleli gériilme sikhig
%49 iken, kontrol grubunda P alleli gérilme sikligi %69.2 ve p alleli goérilme
sikhgdi %30.8 olarak belirlendi (Tablo 11).

Tablo 11: infertil kadinlarda ve kontrollerde OR-1 geninin c.454-397 T>C polimorfizminin
genotip ve allel dagilimi

Kontrol infertil pdegeri OO (%95 GA)  p? degeri
n= 107 N=104
Genotipler N (%) N (%)
Pvull p<0.001
PP 53 495 28 26.9 1°
Pp 42 39.3 50 481 2.25(1.22-4.17) 0.010
pp 12 11.2 26 25 4.10 (1.80-9.34) p<0.001
Alleller
P 148 69.2 106 51.0 1P

66 30.8 102 49.0 2.16 (1.45-3.21) p<0.001

P

0O, Olasiliklar Orani; Cl, Giivenlik Araligi.

2 Gruplarin karsilagtirlimasinda )(2 testi kullanilmistir. istatistiksel olarak anlaml
sonugclar koyu renktedir.

® Referans genotip/allel.

OR-1 geninin ¢.454-397 T>C polimorfizminin genotip dagilimlari
karsilastirildiginda, infertil ve kontrol kadinlari arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark elde edilmistir (p<0.001). Buna goére s6z konusu farka neden
olan durumu p alleli yaratmaktadir (p<0.001). PP genotipli bireyler ile
karsilastirildiginda Pp genotipli bireylerde 2 kat, pp genotipli bireylerde ise 4
kat risk artisi belirlenmistir. Bununla beraber, OR-1 geninde tanimlanan
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€.454-397 T>C polimorfizminde p alleline sahip olanlarin infertilite riskinin P

alleline sahip olanlara gore 2 kat arttigi bulunmustur (Tablo 11).

OR-1 geninde tanimlanan c¢.454-351 A>G polimorfizmi
incelendiginde, hasta ve kontrol grubu verilerinin Hardy-Weinberg esitligine
uygun oldugu belirlenmistir (p> 0.05). infertil grupta 36 bireyde XX genotipi
(%34.6), 50 bireyde Xx genotipi (%48.1), 18 bireyde xx genotipi (%17.3)
olarak belirlenirken, kontrol grubunda 54 bireyde XX genotipi (%50.5), 49
bireyde Xx genotipi (%45.8), 4 bireyde xx genotipi (%3.7) olarak bulundu.
infertil grubunda X alleli gériilme sikh@ %58.7, x alleli gériilme sikhigr %41.3
iken, kontrol grubunda X alleli gorulme sikligi %73.4 ve x alleli gérilme sikhgi
%26.6 olarak belirlendi (Tablo 12).

OR-1 geninin ¢.454-351 A>G polimorfizminin genotip dagilimlari
karsilastirildiginda, infertil ve kontrol gruplari arasindaki farkin istatistiksel
olarak énemli oldugu belirlenmistir (p=0.002). S6z konusu farka neden olan
allel x alleli olup (p<0.001), xx genotipinin belirgin bir sekilde fark olusturdugu
dikkat gekmektedir (p<0.001). Ayrica, OR-1 geninde tanimlanan c.454-351
A>G polimorfizminde x alleline sahip olanlarin infertilite riskinin X alleline

sahip olanlara gore yaklasik 2 kat arttigi gézlenmistir (Tablo 12).
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Tablo 12: infertii kadinlarda ve kontrollerde OR-1 geninin c¢.454-351 A>G

polimorfizminin genotip ve allel dagilimi

Kontrol infertil p 00 (%95 GA) p?
n= 107 n=104 degeri degeri
Genotipler N (%) N (%)
Xbal 0.002
XX 54 505 36 34.6 1°
Xx 49 458 50 481 1.53 (0.86-2.73) 0.148
XX 4 3.7 18 17.3 6.75 (2.11-21.59) p<0.001
Alleller
X 157 734 122 587 1°
X 57 266 86 413 1.94 (1.29-2.93) p<0.001

0O, Olasiliklar Orani; Cl, Giivenlik Araligi.

2 Gruplarin karsilastirilmasinda )(2 testi kullanilmistir. istatistiksel olarak anlaml
sonugclar koyu renktedir.

® Referans genotip/allel.

OR-1 geni kontrol bdlgesi TA dinlkleotid tekrarlarinin PZT
sonuglarini degerlendirme amagli 104 infertil ve 107 kontrole ait PZT Granleri
%Z2’lik agaroz jelde yuratuldi. TA polimorfizmini iceren (158-192) baz cifti

arasina karsilik gelen bantlar molekuiler agirlik belirteci ile kargilagtinidi (Sekil
13).

R 158/192 be

Sekil 13: TA tekrar polimorfizmini i¢ine alan gen bdélgesine ait PZT sonuglarinin %2’lik
agaroz jeldeki goriintisii (158-192 b¢’lik bantlar gézlenmektedir) B: 100 b¢’lik molekiiler
agirlik belirteci, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 no’lu kuyular - PZT uriinleri.
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Fragment analizi yontemi ile her bir bireye ait TA tekrar sayilari
belirlendi. Hasta ve kontrol grubunda en fazla gbézlenen genotipler ornek

olarak segilerek (Sekil 14-25) arasinda gosterildi.

H190Sample fsa
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Sekil 14: OR-1 geni kontrol bélgesinde 12/12 TA tekrar sayisina sahip sahip bireyin
fragment analizi goriintiisii.
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Sekil 15: OR-1 geni kontrol bélgesinde 12/13 TA tekrar sayisina sahip sahip bireyin
fragment analizi goriintisii.
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Sekil 16: OR-1 geni kontrol bolgesinde 13/13 TA tekrar sayisina sahip sahip bireyin
fragment analizi goriintiisii.
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Sekil 17: OR-1 geni kontrol bolgesinde 13/14 TA tekrar sayisina sahip sahip bireyin
fragment analizi gorintisii.

H114Sample.fsa
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75 180 18
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Sinyal yogunlugu

Sekil 18: OR-1 geni kontrol bélgesinde 13/15 TA tekrar sayisina sahip sahip bireyin
fragment analizi goriintisii.

71




H131Sample.fsa
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Sekil 19: OR-1 geni kontrol bolgesinde 13/20 TA tekrar sayisina sahip sahip bireyin

fragment analizi goriintiisii.
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Sekil 20: OR-1 geni kontrol bolgesinde 13/21 TA tekrar sayisina sahip sahip bireyin

fragment analizi goriintisii.
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Sekil 21: OR-1 geni kontrol bélgesinde 13/22 TA tekrar sayisina sahip sahip bireyin

fragment analizi goriintisii.
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Sekil 22: OR-1 geni kontrol bolgesinde 13/23 TA tekrar sayisina sahip sahip bireyin
fragment analizi goriintiisi.
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Sekil 23: OR-1 geni kontrol bolgesinde 14/14 TA tekrar sayisina sahip sahip bireyin
fragment analizi goriintisii.
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Sekil 24: OR-1 geni kontrol bolgesinde 14/21 TA tekrar sayisina sahip sahip bireyin
fragment analizi goriintisii.
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Sekil 25: OR-1 geni kontrol bélgesinde 14/22 TA tekrar sayisina sahip sahip bireyin
fragment analizi goriintiisi.

Fragment analizi yontemi ile tekrar sayilari belirlenen
orneklerden ayni tekrar sayisina sahip 5 bireyin sonuglari DNA analizi
yontemi ile dogrulandi (Sekil 26).

TTAATATGTATAT AT AT ATAT ATATATATATATACACATA

A

,.-"\,I R .-"ﬂ": a M o ‘ MAw N\ i
PV BSOS AAANIY ER

Sekil 26: OR-1 geni kontrol bélgesinde 13/13 TA tekrar sayisina sahip
sahip bireyin dizi analizi goriintisu.

infertii ve kontrol grubundaki OR-1 geni TA mikrosatellit
tekrarlar allel dagiimi Sekil 28 ‘de gosterilmisti. OR-1 geni TA tekrar
polimorfizmleri icin 8 ve 25 arasinda farkli allel sayilari izlenmistir. Allel
sayllari bimodal dagilim gostermekte olup, 18 TA tekrar 6nceki ¢calismalarda
oldugu gibi referans kirilma noktasi olarak dikkate alinmistir '°'941% Byna
gore tekrar sayilari 18 ve Ustu olan alleller uzun, 18’den dusuk olan alleller ise

kisa olarak degerlendiriimeye alinmistir.
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Dinlkleotid TA tekrarinin OR-1 genindeki dagilim sayilan

100
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W Infedil grup
OKonfrol grup
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g 9 1M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
[TA)tekrarsayisi

Sekil 27: infertil ve kontrol grubundaki OR-1 geni TA mikrosatellit tekrarlari igin allel

dagilimi

TA tekrar polimorfizmi kontrol grubu genotip dagilimlari Hardy-
Weinberg esitligine uygunken (p> 0.05), hasta grubunda sapma gozlenmistir
(p< 0.05). infertil kadinlarda homozigot kisa ve uzun genotipler sirasiyla
%33.7 (KK) ve %18.3 (UU) oraninda, heterozigot genotip ise % 48.1 (UK)
oraninda belirlenmistir. Kontrol grubunda yer alan kadinlarda ise genotip
yuzdeleri sirasiyla %54.2 (KK), % 38.3 (UU), % 7.5 (UK) olarak bulunmustur
(Tablo 13). infertil grubunda K alleli gorilme sikigi %57.7, U alleli gérilme
sikligr %42.3 iken, kontrol grubunda K alleli goralme sikhgr %73.4 ve U alleli

gorulme siklig1 %26.6 olarak belirlendi.
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Tablo 13. infertil kadinlarda ve kontrollerde OR-1 geninin TA diniikleotid tekrari
mikrosatellit polimorfizminin dagilimi

Kontrol infertil p degeri OO (%95 GA) p°
N= 107 N=104 degeri
Genotipler N (%) N (%)
TA tekrarlari 0.004
KK 58 542 35 337 1°
UK 41 38.3 50 48.1 2.02 (1.12-3.64) 0.019
uu 8 7.5 19 18.3 3.94 (1.56-9.94) 0.004
Alleller
K 157 734 120 57.7 1°
U 57 26.6 88 423 2.02 (1.34-3.04) p<0.001

0O, Olasiliklar Orani; Cl, Giivenlik Araligi.

2 Gruplarin karsilagtirlmasinda )(2 testi kullanilmistir. istatistiksel olarak anlaml
sonuglar koyu renktedir.

® Referans genotip/allel.

OR-1 geninin TA dinlkleotid tekrari mikrosatellit polimorfizminin
genotip dagilimlari karsilastirildiginda, infertil ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlendi (p=0.004). S6z konusu farka
neden olan allel uzun alleldir (p<0.001). Ayrica, uzun tekrar sayisi igceren
allele sahip bireylerin infertilite riskinin kisa tekrar sayisi iceren allele sahip
olanlara gore 2 kat arttigi gézlendi (Tablo 13).

OR-1 geninde tanimlanan (¢ polimorfizm arasindaki baglant
yuzdeleri Sekil 28 de gosterildi. Haploview programi kullanilarak yapilan
hesaplamalarda; TA tekrar polimorfizmi ve ¢.454-397 T>C polimorfizmleri
arasinda %78 oraninda, TA tekrar polimorfizmi ve c¢.454-351 A>G
polimorfizmleri arasinda %58 oraninda ve c.454-397 T>C polimorfizmi ve
c.454-351 A>G polimorfizmleri arasinda %93 oraninda baglanti oldugu
belirlendi. Bu sonuglara gore, sadece ¢.454-397 T>C ve c.454-351 A>G
polimorfizmleri arasinda haplotip analizi yapilabilecegi ve TA tekrar

polimorfizminin analiz digi birakilmasi kullanilan program tarafindan onerildi.
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Sekil 28: OR-1 geninde tanimlanan genomdaki yerlesim siralariyla TA, C.454-397 T>C
ve C.454-351 A>G polimorfizmleri arasindaki baglanti yiizdeleri.

Bu sonuglara goére, haplotiplerin kontrol ve hasta grubundaki
tahmini sikliklari hesaplandi. Hasta ve kontrol grubunda (PX, px, pX, Px)
olmak Uzere 4 haplotip belirlendi. (Tablo 14). Kontrol grubunda en sik gérulen
haplotip PX temel alinarak, diger haplotiplerin herbirine ait infertilite riski
hesaplandi. Px haplotipine sahip bireyler PX haplotipli bireyler ile
karsilastirildiginda infertilite riskinin 2 kat arttigi goézlendi. Ancak, diger
haplotiplerde ise yatkinlik belirlenmedi (Tablo 14).

Tablo 14 c.454-397 T>C ve c.454-351 A>G polimorfizmlerinin kontrol ve hasta
grubundaki haplotip sikliklari

Haplotip Kontrol infertil OO0 (%95 GA) pdegeri
(2n=214) (%)  (2n= 208) (%)

PX 145 (67.8) 104 (50.0) 1°

Px 54 (25.2) 84 (40.4) 217 (1.42-3.32)  0.0001

pX 12 (5.6) 18 (8.7) 2.09 (0.97-4.53) 0.057

pX 3(1.4) 2(0.9) 0.93 (0.15-5.66)  1.000

0O, Olasiliklar Orani; Cl, Giivenlik Aralig:.

2 Gruplarin karsilagtirlilmasinda )(2 testi kullanilmistir. istatistiksel olarak anlaml
sonugclar koyu renktedir.

® Referans haplotip.
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infertil grubundaki Ug¢ polimorfizme ait Ostrojen reseptor
genotiplerinin IVF parametreleri ile karsilastirildigi veriler Tablo 15, 16 ve

17’de gosterilmigtir.

OR-1 geninin ¢.454-397 T>C bélgesinin polimorfik dagilimlari ile
IVF klinik parametreleri karsilastirildiginda genotipler arasinda olgunlasma
orani, embriyo sayisi ve fertilizasyon orani yoninden istatistiksel olarak
anlam go6zlendi. Embriyo sayisi yonunden incelendiginde PP genotipli bireye
gore pp genotipli bireyde istatistiksel olarak dusuk sayida embriyo sayisi
gorulmesi farka neden olmaktadir (p=0.003). Olgunlasma oranlari ydéninden
her U¢ genotip birbiriyle kiyaslandiginda farkin istatistiksel olarak anlaml
oldugu belirlendi (p<0.001). PP genotipinde en yuksek olmak u(zere
olgunlasma oranlari Pp ve pp genotiplerinde sirasiyla azaldigi gozlendi
(p<0.001). Fertilizasyon oranlari da ayni yonde dagilim gdstermekte olup her
u¢ genotipte de anlaml fark sergilemektedir. PP ve Pp ayni zamanda PP ve
pp genotipler karsilastinldiginda gruplar arasinda fark bulundu (p<0.001)
(Tablo 15).

OR-1 geninin ¢.454-351 A>G bolgesinin polimorfik dagihmlari ile
IVF klinik parametreleri karsilastirildiginda genotipler arasinda folikul:oosit
orani, olgunlasma orani, embriyo sayisi ve fertilizasyon oranlari arasindaki
farkin istatistiksel olarak énemli oldugu belirlendi. Folikul:oosit orani gruplar

arasinda karsilastirlldiginda heterozigot bireylerde bu oranin disuk oldugu
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Tablo 15: infertil grubundaki c.454-397T>C polimorfizmine ait 6strojen reseptor genotiplerinin IVF parametreleri ile karsilastiriimasi

PP* (n=28) Pp* (n=50) pp* (n=26) p degeri
(Ortalzzi:ﬂsstzylssépma) 18.5 (15.25-23.00) 19.0 (15.00-23.25) 19.0 (16.00-25.00) 0.579°
(ggg::[‘naa” iosﬂzitssjgr':;) 18.5 (14.00-22.00) 17.5 (15.00-22.25) 19.0 (15.00-22.25) 0.812°
(oisgﬁ;?sstz Xooma) 1.1 (1.00-1.14) 1.0 (1.00-1.06) 11 (1.00-1.12) 0.073°
(Ortoalgrlr?aoiogitt dsgg';]a) 16.5 (12.25- 20.00) 16.0 (12.00- 21.00) 14.5 (10.75- 19.25) 0.305°
(8:?;2';222%%‘82%2) 94.0 (87.09-100.00)°  93.5(86.76-96.03)°  82.0 (63.38- 89.83)°" p<0.001°
(822?12? (Cr;olf]'t r::}gf/i,) 13.5£3.8° 119 + 43 9.4%47° p<0.001°
Fertilizasyon orani (%) 86.6 (72.1-94.02) 9 71.0 (59.58-81.25)F  60.0 (48.86-75.48)° p<0.001°

(Ortalama +Std Sapma)

2 Gruplarin karsilagtinimasinda Kruskal Wallis testi kullaniimigtir.

b Gruplarin karsilastirnimasinda Anova testi kullaniimistir.

°PP genotipi ile pp genotipi karsilastinidiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p<0.001
d Pp genotipi ile pp genotipi karsilastirildiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p<0.001
° PP genotipi ile pp genotipi kargilagtinldiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p=0.002
PP genotipi ile Pp genotipi karsilastirildiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p<0.001
9 PP genotipi ile pp genotipi karsilagtinldiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p<0.001

*Pvull enziminin kesim bolgesinin olmasi p aleli, kesim bolgesinin olmamasi ise P aleli olarak isimlendirilmektedir. Toplumda
goriilebilecek genotipler PP, Pp ve pp seklindedir.
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gozlendi. XX ile Xx ve Xx ile xx genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu (p= 0.031 ve p= 0.010). Olgunlagsma oranlari degerlendirildiginde
XX ile xx genotipleri, Xx ile xx genotipleri birbirleri ile kargilastirildiginda
gruplar arasinda anlamh fark bulundu (p<0.001 ve p=0.028). Embriyo sayisi
yonunden ise ozellikle XX ve xx genotipleri arasinda fark gézlenmis olup
(p<0.001) xx genotipinde ddllenen embriyo sayisinin belirgin sekilde dusus
gosterdigi izlendi (p<0.001). Fertilizasyon oranlari ydonunden XX ile Xx, XX ile
de xx genotipi arasinda fark elde edildi (p<0.001) (Tablo 16).

OR-1 geni kontrol bdlgesinde yer alan TA mikrosatellit
polimorfizmlerinin IVF parametreleri ile karsilastirmasi yapildiginda 6zellikle
embriyo sayisi yonunden farkl oldugu goruldi. Buna gore, her iki allelinde
uzun tekrar sayisina sahip UU genotipli bireyler, hem her iki allelinde kisa
tekrar sayisina sahip KK genotipli bireylerle (p<0.001) hem de bir uzun bir
kisa tekrar sayisina sahip UK genotipli bireylerle (p=0.017) karsilastirildiginda
dollenen oosit sayisinin istatistiksel olarak daha az oldugu belirlendi.
Fertilizasyon oranlari incelendiginde ise her U¢ genotip birbiriyle
karsilastirildiginda gruplar arasinda fark oldugu gézlendi (p<0.001). (KK ile
UK genotipi icin p= 0.011, KK ile UU genotipi i¢cin p<0.001 ve UK ile UU
genotipi igin p= 0.013). Fertilizasyon oraninin KK genotipinde en yuksek, UK
genotipinde daha dusik ve UU genotipinde en dusik oldugu dikkat
cekmektedir (Tablo 17).
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Tablo 16: infertil grubundaki c.454-351A>G polimorfizmine ait ostrojen reseptdér genotiplerinin IVF parametreleri ile

karsilastiriimasi

XX* (n=36) Xx* (n=50) xx* (n=18) p degeri

(Ortal';ﬂi:ﬂ;tzyg;pma) 18.5 (16.00-23.75) 19.0 (15.00-24.00) 19.0 (16.00-23.25) 0.972°

(gﬁg::;aa” i‘g’tzit;:g’rf;) 18.0 (15.00-22.00) 17.5 (15.00-23.00) 18.5 (15.00-22.00) 0.938°

(Or't:;g‘r‘];‘;i‘gg ‘g:gr'na) 1.1 (1.00-1.14) ¢ 1.0 (1.00-1.05)>° 1.1 (1.00-1.12) ¢ 0.026°

(Org%ﬂaozgttdsgg';;a) 17.0 (13.00- 20.00) 16.00 (11.75- 20.25) 13.5 (10.00- 19.25) 0.222°
(glf’gig'rﬁzr‘;ggg;é:fg) 94.3 (87.84- 100.00)°  91.7 (80.75- 95.50)°  86.5 (65.00- 91.39)°' p<0.001°
(82!‘32:” (‘fﬁf]”nf:z;ﬁ‘/i) 13.6 £3.8° 11.4+44 8.9%4.7° p<0.001°
Fertilizasyon orani (%) 84.0 (72.61-94.36)™  68.8 (59.58-78.33)" 59.5 (39.78-79.56)' p<0.001°

(Ortalama +Std Sapma)

2 Gruplarin karsilagtirilmasinda Kruskal Wallis testi kullaniimigtir.

bGruplarln karsilastirilmasinda Anova testi kullanilmistir.

° XX genotipi ile Xx genotipi karsilastiriidiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p= 0.031
4 Xx genotipi ile xx genotipi karsilastirildiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p= 0.010
¢ XX genotipi ile xx genotipi karsilagtirildiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p<0.001
FXx genotipi ile xx genotipi karsilastirildiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p= 0.028
9 XX genotipi ile xx genotipi karsilastirildiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p<0.001
" XX genotipi ile Xx genotipi karsilastirnildiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p<0.001
' XX genotipi ile xx genotipi kargilagtinldiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p<0.001

*Xbal enziminin kesim boélgesinin olmasi x aleli, kesim bélgesinin olmamasi ise X aleli olarak isimlendirilmektedir. Toplumda
goriilebilecek genotipler XX, Xx ve xx seklindedir.
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Tablo 17: infertil grubundaki TA diniikleotid tekrar polimorfizmine ait OR genotiplerinin IVF parametreleri ile karsilagtiriimasi

KK (n=35) KU (n=50) UU (n=19) p degeri
Folikul sayisi a
(Ortaloma +otd Sapma) 18.0 (15.00-24.00) 19.5 (16.00-23.00) 19.0 (15.00-24.00) 0.894
Toplanan oosit sayisi a
O St ot 17.0 (14.00-23.00) 18.0 (16.00-22.25) 19.0 (14.00-22.00) 0.836
Folikal:oosit oran 1.0 (1.00-1.12) 1.0 (1.00-1.07) 1.1 (1.00-1.09) 0.451°

(Ortalama +Std Sapma)

(Og%ﬂaofgttdsgg';'na) 16.0 (12.00- 21.00) 16.0 (12.75- 20.00) 14.0 (10.00- 20.00) 0.417°

Olgunlagma orani (%)

a
(Orialamy £5td Sapma) 92.9 (83.33- 95.55) 92.5 (85.80- 95.59) 86.4 (66.67- 92.86) 0.075
Ddllenen oosit sayisi ¢ d cd b
(Ortanca (min-max)%) 13.1+4.3 11.9+4.3 8.7+43 p<0.001
m o
Fertilizasyon oran (%) 80.0 (70.00-92.85)"" 71.1 (60.00-81.53) 58.8 (40.00-71.43) “'* p<0.001°

(Ortalama +Std Sapma)

2 Gruplarin karsilastiriimasinda Kruskal Wallis testi kullaniimistir.

b Gruplarin karsilastiriimasinda Anova testi kullaniimistir.

° KK genotipi ile UU genotipi karsilastinidiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p<0.001

UK genotipi ile UU genotipi karsilastirildiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p=0.017
¢ KK genotipi ile UK genotipi karsilagtinldiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p= 0.011
f KK genotipi ile UU genotipi karsilastirildiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p<0.001

9 UK genotipi ile UU genotipi karsilastinldiginda gruplar arasinda fark bulunmustur p= 0.013

* OR-1 geninin kontrol bdlgesinde yer alan TA tekrarinin 18 ve iistiinde olmasi U alleli, 18’in altinda olmasi K alleli olarak
isimlendirilmektedir. Toplumda gorulebilecek genotipler UU, UK ve KK seklindedir.
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Bulgularimiz, insan oositlerinde DNA hasarini belirlemede
kullandigimiz Komet tekniginin piksel yogunlugu cinsinden sonuglari bize
herhangi  bir iglem uygulanmamis oositlerde (Grup 1) DNA
fragmantasyonunun duguk oldugunu, piezo elektrik teknigi uygulanmis
oositlerde daha fazla olmak Gzere hidrojen peroksit uygulanmis oositlerde en
fazla oldugunu gostermektedir. Arastirdigimiz dstrojen reseptor gen
polimorfizmlerin genotip dagilimlarinin infertil ve kontrol gruplari arasinda
farkhl oldugu izlenmektedir. c.454-397 T>C polimorfizmi i¢cin PP genotipli
kadinlar ile karsilastirildiginda Pp genotiplilerde 2 kat, pp genotiplilerde ise 4
kat risk artisi gozlenmektedir. ¢.454-351 A>G polimorfizmi igin ise x alleline
sahip olanlarin infertilite riskini X alleline sahip olanlara gore yaklagik 2 kat
arttirdigi goéze garpmaktadir. Kontrol bdlgesindeki TA tekrar sayilarinin fazla
olmasi da infertilite riskini 2 kat arttirmaktadir. Olgunlagma oranlari, dollenen
oosit sayisi ve fertilizasyon oranlarinin pp ve xx genotiplerine sahip
kadinlarda belirgin oranda dusuk oldugu, Xx genotipli kadinlarda folikul:oosit
oraninin en dugtk oldugu gozlenmektedir. Genin kontrol bolgesinde uzun TA
tekrarinin digtk dollenen oosit sayisi ve fertilizasyon orani ile iligkili oldugu

izlenmektedir.
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5. TARTISMA

iIk tip bebek Louise Brown'un 30 yil énce dodjumundan
bugine kadar IVF teknikleri ile 3 milyonu agkin bebek dinyaya geldi.
ESHRE’nin (European Society of Human Reproduction and Embryology =
Avrupa insan Ureme ve Embriyoloji Birligi) 2002'deki yillik konferansinda
sunulan rapora gore o yil icinde 200 bin tip bebek dinyaya gelmistir. Bu
rakam 1989 yilinda toplanan ve dunya capindaki ilk veri olan bildiriye gore
30 bin tip bebedin dinyaya geldigi dusunuldigunde IVF ydntemlerine
duyulan gereksinim ortaya ¢ikmaktadir. Dinya Uzerindeki her 6 ¢iftten birinin

infertilite problemi vardir'®

. Dondurma c¢b6zme islemi yapilmamig, taze
embriyolarla yapilan transferler sonucu elde edilen gebelik orani genel
ortalama olarak %25.1, dogum orani ise %18.5 olarak verilmektedir. Ancak
bu oranlarin Ulkelere gore dagilimi gebelik icin %13.6 ile %40.5 arasinda ve
dogum igin %9.1 ile %37.1 arasinda degismektedir. Teknolojik ilerlemeler,
daha yuksek gebelik ve dogum oranlarini saglamak tzere IVF tekniklerinin
geligtirimesi igin yogunlastirimistir. Oncelikli hedef gebelik ve dogum
oranlarinin arttirlimasi olup bu amagla gamet hicrelerinin embriyo olusturma
potansiyelini ¢ogaltmaya yonelik olgunlasma ve fertilizasyon oranlarinin

arttirnlmasi olduk¢ca 6nem tasimaktadir.

Ozellikle fertilizasyon bozukluguna gamet hiicrelerinde DNA
hasarinin neden olabilecegi olasiligi dogrultusunda bugune kadar pek ¢ok
calisma yapilmistir. Ancak bu konu Uzerinde sadece sperm DNA butunlagu
arastirlimis, oositte olusan DNA hasarinin fertilizasyon Uzerine etkisi

incelenmemistir. Ayni sekilde literatirde DNA hasari ile oosit olgunlasmasi
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karsilastiran bir calisma bulunmamaktadir. Bizim c¢alismamizda, DNA
hasarinin oosit olgunlagsmasi ve fertilizasyonu Uzerine etkileri incelenmis
ayni zamanda tup bebek tedavilerinde uygulanan tekniklerin oositlerde DNA

hasar olugturma olasiligi arastiriimigtir.

Calismamizda uyguladigimiz komet tekniginin orijinali ilk
olarak beyaz kan hiicreleri igin uygulanmistir ***>1%1% Daha sonra 2001
yihinda Chan ve arkadaglari bu yontemi geligtirerek hamster oositleri icin
uygulamislardir’®. Bu calismada oosit komet teknigi yardimci ireme
tekniklerinde kullanilan malzemelerin kalite kontrolinde fare tek hucre
embriyo biyoassay yontemine alternatif bir teknik olarak gosterilmis ve daha
hizli ve efektif bir teknik olmasi gibi uUstlnluklerine dikkat cekilmigtir.
Calismamizda bu teknigi degistirerek insan oositlerinde DNA hasarini
belirlemede kullandik. Komet tekniginin orijinalinde canli hucreler mini
agaroz jel igerisine suspanse edilmektedir. Oosit komet tekniginde ise cam
lamin Gzerine oositler kuru olarak fikse edilir ve Uzerine mini agaroz jel
yayilir. Komet tekniginde genellikle komet kuyrugu, komet momentumu veya
sperm kafasi gibi cekirdek DNA’sinin yodunlugu analiz edilir'®. Bu
calismada oosit DNA’sindaki hasar piksel yogunlugu ve c¢ap uzunlugu
Olcimleri ile degerlendirilmistir. Chan ve arkadaslarinin fare tek hicre
embriyo biyolojik testi ile dogruladigi bu dlgimlere goére DNA
fragmantasyonu arttikga DNA hasari artmakta ve bu durumda gdzlenen
piksel yogunlugu azalmaktadir. Bunun yani sira hiucrenin g¢ap uzunlugu

artmaktadir®.
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Calismamizda infertil kadinlardan elde edilen metafaz I
asamasindaki oositlere, her birinde 26 kadinin bulundugu 4 grupta farkh
uygulamalar yapildi ve komet teknigi uygulanarak DNA hasari yonunden
incelendi. Diger taraftan 100 kadindan toplanan metafaz Il asamasindaki
oositlerden alinan komet dlgumleri ile kadinlarin IVF siklusunda elde edilen
olgunlagsma ve fertilizasyon oranlar karsilastirildi. Bu sekilde hem yardimci
ureme tekniklerinde uygulanan bazi tekniklerin oosit DNA’sI Uzerine etkileri
arastirildi hem de oositte DNA hasarinin oosit olgunlagma ve fertilizasyon

Uzerindeki etkileri incelendi.

Calisma bulgularimiza gore ortalama piksel yogunlugu normal
bir dagilim godsterirken ¢ap uzunlugu ile paralel sonuglar sergilemektedir.
Calisma gruplarina ait oositlerde ¢ap uzunlugu cinsinden fark gdézlenmese
de piksel yogunlugu cinsinden istatistiksel olarak anlamli sonuglara ulasildi.
Foliktllerden aspirasyon sonrasi herhangi bir isleme tabi tutulmayan
oositlerde (Grup 1) DNA fragmentasyonunun daha az oldugu, diger gruplara

gore yluksek piksel yogunlugu ve dusuk ¢ap uzunlugunun oldugu belirlendi.

Yine ayni olgimler g6z 6ninde bulundurulup negatif kontrol
olarak birinci grup ile karsilastirildiginda mikroenjeksiyon yapilan oositlerde
(Grup 2) daha az olmak Uzere piezo elektrik uygulanan oositlerde (Grup 3)
daha fazla DNA fragmentasyonunun oldugu belirlendi. Pozitif kontrol olarak
ele alinan ve 100uM hidrojen peroksite 1.5 saat sureyle maruz birakilan
oositlerde (Grup 4) diger U¢ gruba oranla belirgin derecede ylksek DNA

fragmantasyonuna rastlandi.
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Oosit hiucrelerinde DNA fragmentasyonunun IVF’te olgunlagsma
ve fertilizasyon oranlarina etkisini incelemek amaciyla 100 infertil kadindan
toplanan Metafaz Il asamasindaki oositlere uyguladigimiz komet sonuglari
degerlendirilirken kontrol olarak literatirde yer alan olgunlasma ve
fertilizasyon oranlari kullanildi. Buna gbre metafaz |l agsamasina ulagsmis
oositlerin toplam oosit sayisina orani yaklagik %81, fertilizasyon orani da

2 Bu oranlar referans olarak

yaklagik %71 olarak rapor edilmigtir
alindiginda ve oositlerde belirlenen hasar Olguim degerleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilememigtir.
Ancak olgunlagsma ve fertilizasyon oranlar referans degerlerinin Ustinde
olan gruplarda, dusik cap uzunlugunun ve yuksek piksel yogunlugunun

olmasi dikkat cekmektedir.

Bugune kadar insan oositlerinde DNA hasarinin belirlenmesi
ile ilgili olarak literatirde benzer bir ¢alismanin bulunmamasi ¢alismamizi
degerli kilmaktadir. Ancak elde ettigimiz bulgularin desteklenmesi ve
geligtiriimesi icin bu konuda sUphesiz daha fazla c¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir. Otuz seneye yakin bir zamandir uygulanan ve infertil ¢iftlerin
umudu ve kimi zaman tek sansi olan tip bebek tedavilerinde uygulanan bazi
yontemlerin insan oositlerinde DNA hasari olusturma olasihigina karsin
toplumun bu tedavilere bakis agisini degistirmesi beklenemez. Ancak
calismamizda istatistiksel olarak da anlamli buldugumuz sonuglar, Greme
genetigine 6nemli katki saglayacak ve yardimci Ureme tedavilerinin ortaya
cikartabilecegi bazi olumsuzluklarin giderilmesi veya azaltilmasi amacli
gelecekte yapilacak caligmalara ve yeni yontemlerin gelistiriimesine 151k

tutabilecektir. Elde ettigimiz bulgularin yeni ¢caligmalar ile zenginlegtiriimesi
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ve tup bebek tedavilerinin basari 6l¢utu olarak nitelendirilen gebelik ve eve
saglikli bebek goéturme oranlar ile karsilastiriimasi siUphesiz atiimasi
gereken onemli bir adim olacaktir. Calismamizda olgunlasma ve
fertilizasyon oranlari ile DNA hasari arasinda her ne kadar istatistiksel bir
anlam bulamamig olsak da bu konuda daha detayli ve daha genis ¢alisma

grubuna sahip galigmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Bulgularimiz  ile  birlikte g6z o6nunde bulundurularak
arastirlmasi gereken diger bir konu ise oositlerde c¢ok erken evrede
baglayan, fertilizasyon ve implantasyon agsamasinda bile devam eden DNA
onarim mekanizmasinin isleyisidir. Yardimci Ureme teknikleri sirasinda
olusabilecek DNA hasarlarinin ne kadarinin nasil onarildiginin anlasiimasi

oldukga 6nemlidir.

Literatirde, yardimci Ureme tekniklerinden bagimsiz olarak
farkli gelisim asamalarindaki oositlerde pek c¢ok nedenle olugabilen DNA
hasarini inceleyen calismalar bulunmaktadir’'®'""112113 Qgsitlerin mayoza
girisinden fertilizasyon asamasina kadar olan sirecin oldukga uzun olmasi
maternal genomda DNA hasari olma olasiligini glglendirmektedir. Bunun
aksine sperm ile kalitilan genomda olugabilecek DNA hasari spermatogenez
sirasinda  gerceklesebilen mutajenik olaylar ile agiklanmaktadir'™.
Spermatogenezle karsilastirildidinda oogenez asamasinda mutasyon
oranlar daha disiktir ''°. Fetal gelisim sirasinda primer oositin meydana

116

gelisinde yaklagik 20 mitotik bolinme gerceklesmektedir . Erkek pre-

mayotik germ hucreleri ise spermatogonyumun mayotik profaz asamasina

117

ulasmasina kadar ¢ok fazla sayida mitotik bélinmeden gecgerler' '*. Oosit ve
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spermde DNA hasari, gametlerin DNA’y1 degistiren ajanlara maruz kalmasi
gibi pek ¢ok faktdér sonucu meydana gelebilir. Bu sebeple gelisen embriyoda
mutasyon yukinin en aza indirilmesi igin gametlerden koken alan DNA

hasari, zigotta DNA replikasyonunun ilk turunda onarilmaldir.

Oogenez sirasinda gergeklesen DNA onarimini konu alan az
calisma bulunmaktadir. Zheng ve arkadaglari DNA hasarina duyarli 48 genin
ifadelenme semasini incelemigler, bu genlerin hucre dongusunde
duraksamaya sebep olup rhesus maymun oositlerinde ve erken embriyoda

DNA hasarini onardiklarini belirlemislerdir'*®.

Yardimci Ureme tedavileri slrecinde oositlerde gerceklesen
DNA onarimini konu alan bir ¢calismada, DNA hasari yaratilan sperm ile
fertilize olmug preimplantasyon embriyolarinda tek hicre agsamasindan
itibaren DNA onarim genlerinin ifadelenmesinin degistigi belirtilmistir''°. Bir
baska calisma da hasarli DNA ya sahip sperm ile mikroenjeksiyon yapilan
insan oositinde fertilizasyon sonrasi onarim mekanizmasinin igledigi ve bu
onarimin, blastokist olusumu, implantasyon ve saglikli gebelik olusumu igin
yeterli oldugu goriilmustir'?. Farkli DNA hasar yanit yolaklarinda gérev alan
pek cok DNA onarim geninin, post-implantasyon agsamasinda da ifadelendigi

rapor edilmistir'®’.

Yeni fertilize olmus  preimplantasyon  embriyosunda
gerceklesen DNA onarimi, ovulasyon sonrasi oositte depolanan maternal
mRNA’lar ve proteinlere dayanmaktadir. DNA onarim genlerinin memeli

gelisiminin erken donemlerinde ifadelendigi gosterilmigtir. Oositin onarim igin
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yeterli ekipmani yoksa veya zigotik gen ifadelenmesi dogru zamanda

baslamiyorsa embriyonun &lmesi kaciniimazdir'?

. Buna gbére meydana
gelebilecek DNA hasarlarinin onarim mekanizmasi ile giderilememesi
halinde embriyo canhligini yitirecek ve fetal gelisim gerceklesmedigi icin
infertil hastalar patolojik sonuglar ile kargi karsiya gelmeyecektir. Ancak
yetersiz ve eksik onarim olmasi halinde, uzun vadeli patolojilerin meydana

gelebilme olasiligi son ddnemde rapor edilen bulgular arasindadir'?'?,

Sonug olarak, insan oositlerinde DNA hasarinin belirlenmesinin
yani sira bir o kadar da memeli oosit ve embriyosunun hasarli DNA’ ya yaniti
ve onarimi ile ilgili yapilacak caligmalara gereksinim duyulmaktadir. Bu
sekilde hucrelerin onarim kapasitesinin ne oldugu daha iyi anlasilacaktir.
Embriyonik geligsiminin erken asamalarinda DNA onarim genlerinin rolleri ve
ifadelenme zamanlamalari ile ilgili az veri bulunmaktadir. insan
embriyolarinin in vitroda kultir edilmesinin ve yardimci ureme tekniklerinin
DNA onariminda gorev alan genlerin ifadelenmelerini nasil etkiledigi ¢ok iyi
bilinmemektedir. Dolayisiyla  preimplantasyon  embriyolarinin  kultar
ortaminda DNA onarimini dizenleme yeteneklerini ne zaman ve nasil
degistirdiklerini bilmek, meydana gelebilecek hasarlarin Ustesinden gelme ve
ureme genetiginde ve yardimci Ureme tekniklerinde yeni ve gelismis

yontemler tUretmede ¢ok dnemlidir.

Tup bebek tedavilerinde oncelikli hedef gebelik ve dogum
oranlarinin arttirlimasi olup bu amagla gamet hucrelerinin embriyo olusturma
potansiyelini ¢ogaltmaya yonelik olgunlasma ve fertilizasyon oranlarinin

arttinlmasi olduk¢ca énem tasimaktadir. Bu dogrultuda yapilan ¢alismalarda
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bu oranlara etki edebilecek faktorlere odaklaniimaktadir. Bu konuyla ilgili
cesitli gen polimorfizmleri ile ilgili calismalar giderek artmaktadir. Ozellikle
OR a'y1 kodlayan OR-1 geni ile ilgili galismalar basta olmak tizere bu genin
polimorfizmlerini ortaya koyan c¢aligmalar gUndemdedirgo. Bu calismalar
Ozellikle bizim de calismamiza dahil ettigimiz c.454-397 T>C, c.454-351
A>G ve kontrol bolgesinde yer alan TA tekrar polimorfizmlerini

kapsamaktadir.

IVF; folikullerin uyariimasi, olgun folikullerin aspire edilmesi,
oositlerin toplanmasi, oositlerin sperm ile birlestiriimesi ve dollenen
embriyolarin rahim igerisine yerlestiriimesi islemlerini icermektedir. Her ne
kadar her hastaya ayni protokoller uygulansa da hastalarin folikiler yaniti
birbirinden farklihk goéstermektedir. Tup bebek tedavisinin basarisinda pek
¢ok faktor rol oynamaktadir. Bu faktorlerin de en ¢ok foliktler bluyumeye,

steroidogenez ve oositlerin olgunlasmasina etki ettigi bilinmektedir'?.

Yardimci Ureme tekniklerinde bugine kadar ostrojen reseptor
polimorfizmlerinin gelisen folikil sayisi, oosit kalitesi ve olgunlugu,
fertilizasyon ve gebelik oranlarina etkisi incelenmis, bu polimorfizmlerin,
ovaryumlarin uyarilmasi sonucu folikillerin kalitesine ve dolayisiyla
implantasyona etkili olabilecegine dikkat cekilmistir®™®. Bir diger grup
tarafindan yapilan c¢alismada Ostrojen hormonunun islevinin  oosit
sitoplazmasinin  ve oolemma olgunlasmasi i¢in  gerekli oldugu
belirlenmistir'?®. Olgun oositlerde fertilizasyon oraninin yiiksek oldugu'® ve
Ostrojenden yoksun folikillerde dusuk kalitede oositler elde edildigi

gozlenmistir'?’.
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FSH, folikullerin gelisiminde ¢ok ©&nemli rol almaktadir.
Granuloza hucrelerinin proliferasyonu, androjenlerin Ostrojene aromatize
edilmesi, FSH reseptdrlerinin cogalmasi ve LH reseptdrlerin tetiklenmesi gibi
gorevler Ustlenmektedir. Diger taraftan ostrojen de lokal bir dizenleyici rolu
ustlenmektedir. FSH etkisini glglendirme, granuloza hicrelerinin
proliferasyonunu tetikleme ve Ostrojen ve FSH reseptor sayisini arttirmada
etkilidirler. Dolayisiyla 0Ostrojen ve FSH birlikte ovaryumda bir sinerji
icerisinde granuloza hucrelerindeki FSH reseptor sayisini arttirarak folikul
gelisimini ve olgunlasmasini saglamaktadir®?. Ostrojenin granuloza hiicre
islevi Uzerine dogrudan etkisi bulunmaktadir. Oositlerin olgunlasmasindan
sorumlu olup optimal oosit sitoplazmasi ve oolemma olgunlagsmasi igin

gereklidir "%,

OR-1 genindeki genetik varyasyonlar, fetal dénemden yetigkin
doneme kadar buyume ve farklilagsmada ostrojenlerin farkli yanitlarina yol
acabilmektedir. Ostrojen varyasyonlari ayni zamanda treme hayati boyunca

germ hiicrelerinin azalma hizinda cesitlilige neden olmaktadir %.

Daha cok farkli endikasyonlara bagl infertilite olgularinda OR-
1 geninde tanimlanan polimorfizmler c¢alisiimistir. Ancak, gerek bu gende
tanimlanan polimorfizmlerin farkli populasyonlarda farkh sikhklar gostermesi
gerekse galisma grubunun genigletilmesine gereksinim duyulmasi sebebiyle
bu tez calismasinda IVF olgularindaki OR-1 geninde tanimlanan (g
polimorfizmin sikhi§inin arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica, OR-1 geninde
tanimlanmis olan c¢.454-397 T>C, c¢.454-351 A>G ve TA tekrar
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polimorfizmlerinin olgunlasma ve fertilizasyon basarisi Uzerine etkileri

degerlendirilmigtir.

Onceki galismalarda infertil ve kontrol gruplari arasinda c.454-

6292 ancak

397 T>C polimorfizmi igin herhangi bir fark bulunamamis olup
ortalama olgun oosit sayisinda ve folikul:oosit oraninda anlamli fark elde
edilmistir’®. Tez calismamizda infertil ve fertil kadinlar c.454-397 T>C
polimorfizm sikliklari agisindan kargilastiriimis ve gruplar arasinda anlamli
fark elde edilmigtir. ¢.454-397 T>C polimorfizmi igin gruplar arasi farka
neden olan etkenin p allelinden kaynaklandigi belirlenmistir. Onceki
calismalar ile calismamizin bulgular arasindaki farkliliklarin etnik koken,
calisilan  birey sayisi gibi c¢alismalarin  tasarimindaki farkliliktan

kaynaklanabilecegini disunmekteyiz.

Sundarajan ve arkadaslarinin yaptigi calismada c.454-397
T>C polimorfizmlerinin OR-1 geninin dizenlenmesinde 6zellikle Sstrojen
hormonunun etki ve islevinde etkili oldugu rapor edilmistir. Bu etkinin
polimorfizmin giddetine gore folikll ve oosit sayilarina da yansidigina dikkat
cekilmistir. ¢.454-397 T>C polimorfizminin folikil ve oosit sayilari ile pozitif
iligkisini belirleyen c¢aligmalarda PP genotipli kadinlarda pp genotiplilere
oranla daha fazla sayida folikul gelistigi (p=0.033) ve istatistiksel olarak
anlam bulunamasa da belirgin sekilde daha ylksek sayida oosit toplandigi
belirtilmistir °2%. Polimorfizmlerin folikiil ve oosit sayilari {izerindeki belirgin
etkisini, hastalara birbirinden farkli stimulasyon protokolu uygulamalar ile
aciklamiglardir. Estonya populasyonunda da P alleli icin homozigot ozellik

gOsteren tup bebek hastalarinda ortalama folikll:oosit oranindan yola
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cikarak folikil kalitesinin yilksek oldugu sonucuna varilmistir®®. Bizim
calismamizda c¢.454-397 T>C polimorfizminin ne oosit ve folikul sayilarina ne
de folikul:oosit oranlari Uzerinde net bir etkisi belirlenememistir. Ancak
calismamizda ddllenen oosit sayisi incelendiginde PP genotipli kadinlarda
heterozigot ve pp genotipli kadinlara gore anlamh gekilde yuksek embriyo
sayisl elde edildigi belirlenmistir. Bu baglanti daha 6nce Sundarrajan ve
arkadaglarinin yaptigi calismada embriyo sayilari ile ¢.454-397 T>C

polimorfizmi arasinda belirlenen iligki ile uyumludur.

Literatlrde Ostrojen reseptor geni polimorfizmleri ile tip bebek
tedavisinde elde edilen olgunlasma ve fertilizasyon oranlarinin
karsilastiriimasi ile ilgili bir veri bulunmamaktadir. Ancak dnceki galismalar
ortalama olgun oosit sayisinin ve embriyo sayisinin ozellikle ¢.454-397 T>C
polimorfizmi ile baglantisini istatistiksel olarak vurgulamig ve olgunlagma,

fertilizasyon oranlarina etkili olabilecegine®*

ve hatta gebelik oranlarina da
etkili olduguna dikkat cekmislerdir®. Folikiil blyukliginin de &strojen
iglevini dolayisiyla ¢.454-397 T>C polimorfizminin varligi ile dogrudan
baglantisini belirleyen Sundarajan ve arkadaslari polimorfizm olan gruplarda
fertilizasyon ve gebelik oranlarinin polimorfizm olmayan gruba oranla daha
yuksek oldugunu bildirmiglerdir. TUp bebek tedavisi géren ve pp genotipine
sahip kadinlarda gebelik oranlarinin yiiksek oldugu gdsterilmistir ®#%. Bizim
calismamizda c¢.454-397 T>C polimorfizminin hem olgunlasma hem
fertilizasyon oranlari Gzerinde etkili oldugu belirlenmistir. Bu bulgular bugine
kadar gebelik oranlari lzerine etkili oldugu gosterilen OR-1
polimorfizmlerinin ayni zamanda olgunlagma ve fertilizasyon oranlari Uzerine

de etkili olduguna isaret eden ilk galisma niteligindedir.
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Calismamizda ¢.454-397 T>C polimorfizminin olgunlasma
oranlarina etkisi incelendiginde Ug¢ genotip de birbiriyle anlamli bulunmus
(p<0.001) ve PP genotipinde en yuksek olmak tUzere olgunlagsma oranlari Pp

ve pp genotiplerinde sirasiyla azalmaktadir.

Fertilizasyon oranlari  yoninden elde ettigimiz fark
incelendiginde ¢.454-397 T>C polimorfizmi igin ayni olgunlasma oranlarinda
oldugu gibi PP genotipinde en yuksek olmak Uzere fertilizasyon oranlari Pp
ve pp genotiplerinde sirasiyla azalmaktadir ve her Ug¢ genotip i¢in de anlaml
fark sergilemektedir. Onceki calismalarda o&zellikle ¢.454-397 T>C
polimorfizmi icin belirtildigi gibi éstrojen reseptdriiniin etkisini bozdugu % ve
bu durumda 0strojenin iglevini degistirerek folikil gelisimini ve dolayisiyla
oosit olgunlagsmasini negatif yodnde etkiledigini vurgulamak mUmkin
olmaktadir. ik tlp bebek uygulamasini gergeklestiren Edwards ve
arkadasglarinin 1984 yilinda yaptiklari galismada rapor ettikleri gibi olgun
oositlerde fertilizasyon oranlarinin yiksek olmasi elde ettigimiz bu onemli

bulguyu agiklamaktadir'?®.

Tez calismamizda infertil ve fertil kadinlar, c.454-351 A>G
polimorfizm sikliklar agisindan kargilastirildiginda gruplarin birbirinden farkl
oldugu ve elde ettigimiz bu istatistiksel farkin xx genotipinden kaynaklandigi
belirlenmigtir. Ayni polimorfizm ile klinik parametreler karsilastinldiginda
folikil ve oosit sayilari ile ilgili bir baglanti elde edilememis sadece
heterozigot 6zellik gosteren bireylerde folikil:oosit oranin dusuk oldugu ve
XX ile Xx ve Xx ile xx genotipleri arasinda istatistiksel fark oldugu

95



belirlenmigtir. Dusuk folikul:oosit orani, folikll basina toplanan olgun oosit

sayisinin fazla oldugunu isaret etmektedir.

IVF’'te klinik parametreler ile ¢.454-351 A>G polimorfizminin
karsilastirmasinda elde ettigimiz bir diger degerli bulgu ise olgunlasma ve
fertilizasyon oranlari ile ilgilidir. Olgunlagsma oranlarinin xx genotipli
kadinlarda dusuk oldugu fertilizasyon oranlarinin ise XX genotiplilerde
belirgin sekilde yiiksek oldugu belirlenmistir. Laboratuvar ¢alismalari, OR-1
haplotipleri arasinda enhancer aktivitesinin farklilik gosterdigini ve en ylksek
aktivitenin OR-1 xx haplotipinde ve OR-1*x allelinde gergeklestigini
gostermistir'?®. Goézlenen bu farklilik, OR-1 geninin ifadelenmesinin OR-1
genotipine gdére diizenlendigini isaret etmektedir. Ayrica bazi ¢alismalar OR-
1 xx ve pp genotiplerinin OR-a islevini arttirdiyi ve &strojenin biyolojik
aktivitesini ve dolayisiyla ureme etkenligi Uzerindeki rolunu etkiledigi
hipotezini vurgulamislardir'™®. OR-1 geninin ¢.454-397 T>C lokusunda P
allelinin bulunmasinin myb ailesinden transkripsiyon faktorleri icin (aktivator
protein 4 — AP4) baglanma bélgesini engelledigi distinilmektedir®. c.454-
397 T>C ve ¢.454-351 A>G polimorfizmlerinin OR-a iglevine nasil bir etkide
bulundugu tam olarak bilinmese de, ¢.454-397 T>C igin baskin olan P alleli
ve ¢.454-351 A>G icin baskin olan X alleli OR-a aktivitesini

tetiklemektedirler'?®.

TA dinukleotid polimorfizmleri ile ilgili bugune kadar yapilan az
sayidaki galismadan farkli olarak galismamizda bu polimorfizmlerin infertilite
ve |IVF parametrelerine onemli etkilerini istatistiksel olarak ortaya

koymaktayiz. Fertil ve infertil kadinlar olmak Uzere gruplarimiz arasinda TA
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tekrar polimorfizm sikliklari agisindan iligki gosterilmistir. Bu ¢ergcevede allel
sikliklari benzer bir dagilim goésterirken, heterozigot genotipe sahip bireyler
infertil grupta belirgin bir sayi artisi sergilemekte ve iki kisa allel veya iki
uzun allel igceren homozigot genotipler iki c¢alisma grubu arasinda
birbirlerinden farklanmaktadir. infertil gruptaki heterozigot birey fazlaligindan
dolayl sapmaya neden oldugunu dusunmekteyiz. Ancak kontrol grubunun
HWE ile uyumlu olmasi nedeniyle sadece infertil grupta gdzlenen bu
sapmanin ilgilenilen lokus ile hastalik arasindaki iligkiden kaynaklanabilecegi

cesitli calismalarda vurgulanmigtir 3132133,

Onceki galismalarda kisa TA tekrarlarinin, agiklanamayan
infertilite olgularinda ® ve prematiir overyan bozuklugu olan kadinlar % ile
iligkisi aciklanmistir. Altmae ve arkadaslarinin c¢alismasinda bizim
calismamizla uyumlu bazi sonuglar elde edilmis ve uzun TA tekrarlarinin
daha iyi KOH sonuglari ile baglantili oldugu daha fazla sayida folikulin
olgunlastigi, daha fazla sayida oositin elde edildigi ve iyi kalitede bir embriyo
elde etmek Uzere daha az duzeyde FSH dozuna gereksinim duyuldugu gibi

bulgulara dikkat gekmislerdir .

TA tekrar polimorfizmleri ile ilgili olarak galismamizda elde
ettigimiz diger bir bulgu ise genotipler arasinda embriyo sayisi yonunden
belirgin sekilde fark gdzlenmesidir. Buna goére iki allelinde de uzun TA
dindkleotid tekrari olan kadinlarda diger genotiplerle karsilastirildiginda
dollenen oosit sayisinin daha az oldugu belirlendi. Dollenen oosit sayisinda

elde edilen anlamli iligki fertilizasyon oranlari arasindaki iligkiye de yansimis
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olup fertilizasyon oranlarinda da her Ug¢ genotip birbiriyle karsilastirildiginda

gruplar arasinda anlamli fark gdzlenmigtir.

OR-1 geninin kontrol bélgesinde yer alan TA tekrar dizisinin
OR-1 gen ifadelenmesini veya islevini etkiledigi bilinmektedir®™®. Bu
dogrultuda Becherini ve arkadaslari, TA tekrar sayisindaki farklihdin gen
islevini nasil etkiledigi lzerine farkli hipotezler gelistirmislerdir'®. Bu
hipotezlerden ilki dinukleotid TA polimorfizminin transkripsiyonel duzenleme
yoluyla ifadelenme duzeyini dogrudan etkiledigi yonundedir. Bir diger
hipoteze gdre, diniikleotid polimorfizmi OR-a protein iglevini dogrudan
etkileyecek eksonda yer alan bir polimorfizm ile baglantihdir. Farkli bir
hipotez de OR-1 gen polimorfizminin OR-1 genine bitisik bagka bir
tanimlanmayan gendeki mutasyon ile baglantili oldugudur. TA tekrar
polimorfizmlerinin etkisiyle farkli bolgelerde meydana gelen alternatif kesim
mekanizmas! ve bunun sonucunda olusan farkli aktif kontrol bdlgeleri ve
alternatif eksonlar sayesinde gen ifadelenmesi degismekte ve farkli protein

(iriinleri meydana gelmektedir'®.

OR-1 geninde tanimlanan (i¢ polimorfizm arasindaki baglanti
yuzdelerini hesapladigimizda ¢.454-397 T>C polimorfizmi ve ¢.454-351 A>G
polimorfizmleri arasinda %93 oraninda baglanti elde edilmigtir. Bu
polimorfizmler igin yapilan haplotip analizi sonuglarina gére hasta ve kontrol
grubunda (PX, px, pX, Px) olmak Uzere 4 haplotip belirlenmis, kontrol
grubunda en sik gorulen haplotip PX temel alinarak, diger haplotiplerin
herbirine ait infertilite riski hesaplanmistir. Buna goére, Px haplotipine sahip

bireylerde infertilite riskinin 2 kat arttigi gézlenmigtir. Ancak literatirde bu
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polimorfizmler icin benzer vyatkinlik bulunamadidi icin sonuglarimiz

tartisilamamistir.

OR-1 gen polimorfizmlerinin infertilite Gzerine etkilerini
arastiran c¢alismalarda c¢ogunlukla ¢.454-397 T>C polimorfizmi tercih
edilmigti. OR-1 gen polimorfizmlerinin  dzellikle ¢.454-397 T>C
polimorfizminin yardimci Ureme tedavilerinde elde edilen klinik parametreler
uzerindeki etkisini inceleyen caligmalarin sonuglari birbirlerine gore farklilik
gostermekte ve calisma planlarinin geligtiriimesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
konuda yapilan ve yapilacak caligmalar buylik onem tasimaktadir. Ancak
daha net sonuglara ulasmak icin olgu sayilarinin arttirlmasi ve yeni
polimorfizmlerin ortaya konulmasi veya degisik populasyonlara (irk veya

cografi farkhliklar yoninden) ait galismalarin planlanmasi gerekmektedir.

Calismamizin konuyla iligkili olarak diger galismalarla birlikte
bilgi havuzuna katki saglamasinin yani sira, s6z konusu polimorfizmin
toplumdan topluma farklilik gosterebilecegi géz 6nune alindiginda Tark

toplumuna ait dagilimi yansitmasi diger bir getirisi olmustur.

€.454-397 T>C ve c.454-351 A>G polimorfizmleri her ne kadar
tek niikleotid degisimi olsalar da OR-a proteininde amino asit degisimine
neden olmamaktadirlar. Bu polimorfizmler ve ortaya ¢ikan ilgili haplotipler,

OR-1 geninin diizenleyici dizilerinde varyasyona neden olmaktadir®.

€.454-397 T>C, c.454-351 A>G ve TA tekrar polimorfizmlerinin

daha buyuk, kapsaml ¢alismalarda ve farkli toplumlarda c¢alisilarak infertilite
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ve |VF'te elde edilen Klinik parametreler Uzerine etkilerinin daha iyi
anlasiimasi, bu iki polimorfizmin hangi molekuler mekanizmalarla etkisini
gosterdigi, polimorfizmlerin Ostrojenin ve reseptorunun iglevini tam olarak
nasil ve ne yonde degistirdigi cevaplanmasi gerekli sorulardan bazilaridir.
Reseptor proteininin  geninde henuz tanimlanmamig olan olasi diger
polimorfik bdlgelerin belirlenmesi ve bunlarin infertilite ile iligkisinin
arastirimasi, OR-1 geninin infertilite (izerine etkisine 6zgul bir promotériniin
velveya dzgil bir intron kesimleme varyantinin olup olmadigi, ayrica OR-1
ve OR-2 genleri arasinda etkilesimlerin olup olmadi§i da sorgulanmasi

gereken diger konulardir.

OR-1  polimorfizmlerinin fertilite (zerine dogrudan etkisi
olmamakla birlikte infertilite problemleri ortaya c¢iktiginda ve tlp bebek
tedavileri sonrasi ovaryum cevabi ve tedavi basarisini 6ngérmede OR-1
polimorfizmleri  énemli  rol  oynayabilmektedir. Calismamizda bu
polimorfizmlerin 6zellikle oositlerin olgunlasmasi ve fertilizasyonunda negatif
yonde etki gosterdigini belirledik. TUp bebek tedavileri sonucu elde edilen
implantasyon ve gebelik oranlarina olan dogrudan katkisini belirleyebilmek

icin sUphesiz daha fazla ¢alismaya gereksinim duyulmaktadir.
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6. SONUG

Yardimci ureme tedavisinde uygulanan mikroenjeksiyon ve
konvansiyonel in vitro fertilizasyon tekniklerinde sperm hucresinin oosit
aktivasyonunu saglayamadigi ve dolayisiyla fertilizasyonun olmadigi oositler
ile embriyo gelisimi mimkin olmamaktadir. Fertilizayon oranlarinin bu
sekilde dusmesi ile birlikte gebelik oranlari da dugsmekte ve tup bebek

tedavisinden basari elde edilememektedir.

Calismamiz iki bolumden olugmaktadir. Birinci bolimde oositte
DNA hasarinin ikinci bolumde ise ostrojen reseptdr gen polimorfizmlerinin
IVF tekniklerinde oositlerin olgunlagmasi ve fertilizasyonu Uzerine etkileri

arastinimistir.

Komet teknigi, c¢esitli hicre tiplerinde ve hedef organlarindan
alinan hucrelerde uygulanan ve cesitli ajanlarin indukledigi DNA hasari ve
onarim bozuklugunun tayinini amaglayan in vivo ve in vitro galismalarda
kullanilan bir ydntemdir. Literatirde 6zellikle sperm hicreleri ve lenfositlerle
yapillan ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Hicre sayisinin milyonlara
ulastigi érneklerde basariyla ve siklikla uygulanan bu teknik ile ilgili olarak
insan oositi ile ilgili bir galisma literatirde bulunmamaktadir. Calismamizda
DNA hasarini belirlemede 6lgut olarak hicrelerin piksel yogunlugu ve c¢ap
uzunluklarindan faydalanildi. Calisma gruplarina ait oositlerde ¢ap uzunlugu
cinsinden fark belirlenmedi ancak piksel yogunluklari karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli sonuglara ulasildi. Foliktllerden aspire edildikten

sonra higbir iglem uygulanmamis olgun oositlerde (Grup 1) elde edilen
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yUuksek komet piksel yogunlugu degeri ile piezo elektrik uygulamasi yapilmis
(Grup 3) ve pozitif kontrol olarak kullanilan ve hidrojen peroksit
solusyonunda bekletilmis oositlerde (Grup 4) belirlenen dusik komet
degerleri farkli bulundu. Mikroenjeksiyon yapilan oositler ile (Grup 2) ve
piezo elektrik uygulanmis oositlerde (Grup 3) Olcllen komet ortalama piksel
yogunluklari arasinda da fark oldugu belirlendi (p=0.014). Grup 3 ve hidrojen
peroksite maruz birakilmis oosit grubu (Grup 4) arasinda komet ortalama

piksel yogunluklari cinsinden iligski saptandi.

Oositlerde DNA fragmentasyonunun I[VF’te fertilizasyon ve
olgunlagma oranlarina etkisini incelemek amaciyla oosit komet dlgimleri ile
kadinlarin tup bebek siklusunda elde edilen olgunlasma ve fertilizasyon
oranlari kiyaslandi. Literatlrde yer alan standart olgunlagsma ve fertilizasyon
oranlari referans olarak alindiginda ve oositlerde belirlenen hasar 6lgim
degerleri ile karsilagtinldiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde

edilemedi.

Sonu¢ olarak c¢alismamizda oositlerde DNA hasarinin,
oositlerin olgunlagma ve fertilizasyonuna dogrudan etkisinin olmadigi ancak
yardimci Ureme tedavilerinde uygulanan bazi tekniklerin oositlerde DNA
hasarina yol agtigi belirlendi. Tip bebek tedavilerinde basariya ulasmak ve
tedavinin gebelikle sonlandiriimasi amaciyla IVF laboratuvarlarinda
geligtirilen veya gelistirilecek alternatif tekniklerin rutinde uygulamaya
konulmadan 6nce, basta oositler olmak Uzere gamet hucrelerinin DNA’larina

olan etkisinin arastirilmasi gerektigi anlagildi. Oositlerde kendiliginden
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gelisen veya tedavi surecinde ortaya ¢ikan DNA hasarinin implantasyon ve

gebelik oranlarina etkisinin belirlenmesi sonraki galismalarin amaci olabilir.

Ostrojen, folikiil olusumu ve oosit olgunlasmasinda énemli rol
oynamaktadir. Hormonlarin hedef hicrelerine ulagtiklarinda etkilerini
gOsterebilmesi igin 6zgll reseptdrlerine baglanmasi gerekir. Calismamizda
yardimci ureme tekniklerinde, Ostrojen reseptor polimorfizmlerinden c.454-
397 T>C, c.454-351 A>G ve genin kontrol bdlgesinde yer alan TA tekrar
polimorfizminin infertii ve fertil (kontrol) kadinlarda dagilimini ve bu
polimorfizmlerin geligsen folikul sayisi, dollenen oosit sayisi, olgunlagma ve
fertilizasyon oranlarina etkisi incelenmigtir. ¢.454-397 T>C polimorfizminin
genotip dagilimlan kargilastinldiginda, infertil ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak fark elde edilmistir. S6z konusu farka p allelinin neden
oldugu PP genotipli bireyler ile kargilagtirildiginda Pp genotipli bireylerde 2
kat, pp genotipli bireylerde ise 4 kat risk artisi oldugu belirlenmistir. Bununla
beraber, OR-1 geninde tanimlanan c.454-397 T>C polimorfizminde p alleline
sahip olanlarin infertilite riskinin P alleline sahip olanlara gére 2 kat arttigi

bulunmustur.

Polimorfik ~ dagihmlar  ile  IVF  klinik  parametreleri
kargilagtirildiginda genotipler arasinda olgunlagma orani, embriyo sayisi ve
fertilizasyon orani yonunden istatistiksel olarak iligki gézlendi. pp genotipli
kadinlarda istatistiksel olarak dusUk sayida embriyo sayisi goéruldugu
belirlendi. Olgunlagsma ve fertilizasyon oranlar yonunden her Ug¢ genotip
birbiriyle kiyaslandiginda PP genotipinde en yuksek olmak Gzere olgunlagma

oranlarinin Pp ve pp genotiplerinde sirasiyla azaldigi gozlendi.
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OR-1 geninin ¢.454-351 A>G polimorfizminin  genotip
dagilimlari karsilastinldiginda gozlenen infertil ve kontrol gruplari arasindaki

farklihiga x allelinin neden oldugu belirlendi.

c.454-351 A>G ic¢in polimorfik dagilimlarinin IVF Klinik
parametreleri ile iliskisi degerlendirildiginde genotipler arasinda folikil:oosit
orani, olgunlagsma orani, embriyo sayisi ve fertilizasyon orani yoninden
istatistiksel anlam izlendi. Folikll:oosit orani gruplar arasinda
karsilastirildiginda heterozigot bireylerde bu oranin dusuk oldugu,
olgunlagma oranlari ve dollenen oosit sayisi yonunden xx genotipinin gruplar

arasi farklihga sebep oldugu saptandi.

OR-1 geni kontrol bdlgesinde yer alan TA mikrosatellit
polimorfizminin genotip dagihimlarinin infertil ve kontrol gruplar arasinda
farkl olduklari ve uzun tekrar sayisi igeren allele sahip bireylerde kisa tekrar

sayisli iceren allele sahip olanlara gore infertilite riskinin 2 kat arttigi gozlendi.

Ayni  polimorfizmin IVF parametreleri ile kargilagtirmasi
yapildiginda 6zellikle embriyo sayisi yonunden farkli oldugu géruldd. Buna
gore, her iki allelinde uzun tekrar sayisina sahip kadinlarda daha az sayida
oositlerin dodllendigi belirlendi. Bu etkinin fertilizasyon oranlarina da yansidigi
dikkat cekti ve her Ug¢ genotip birbiriyle karsilastirildiginda fertilizasyon
oranlari igin gruplar arasinda fark oldugu gozlendi. Fertilizasyon oraninin KK
genotipinde en yuksek, UK genotipinde daha duguk ve UU genotipinde en
dusuk oldugu rapor edildi.
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incelenen (¢ polimorfizm icim haplotip analizi yapildiginda
€.454-397 T>C polimorfizmi ve ¢.454-351 A>G polimorfizmleri arasinda %93
oraninda baglanti oldugu belirlendi. Kontrol grubunda en sik gorulen haplotip
PX temel alinarak, diger haplotiplerin herbirine ait infertilite riski hesaplandi.
Buna gore px haplotipine sahip bireyler PX haplotipli bireyler ile
karsilastirildiginda infertilite riskinin 2 kat arttigi gézlendi.

Sonu¢g olarak inceledigimiz  Ostrojen  reseptdor gen
polimorfizmlerinin gerek infertilite gerek ise yardimci Ureme tekniklerinde
elde edilen sonuclara etkisi oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglarin daha fazla
calisma ile desteklenmesi neticesinde gelecekte bu polimorfizmlerin
analizinin yapilmasi ve kadinlarda infertilite riskinin polimorfik dagilimlar g6z
onlnde bulundurularak hesaplanmasi mumkun olabilecektir. Ayni sekilde
genotipleme yapilarak infertii kadinlarin tip bebek tedavilerinde elde
edilebilecek klinik parametrelerin iyilestirimesi ve tedavide daha basarili

sonuglar elde edilmesi amaclanabilecektir.
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7. OZET

MIKROENJEKSIYON ve PIEZO ELEKTRIK UYGULANMIS INSAN
OOSITLERINDE DNA HASARININ BELIRLENMESI VE OSTROJEN
RESEPTOR GEN POLIMORFIiZMLERININ FERTILIZASYONA ETKISININ
INCELENMESI

Anahtar kelimeler: Oosit komet teknigi, oOstrojen reseptor gen
polimorfizmi, IVF, fertilizasyon

Bu calismada tlp bebek tedavisi goren 104 kadindan toplanan
metafaz-Il asamasindaki dort grup oosite komet teknigi uygulandi. Grup 1
oositler, spermle birlestiriimeden dogrudan c¢alismaya dahil edildi.
Mikroenjeksiyon sonrasi dollenmeyen oositler ikinci grubu olusturdu. Grup 3
oositlere piezo elektrik uygulandi. Doérdincu grup ise hidrojen peroksitte
bekletilen oositlerden olugsmaktaydi. Bu gruplarda mikroenjeksiyon ve piezo
elektrik gibi tekniklerin oosit DNA’sI Uzerine etkilerinin ortaya konmasi
beklendi. Calismanin sonunda 1. ve 2. grup oositlerde, 3. ve 4. gruptakilere

gore DNA fragmentasyonunun disuk oldugu belirlendi.

Calismanin  diger amaci da Ostrojen reseptdor gen
polimorfizmlerinin PCR-RFLP ile fragment analizi teknikleri kullanilarak
belirlenmesi ve oosit olgunlasma ve fertilizasyon oranlari ile
iligkilendirilmesidir. Bu dogrultuda 104 infertil, 107 fertil kadin ¢alismaya
katildi. infertil ve fertii kadinlar arasinda polimorfizmlerin  dagihimi
karsilastirildi  ve in vitro fertilizasyon (IVF) parametreleri (zerinde

polimorfizmlerin etkileri incelendi.
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€.454-397 T>C, c.454-351 A>G ve TA polimorfizmlerinin infertil
ve fertil kadinlar arasindaki dagihiminin farkh oldugu ve olgunlagma oranlari,
embriyo sayisi ve fertilizasyon oranlarinin pp ve xx genotipli kadinlarda
distUk oldugu belirlendi. Uzun TA tekrarinin dislUk embriyo sayisi ve

fertilizasyon orani ile iligkisi gozlendi.

Calismamizda elde ettigimiz bulgular, komet yonteminin IVF
tedavilerinde uygulanan tekniklerin oosit DNA’si Uzerine etkilerinin
belirlenmesi ve uygulanan tekniklerin geligtiriimesi icin 6nemli oldugunu
gostermektedir. Calismamizin bulgulari, komet tekniginin bir biyoassay
yontemi olarak kullanilabilecegi ve bu sayede DNA’'da hasar olusumu en aza
indirilerek IVF basarisinin arttinlabilecegi gorusunu desteklemektedir.
Ostrojen reseptdr gen polimorfizmleri ile infertilite ve IVF parametreleri
arasinda elde ettigimiz iligkiler ise bireylerin genotiplerine uygun tedavi
yontemleri gelistirmek ve uygulamak, dolayisiyla tiup bebek tedavilerinde

basari sansini arttirmak dogrultusunda 6nem tasimaktadir.
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8. SUMMARY

DIAGNOSIS OF DNA DAMAGE ON OOCYTES WHICH ARE SUBJECT
TO MICROINJECTION AND PIEZO ELECTRIC AS WELL AS
DETERMINING THE IMPACT OF ESTROGEN RECEPTOR GENE
POLYMORPHISMS ON FERTILIZATION

Key Words: Oocyte comet assay, estrogen receptor gene
polymorphism, IVF, fertilization

In this study, comet assay was applied on four groups of
metaphase-Il oocytes collected from 104 women undergoing in vitro
fertilization (IVF) treatment. Group1 oocytes were not microinjected. Group2
oocytes were the unfertilized ones. Group3 oocytes were exposed to piezo
electric stimulation. Group4 was the positive control in which the oocytes
were incubated in hydrogen peroxide. It was expected to reveal the impact
of microinjection and piezo electric stimulation on oocyte DNA. Group1 and

2 oocytes were found to have lower DNA fragmentation than Group3 and 4.

Another point was to detect estrogen receptor gene
polymorphisms via PCR-RFLP and fragment analysis and correlate with
oocyte maturation and fertilization rates. 104 infertile and 107 fertile women
were investigated. First the severity of polymorphisms between infertile and
fertile women then the effect of the polymorphisms on IVF parameters was

analyzed.
Significant statistical relationship was observed between

infertile and fertile women in terms of ¢.454-397T7>C, c.454-351A>G and TA

polymorphisms. Maturation rates, embryo number and fertilization rates
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were significantly smaller in women having pp and xx genotypes. Long TA
repeat was found to be associated with low embryo number and fertilization

rate.

The outcome of our study implies the importance of comet
technique upon determing the impact of techniques applied in IVF treatment
on oocyte DNA and developing the applied techniques. The relationship we
found between the polymorphisms and infertility&IVF parameters carry
weight in developing and applying treatment methods suitable to individuals

genotypes, in this way in increasing the success rates in IVF treatments.
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