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OZET

TUP BEBEK TEDAVISINDE TEKRARLAYAN IMPLANTASYON
BASARISIZLIGI GORULEN KADINLARDA miRNA GEN
POLIMORFIZMLERININ ETKISININ ARASTIRILMASI
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Bu calismadaki amacimiz onemli bir sorun haline gelmis RIF (Recurrent
Implantation Failure) etyolojisi ve yonetiminde katkida bulunmak, basaril
implantasyon oranlarinin artmasini saglamak ve gelecekte mikroRNA larin
biyomarker olarak kullanilabilmesine katkida bulunmaktir. her hangi malignitesi
olmayan 24-46 yas grubundan en az 2 kez taze ve ya donmus 3. ve ya 5. giin embriyo
transferinin basarisiz oldugu 105 kadin ¢alisma grubunu olusturdu. Kontrol grubunu
ise saglikli spontan gebeligi olan 22-40 yas arast 110 kadindan olusturuldu. Kontrol
grubu bilgilendirilmis ve arastirmaya dahil edilebilmeleri i¢in gerekli yasal izinleri
alinmistr. Kontrol grubuna ve hasta grubuna ait kadinlarin her birinden alinan 5-10’ar
cc’lik periferik kan ornekleri EDTA (etilen diamin tetraasetik asitli) tiiplere konulmus
ve uygun zamanda DNA ekstraksiyonu yapilmak iizere -20 Cde saklanmustir.
Kontrol grubunu olusturan saglikli kadinlarin her birinden 5-10’ar cc’lik periferik kan
alinmistir. RIF grubunda ve kontrol grubunda ¢alistigimiz periferik kandaki miRNAlar
arasinda allelik ve genotipik farklilik izlenmedi. Ayni zamanda her iki grub arasinda
yas , BMI (Viicut Kitle Endeksi) ve FSH (Folikiil Uyarict Hormon) degerleri arasinda
da anlamli fark yoktu. Daha Once yapilan birkag caligmanin aksine bizim
calismamizdaki Tiirk kadin popiilasyonunda RIFli grup ile kontrol grubu arasinda
periferik kandan bakilan miR-146aC>G, miR-149C>T, miR-196a2T>C, VE miR-

499A>G arasinda anlamli allelik ve genotipik fark izlenmedi.

Anahtar Sozciikler: Tekrarlayan IVF Basarisizligi, miRNA, genotip



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MIRNA GEN POLYMOPHISMS IN
WOMEN WITH REPEAT IMPLANTATION FAILURES IN IVF TREATMENT

Amir SAGHAFIAN
Ondokuz Mayis University

Institute of Graduate Studies
Department of Medical Biology Programme
Master, March/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sengiil TURAL

To contribute to the etiology and management of RIF (Repeated Implantation
failure), which has become an important problem, to increase successful implantation
rates and to contribute to the use of micRNAs as biomarkers in the future. At least 2
times fresh or frozen 3rd or 5th day embryo transfer from the 24-46 age group
constituted the study group. The control group consisted of 110 women between the
ages of 22 and 40 who had healthy spontaneous pregnancies. The control group has
been informed and the necessary legal permissions have been obtained to be included
in the research. Peripheral blood samples of 5-10 cc each from each of the control
group and the patient group were placed in tubes with ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) and stored at -20 C° for DNA extraction at the appropriate time. 5-10 cc each
of the healthy women who make up the control group. There was no allelic and
genotypic difference between miRNAs in peripheral blood that we studied in the RIF
group and the control group. At the same time age between both groups. There was
also no significant difference between BMI (Body mass index) and FSH (Follicle-
stimulating hormone) values. Conclusions Unlike several previous studies, in our
study, there was no significant allelic and genotypic difference between the peripheral
blood miR-146aC>G, miR-149C>T, miR-196a2T>C, and miR-499A>G between

the RIF group and the control group in the Turkish female population.

Keywords: Recurent implantation Failure, miRNA, genotypic
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1. GIRIS

Infertilite, ¢iftlerin bir yil siiresinde korunma ydntemi kullanmadan diizenli
cinsel iligkide bulunmalarina ragmen gebeligin olusmamasi, ger¢eklesmemesidir.
Yardimer iireme uygulamalar1 bu konuda 6nemli katliklar saglamaktadir. ilk olarak
1958 yilinda Bob Edwards arkadaslariyla beraber Glasgow'da tavsan embriyolarindan
ilk kok hiicreyi elde ettiler. Bundan 1 yil sonra 1959 yilinda Gregory Pincustur insan
overlerinden oosit izole etmeyi basardi. Kaydedilen bu gelismeler sonucunda ilk tiip
bebek arastirmalart 1966 yilinda jinekolog Dr.Patrick Christopher Steptoe ve
Cambridge Universitesinde calisan fizyolog Robert Edwardsin beraber calismalari ile
baslamistir.

1971 yilinda Dr Patrick Christopher Steptoe laparoskopik yolla ilk embriyo transferini
genel anestezi altinda yapmastir.

Calismalaria hi¢ durmadan devam eden Dr Patrick Christopher Steptoe diinya
tarihinde ilk tiip bebegi 25 Temmuz 1978 yilinda, Ingilterenin Oldham kasabasindaki
bir hastahanede diinyaya getirmeyi basarmistir .Tiirkiyede ise ilk tlip bebek 1989
yilinda diinyaya gelmistir.

Yillarca tip bilimi gelistikce tiip bebek tedavisi, yontemleri, engelleri,
komplikasyonlari ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir.

Infertilite, ciftlerin bir yillik siire i¢inde ¢ocuk istemelerine, herhangi bir korunma
yontemi kullanmamalarina ve diizenli cinsel iliskide bulunmalarina ragmen gebeligin
gerceklesmemesi olarak tanimlanmaktadir .

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Infertilite Tan1 ve Tedavi Calisma Grubu, 8500
infertil ¢ift lizerinde bir ¢aligma yapmis ve infertiliteye katkida bulunan tibbi durumlari
belirlemek igin standart tani kriterlerini kullanmistir. Gelismis iilkelerde, infertil
ciftlerin %37'sinde kadin faktorii %8'inde erkek ve %35'inde hem erkek hem de kadin
faktorii infertilite sebebi olarak bildirilmistir. Ciftlerin % 5-de agiklanamayan
infertilite mevcuttu ve yiizde 15 c¢alisma sirasinda gebe kaldi. Bu calisma,
infertilitenin oncelikle sadece kadin partnerdeki bozukluklardan kaynaklanmadigin
gostermistir. (Kuohung W, Hornstein M, Causes of female infertility. 2021)

Implantasyon, endometrium ile embriyo arasinda biiyiime faktorleri,
hormonlar, adezyon molekiilleri, ekstraseliiler matriks ve prostoglandinler ile olusan
karmasik bir diyalog ¢ercevesinde; embriyonun desiduaya yapismasi, bazal membrana

dogru inmesi ve stromaya invaze olmasidir. Giiniimiiz Yardimli Ureme Teknikleri



‘ndeki uygulamalarda %480’lik fertilizasyon oranlarina ulasilabilmesine ragmen,
ortalama canli dogum oram1 %45’ gecememektedir. Bu noktada implantasyon
basarisizliklar1 ve endometrial reseptivite, yardimei tireme teknikleri’nin en 6nemli hiz
kisitlayici basamaklarindan birini olusturmaktadir.

Yardimer iireme tekniklerindeki gelismeler embriyo kalitesini arttirmigtir. Buna
karsin hala pek ¢ok hasta IVF tedavisine ragmen gebe kalamamaktadir. implantasyon
embriyo ve endometrium arasinda senkronizasyon gerektiren kompleks bir siirectir.
Reprodiiktif tipta gelismelerle uterin reseptivitenin daha iyi anlagilmasi, implantasyon
basarisindaki anahtar faktordiir. Molekiiler sinyaller daha iyi anlasildik¢a ve yeni
sinyal yollar1 bulunduk¢a bunlar uterin reseptivitenin diizeltilmesini ve gebelik
oranlarinin arttirtlmasini saglayacaktir.

Tekrarlayan implantasyon basarisizligi (RIF), in vitro fertilizasyon (I\VF) tedavi
sikluslarin1 ~ takiben  iyi  kalitedeki  embriyolarin  transfer  sonrasinda
implantasyonlarinin basarisiz olduklarinda belirlenir. Implantasyon basarisizlig,
maternal faktorler veya embriyonik nedenlerle iliskilidir. Bu karmasik siirecte
endometrial integrinler, hiicre dis1 matriks molekiilleri ve adezyon molekiilleri gibi
bir¢ok molekiiler faktor rol oynamaktadir.

Son ¢aligmalar, miRNA'larin RIF'yi diizenledigini gostermektedir. Cok sayida
miRNA insanda endometriozis gibi endometrial bozukluklar ve premature ovarian
yetmezlik bulgulari ile iliskilendirilmektedir Bu sonuglar, miRNA'larin infertilite dahil
olmak tizere kadinin iireme sisteminde 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir.

Antisense miRNA gen polimorfizmlerinin de bu siirecte implantasyon
basarisini etkiledigi yapilan c¢alismalarda gostrerilmistir. Bu amacla bu c¢aligmada
antisense miRNA gen polimorfizmlerinin tekrarlayan implantasyon basarisizligina

etkisini incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

Cocuk sahibi olmak isteyen, normal yol ile bu istegi ger¢eklesemeyen ciftler
icin Yardimc1 Ureme Teknikleri (YUT) uygulanmaktadir.
Yardimer Ureme Teknikleri:
IUI: Intrauterin inseminasyon
IVF: In-vitro fertilizasyon
ICSI: Intrastoplazmik sperm enjeksiyonu
DCET: Donmus-¢6zdiiriilmiis embriyo transferi
GIFT: Gamet intrafallopian transfer
ZIFT: Zigot intrafallopian transfer
TET: Tubal embriyo transfer
PGT: Preimplantasyon genetik tani
PESA, MESA, TESA, TESE: Azoospermide sperm elde etme teknikleri
Assisted Hatching
IVM:In-vitro maturasyon
Digerleri

IVF ile ilgili yapilan caligmalar ve arastirmalara ragmen halen basarisiz
sonuglar alinabiliyor. Tedavi siirecinin tekrar baslamasi ciftlerde hem maliyet
acisindan, hem de ¢iftlerin psikolojisi a¢isindan istenmeyen bir durumdur.
Tekrarlayan implantasyon basarisizlifi (Recurrent implantation failure) igin net bir
tanimlama yoktur. RIF tanimi farkli literatiirlerde farkli tanimlanmastir.
Zeyneloglu ve ark., IVF'nin 6zellikle yiiksek kalitede iki embriyo ile ii¢ basarisiz
dongiisiinden sonra oldugu konusunda hemfikirdirler.
Tekrarlayan implantasyon basarisizl181,40 yasin altindaki bir kadinda en az 3 taze ve
ya donmus siklusta en az 4 kaliteli embriyonun transferinden sonra gebelik elde
edilememesi durumudur.
RIF >3 embriyo transferinin basarisiz olmasi durumudur.
Tekrarlayan implantasyon yetmezIligi (RIF), implantasyonun pelvik ultrasonografi ile
taninabilir bir asamaya defalarca ulasamadigi bir durumu ifade eden klinik bir
durumdur

Tekrarlayan implantasyon basarisizligi (RIF), morfolojik olarak iyi

embriyolarin basarili bir implantasyon ve klinik gebelik elde edilmeden normal bir
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uterusa tekrar tekrar transferi olarak tanimlanabilir. Genel olarak, 10'dan fazla yiiksek
kaliteli embriyonun uterusa transfer edildigi iki ila altt IVF siklusundan sonra gebelik
elde edilememesi RIF olarak tanimlanmistir. Bununla birlikte, ¢ogu IVF merkezinde,
makul derecede iyi embriyolarin transfer edildigi ii¢ siklusun basarisizlig1 arastirmayi
gerektirir. Tedavi protokollerinin optimizasyonuna ve laboratuvar teknolojilerindeki
biiyiikk ilerlemelere ragmen, RIF yoOnetimi evrensel olarak klinisyenler ve
embriyologlar i¢in biiyiik bir zorluk teskil etmektedir.

IVF ile ilgili yapilan ¢caligmalar ve arastirmalara ragmen halen basarisiz sonuglar
alabiliyor. Tedavi siirecinin tekrar baglamasi ¢iftlerde hem maliyet agisindan, hem
de ¢iftlerin psikolojisi agisindan istenmeyen bir durumdur.Bu hastalara yeni ve faydali
¢ozliim 6nermek i¢in etyolojiyi belirlemek gerekir.

2.1. Etiyoloji

RIF'li ¢iftler deneyimli bir Kadin Dogum wuzmanm tarafindan goézden
gecirilmelidir, ¢linkii altinda yatan nedenin arastirilmasi en 6nemli adimdir. Ciftlere
tedavi siirecini net bir sekilde anlatmak gerekir. infertilitenin altinda yatan nedenin
tanisi, aragtirma sonugclari, tedavi protokolii, over stimiilasyonuna yanit, yumurta ve
embriyolarin kalitesi ve neden basarili bir gebelik sonucunun elde edilemedigi
kapsamli bi sekilde gézden gegirilmelidir.

Tekrarlayan implantasyon basarisizligiin sebepleri multifaktoriyeldir. Temel olarak
5 gruba ayirabiliriz;
1) Maternal faktorler:
a) Hasta yas1
b) Viicut kitle indeksi
c¢) Sigara Kullanimi1
d) Stress
2) Embriyo durumu
3) Uterin faktorler olarak siralanabilir
4) Gamet Faktorleri: Oosit durumu, Sperm durumu

5) Parental genetik durum

2.1.1. Maternal faktorler
a)Hasta yas1
Anne yasi, tiip bebek i¢in kullanilan embriyolarin kalitesinde ¢ok onemli bir

rol oynamaktadir Anne yas1 arttikca andploidi sikliginin da arttifi uzun zamandir



bilinmektedir Gebelik oranlarinin da anne yas1 arttik¢a azaldig1 bulunmustur. Ozellikle
Salumets ve ark., ozellikle Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) teknigi ile
dondurulmug embriyo transferinde gebelik sonucuna katkida bulunan baslica prediktif
faktoriin anne yasi1 oldugunu bulmuslardir. 39 yasindan itibaren, biyokimyasal gebelik
goriilme orani1 6nemli 6l¢lide daha yiiksekti.

Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi, su anda
2015'ten itibaren en son istatistiklerle birlikte, her yil genel YUT basar1 oranlarini
bildirmektedir. Literatiirle uyumlu olarak, 35 < hastalarda (%41.3 ve %47.1) hem taze
hem de dondurulmus embriyo transferinde implantasyon oranlari, > 44kadinlardaki
(%1.9 ve %16.2) oranlara gore anlamli derecede yiiksekti. Bu, genetik 6zellikler de
dahil olmak lizere embriyo kalitesinin anne yasinin artmasiyla diistiigii fikrini de
desteklemektedir.
b)Viicut kitle indeksi

Artmus VKi'nin (>25 kg / m2) implantasyon oranini da etkiledigi gdsterilmistir.
IVF uygulanan hastalarda, Sinif I, II ve III obez hastalar (VK > 30 kg / m2), normal
kilolu hastalarla (VKI 18.5-24.99 kg / m2) karsilastirildiginda, 0.69 (0.53-0.90), 0.52
(0.36-0.74) ve 0.58 (0.35-0.96) oranlariyla gosterilen en yiiksek implantasyon
basarisizlig1 sansina sahipti.
c¢)Sigara igmek

Gebelik sirasinda ¢ogu kadin ¢evre baskisina maruz kalmamak adina sigaray1
birakir,ya da gizli kullanir.Bu nedenle sigara kullaniminin RiF {izerine etkisine dair
cok genis capli calisma yoktur. Sigara igmenin, YUT uygulanan sigara igmeyen
hastalara kiyasla her gebelik icin diisiik yapma riskinin (belirtilmemis zaman) 6nemli
6l¢iide artmasina neden oldugu gosterilmistir.

IVF uygulanan kadinlarda, sigara i¢en hastalarin over stimiilasyonu sirasinda
daha diisiik ostradiol seviyelerine sahip olduklar1 bulunmustur. Sigara toksinleri,
korpus luteum olusumunu ve embriyonun implantasyonunu bozmada rol oynayabilir.
d)Stress

"Stres hormonu" olarak da bilinen yiiksek kortizol seviyelerinin, diisiik kortizol
seviyesine sahip kadinlara kiyasla, gebe kaldiktan sonraki ilk 3 hafta i¢inde 2.7 kat
daha fazla diisiik yapma sansina yol actig1 gosterilmistir. Viicuttaki kortizol iiretimi,
psikolojik, immiinolojik ve diger stresorlere yanit olarak yiikselir.

Bu, maternal stresorlerin onlenmesinin veya azaltilmasinin gebelik iizerinde

olumlu bir sonuca sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢alismanin aksine, Pasch
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ve ark., klinik anksiyete veya depresyon gibi psikolojik stresin, ilk kez dogurganlik
tedavisi goren kadinlarda IVF sonucu lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmadigini
bulmuslardir. Yalniz bu ¢alisma sadece ilk kez infertilte tedavisine basvurup basarisiz

olanlarla yapilmistir.

2.1.2. Embriyo Durumu

Ozellikle RIF-li hastalarda kaliteli embriyo se¢mek en onemli prensiptir. lyi
kalitede bir embriyo, gelisim giiniine karsilik gelen dogru sayida hiicreye sahip olan
embriyo olarak tanimland .
Transfer esnasinda verilen embriyolardan blastokistlerin 2.-3. giin (klivaj donemi)
embriyolarina kiyasla implantasyon basarisinin daha iyi oldugu izlenmek tedir.
Ozellikle iyi ovaryan cevabi olan ve tekrarlayan implantasyon basarisizlig
hastalarinda blasto kist asamasinda embriyo daha fazla gériilmektedir. Implantasyon
basarisini arttirmak i¢in kullanilan diger bir se¢enek de dondurulmus embriyo transferi
dir.2018 yilinda yapilan randomize kontrollii ¢alismada donmus ve taze sikluslar
arasinda klivaj donemindeki embriyo transferlerinde canli dogum oranlari agisindan
istatistiksel bir fark izlenmemistir. Fakat caligmada blastokist transferi i¢in bu sonuglar
tizerinden tahminde bulunulamayacagi belirtilmistir. Bu ¢alismada iki gurup arasinda
sadece ovaryan hiperstimulasyon sendromu belirgin olarak taze sikluslarda donmusg
sikluslara oranla daha fazla izlenmistir.

Embriyo kalitesinin degerlendirilmesi ve en iyi embriyonun sec¢iminde
hizlandirilmis goriintiileme gibi teknikler gelistirilmistir. Bu optik mikroskopla
embriyonun gelisimin tiim evrelerinde inkiibatordan ¢ikarilip izlene bilir.
EmbryoScope(Unisense FertiliTech) embriyo gelisiminin morfolojik ve mekansal

analizine izin verir . Ama maliyeti yiiksek ve ¢ok zaman alicidir.

2.1.3 Uterin faktorler

Uterin faktorler temel olarak myometrial, endometrial ve tubal patolojiler olarak
siniflandirilabilir. IVF uygulanan hastalarda implantasyon oranlarini etkileyebilecek
polipler, myomlar ve adezyonlar dahil olmak iizere ¢esitli uterus patolojileri vardir.
Cogu zaman hastalar asemptomatiktir ve bazen bu problemler transvajinal ultrasonda
fark edilmeye bilir. Bu da histeroskopi gibi endometrial kaviteyi degerlendirme
yontemini gerektiriyor . Myomlar endometriyal kavitenin bozulmasina neden olabilir.
Bu da implantasyonun gerceklesmesine engel olabilir. Gegirilmis ameliyat veya

enfeksiyona sekonder gelisen yapisikliklar embriyonun luminal yilizeye yapismasini



onleyebilir ASRM (American Ureme Tibb1 Dernegi) hidrosalpinkslerin IVF gegiren
kadinlarda implantasyon iizerinde de olumsuz bir etkisi olabilecegini bildirmistir.
RIF'li hastalarda septat uterus ve bikornuat uterus gibi mullerian anormallikler de
dikkate alinmalidir. Septat uterus, tedavi edilmemis septasi olanlarin, histeroskopik
metroplasti yapilanlara kiyasla IVF sonras1 kotii sonuglara sahip olmalar1 nedeniyle
RIF'e katkida bulunabilir.

Endometriyumun kendisi de implantasyon basarisizliginin kaynagi olabilir.
Onceki endometriyal travma, OKS-lerin uzun siireli kullanim1 ve bozulmus uterus kan
akis1, ince bir endometriyumun potansiyel etiyolojileridir.

Endometriyumun kalinligimin implantasyon oranlar1 iizerinde etkili oldugu
belirlenmistir. Uygun endometriyal kalinlik icin kesin bir esik deger belirlenmis
olmasa da, YUT-iin genellikle basarili olabilecegi alt sinir yaklasik 8 mm oldugu éne
stiriilmektedir. 9 mm'den 16 mm'ye kadar gebelik sans1 %53'ten %77'ye yiikselerek

implantasyon oranlarinda anlamli bir fark oldugunu gdstermektedir.

2.1.4 Gamet Faktorleri oosit ve sperm durumu

RIF'in bir nedeni de oosit kalitesinin diisiik olmasidir.Over stimiilasyonuna yanit
az oldugunda da oosit kalitesinin diisiik olmasindan siiphelenmemiz gerek (Ferraretti
ve ark., 2011) Yukaridaki 6zellikler diisiik antral folikiil sayilar1, yiiksek FSH ve diistik
anti-Mu'llerian hormonu ile iligkili oldugunda, RIF'in altinda yatan nedenin diisiik
oosit kalitesi ile iliskili oldugu varsayilabilir. Oosit kalitesindeki yasa bagl diisiis,
artmis kromozomal nondisjunction ile iligkilidir, bu da andploid embriyolar,
mitokondriyal membran potansiyelinde azalma ve mitokondriyal DNA hasarinin
artmasi ile sonuclanir (Wang ve ark., 2009)

Artik sadece oositin degil, kumulus hiicrelerinin de implantasyon siirecinde
onemli bir rol oynadigi kabul edilmektedir. Kumulus ooforus, antral folikiil
asamasindan ddllenmeye ve erken embriyo gelisimine kadar oosit ile iligkili graniiloza
hiicrelerinin bir kiitlesidir (32)Kumulus hiicreleri prostaglandinlerin kaynagidir ve
implantasyon bdlgesinde anjiyogenezde rol oynayabilecek anjiyojenik faktorleri
eksprese eder(vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii). Kumulus hiicre gen
ekspresyonunun oosit kalitesi, embriyo yeterliligi ve gebelik sonucu ile iliskili oldugu
goriilmektedir (Assou ve ark., 2010). Yakin zamanda yapilan prospektif randomize bir

calisma, kumulus hiicreli embriyolarin ko-kiiltiiriinlin, tekrarlanan implantasyon



basarisizlig1 olan kadinlarda, kumulus hiicreleri olmayan kiiltiire kiyasla daha iyi
implantasyon ve gebelik sonuglar1 oldugunu gostermistir.

Kotii embriyo kalitesinin sebeplerinden biri de zayif sperm kalitesidir. Normal
karyotipi olan RIF hastalarinda sperm kromozomal anormalliklerinin daha yiiksek bir
insidanst bildirilmistir. Teratozoospermili hastalarda gebelik oranlar1 (PR) ve
implantasyon oranlarinin anlamli olarak daha diisiik oldugu bildirilmistir.

Rubio ve arkadaglari normal karyotipli hastalarda 13, 18, 21, X ve Y
kromozomlar1 i¢in sperm andploidisi ve diploidi oranlarim ikili ve tiglii renkli FISH
teknikleri kullanarak analiz etmislerdir Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
sonrast RIF'li c¢iftlerde cinsiyet kromozomu disomilerinin insidansinin arttigini
bildirdiler.

Ek olarak, kaotik mozaiklerle sonuglanan sentrozom anomalileri biiylik olasilikla baba
kokenliydi.

Kanitlar, sperm DNA hasarinin IUI ve IVF sonrasi diisiik gebelik oranlartyla
iligkili oldugunu gdstermektedir .Ek olarak, sperm DNA hasarinin artmis seviyeleri,
IVF ve ICSI sonrasi gebelik kaybi riskinin artmasiyla iligkilendirilmistir.

Bu nedenle, IVF'de hem maternal hem de baba kromozomal anormalliklerinin
tekrarlanan implantasyon basarisizliginin etiyolojisinde anahtar rol oynadigini

gosteren onemli kanitlar vardir.

2.1.5 immunolojik Faktorler

Son zamanalarda yapilan calismalarda immunolojik olaylarin da RIF
etyolojisinde rol oynadigin1 géstermistir. Yamada ve ark., tekrarlayan abortuslari olan
,normal fetal karyotipleri olan kadinlarda gebelik oncesi periferik NK hiicre diizeyini
ve aktivitesini ve bu NK hiicrelerinin gelecekteki spontan gebelik oranlari tizerindeki
etkilerini degerlendirmistir Bir sonraki gebeligi hem biyokimyasal gebelik hem de
abortusla sonuc¢lanan kadinlarda periferik NK hiicrelerinin diizeylerinin nispeten esit
oldugu belirlendi, bu da bu bagisiklik hiicrelerinin sadece implantasyonu
etkilemeyebilecegini, ayn1 zamanda gebelikte ek bir mekanizma igerebilecegini
diistindiirmektedir. Ek olarak, bu iki gruptaki NK hiicre diizeyi ve aktivitesi, basarili
canli dogumlar elde etmeye devam eden kadinlardan anlamli derecede daha yiiksekti .
Sacks ve ark., RIF'li kadinlarin, kontrollere kiyasla lenfositlerin konsantrasyonu (0.23
x 109 /L £ 0.11'e kars1 0.20 x 109 / L £ 0.13) ve ylizdesi (>% 18, esik degeri) ile

periferik NK hiicrelerini anlamli olarak arttirdigini1 bulmuslardir Bununla birlikte, bu



testin duyarhiliginin sadece% 11 oldugunu, RIF'li kadinlarin gebelige ulasmadaki
zorluklaria katkida bulunan diger birgok faktore sahip olabilecegini diisiindiirdiigiinii
belirtmek dnemlidir. Bu nedenle, NK hiicre diizeylerinin test edilmesi, RIF'li kadinlar1
genel poplilasyondan ayirt etmek i¢in mutlaka kullanilamaz, ancak implantasyon
basarisizliklarinin etiyolojisinin immiinolojik profilleriyle iligkili olup olmadigini
belirlemek i¢in kullanilabilir.

2014 yilinda Santillan ve ark. tarafindan yayinlanan bir ¢alismada, RIF'li
hastalarda hem periferik NK hem de Uterin NK hiicrelerinin ylikseldigi goriilmiistiir.
Bugiine kadar bu caligmalar hala arastirilmaktadir ve NK hiicrelerinin tekrarlayan
implantasyon basarisizlifi ve tekrarlayan gebelik kayiplarindaki rolii hala
tartigmalidir. NK hiicre seviyesi ve aktivitesi, infertiliteden muzdarip kadinlarda
bagisiklik sisteminin sadece bir yanitidir ve bu bilgilerden klinik deger elde etmek i¢in

daha fazla veriye ihtiyacimiz vardir.

2.1.6 Endometrial Reseptivite

Embriyo implantasyon orani %25-30 aralifinda olup, uygunsuz uterin
reseptivite implantasyon basarisizliginin yaklasik 2/3’tinden sorumlu tutulmaktadir.
Bu basarisizlikta embriyonun pay1 ise 1/3 ile sinirlidir.
Implantasyon asamalari i{ic basamakta tanmimlanmistir; Apozisyon, Adezyon ve
Invazyon. Ozetle deginecek olursak; blastokist apozisyon asamasinda trofoblastik
hiicreler araciligiyla reseptif endometriyel epitele tutunur. Bu agamada blastokist ile
endometriyumun etkilesimine bagl hiicrelerde polarite kaybi, pinopodlarin olusmasi,
Musin-1 (MUC-1) iiretimi ile blastokistin endometriyum yilizeyi uygun alaninin
bulusmast gercgeklesir. Pinopodlar; uterodomlar olarakta adlandirilir ve dogal
menstriie]l siklusun 19-21. giinleri arasinda olusan endometriyal epitelyal hiicre
membran mikro ¢ikintilar1 olarak bilinirler. Pinopodlarin gelisiminde luteal faz
dominant hormonu; progesteron ve HOXA-10 gen transkripsiyonu sorumludur.
Adezyon asamasinin 6nemli sitokinlerinden; Leukemia inhibiting factor’ de (LIF)
pinopodlar tarafindan salgilanir . Endometriyum liiminal yiizeyi glikoprotein bir yap1
ile kaplidir ve majdr proteini progesteron etkisi altinda salinan MUC-1" dir. MUC-1
embriyonun uygun tutunma alanina taginma ve yonlendirilmesinden sorumludur.
Apozisyonu, adezyon basamagi takip eder ve kisaca invazif blastokistin liiminal
epitele penetrasyonu olarak tariflenebilir . Bu asamada blastokist ve endometrium

arasinda yogun bir etkilesim vardir, implantasyonda hiicreler arasi ve hiicre dis1



matriks etkilesimleri hiicre yiizey adezyon molekiilleri sayesinde olur. Bu yiizey
adezyon molekiillerinden en 1iyi bilinenleri; Integrin, Kaderin, Selektin ve
immiinglobulinlerdir . Desidualize endometriyum ve erken embriyo, hiicre
adezyonunu saglayan Laminin ve Fibronektin gibi ekstraselliiler matriks
komponentlerini eksprese ederler. Bu donemde biiylime faktorleri ve sitokinlerle
birlikte bircok molekiil embriyo ile endometriyum arasinda sinyal iletimine yardime1
olarak adezyonu saglarlar. Invazyon evresi kontrolii ise, trofoblastlarin etkisi altinda
olup trofoblastlarin luminal epitel ve bazal laminadan gegerek endometriyal stroma
igerisine dogru penetre olmalar ile karakterizedir. Bu evre sayesinde embriyonun
vitalitesini devam ettirmesi i¢in gereken maternal vaskiiler yatagin isgali ve gelismis
plasental sistemin olusumu saglanir . Bu asamada sinsityotrofoblastlara invazyon
yetenegi kazandiran ve plazminojenin, plazmine doéniisiimiinii saglayan matrix
metalloproteinazlarin salinmasina yol acan plazminojen aktivatoriiniin kisitlayic
basamagi, desidual hiicrelerin majér {iriinii olan Plasminojen Aktivatdr Inhibitorii-1(
PAI-1)’dir.

Endometriyal reseptivitenin gosterilmesinde pinodopodlara dair ilk calisma,
Psychyos tarafindan ortaya atilmis ve giiniimiizde pinopodlarin insan endometriyumu
reseptif penceresinde bir biomarker olarak gosterilmesi ile stirdiirilmistiir.
Embriyonun erken tutunma ve invazyonunun menstruel siklusun ancak 19. giiniinde
gerceklestigi ise Herting A.T. ve ark.” nin ¢alismasinda gosterilmistir . Ancak 90’I
yillara gelindiginde Navot D. ve ark. insanlarda donér embriyolari kullanarak reseptif
endometriyumun insan endometriyal siklusunda progesteronun maksimum
konsantrasyona ulastigi 4-5 giinliik siiregte gerceklestigini ortaya koymuslardir.
Sonugta, endometriyal reseptif pencere siklusun 19-20. giinlerinde epitelyal dstrojen
ve progesteron reseptorlerinin kaybolmasi ile belirmektedir. Bugiin fertil kadinlarda
endometriyal reseptiviteyi anlamamiz bize aciklanamayan infertilite ve rekiirren
gebelik kayiplarin1 anlamada yol gosterici olmustur.Endometriyal reseptivitenin
degerlendirilmesi ve giiniimiiz bilgilerine ulagilmasi uterin sekresyonlarin ince katman
kromotografisi, immiinohistokimya, reverse transkripsiyon — PCR, DNA mikro array,
micRNA caligsmalari ve proteomik analizler sayesinde olmustur.

Uterodomlar veya pinopodlar olarak bilinen mikroskopik projeksiyonlar 4-5
giin siiren reseptif donemin degerlendirilmesinde potansiyel belirtec olarak
gosterilmiglerdir. Kanitlar gostermektedir ki, in-vitro ortamda embriyo bu yapilarla

etkilesime girmektedirler. Pinopodlarin degerlendirilmesi biiylik 6l¢iide subjektif
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olmaktadir. Endometriyal oOrneklerde bulunup bulunmamalar;; ya gozikiip
kaybolmalarina veya bizim erken degerlendirmemize bagli heniiz olusmamis
olabileceklerinden, kafa karigikligina yol acabilir. Sonug olarak, endometriyel reseptif
donemin tanimlanmasinda pinopodlarin varliginin gésterilmesinin, tek basina yeterli
olmadigi sonucuna varilabilir. Diger liminal proteinlerden MUC-1, karbonhidrat
glikoprotein yapisinda olup liiminal ylizeyde glikokaliks bir katman olusturur ve
implantasyon i¢in bir bariyer gorevi yapar. MUC-1" in implantasyon déoneminde fare
deneylerinde kayboldugu gosterilmistir. Insanlarda ise MUC-1 endometriyal reseptif
dénem boyunca sentezlenmekte ve endometriyal reseptivitenin belirlenmesinde aktif
calisilan proteinlerden biri olma 6zelligini korumaktadir . Endometriyal biomarker
olmaya aday endometriyum liimeninde saptanabilen ve embriyo yapigsmasinda gorev
alan proteinler trophinin , L-selectin ligand ve heparin-binding epidermal growth
factor — like growth factor (HB-EGF) olabilecegi bildirilmistir. Fakat bunlarin
hicbirisinin endometriyal reseptivite degerlendirilmesinde faydali olduguna dair elde
yeterli veri yoktur.

Endometriyumun  bir  O6nceki  siklusta histeroskopik  veya  pipel
biyopsi/hasarlamasinin reseptiviteyi bir sonraki siklusta glicodelin A, laminin a4,
integrin a6 ve MMP1 gibi faktorlerin gen ekspresyonlarini artirmasi ve bu sayede
reseptivitenin iyilestirilerek implantasyona uygun hale getirilmesi amaglanmistir.
Endometriyal hasarlanma ile ilgili yapilan bir meta analizde, IVF siklusu dncesinde
yapilan hasarlanmanin faydali oldugu bildirilmistir. Ancak faydasi gosterilmis olan bu
islemle ilgili tartismali olan konu, endometriyal hasarlamanin tiim [VF hastalarimiza
uygulanip uygulanmayacagidir.

Sonug olarak, endometriyal reseptivite halen arastirmaya acik bir konu olup, mevcut
bilgilerimiz bazi potansiyel biomarkerlara isaret etmekte ancak bunlarin rutin
kullanima girmesi i¢in halen daha fazla ¢alismalara ve internasyonel konsensus

kararlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.1.7 Genetik Faktorler
Cesitli merkezlerde yapilan ¢alismalar, IVF sonrasi tekrarlanan implantasyon
basarisizliginin 6nemli bir nedeninin yiiksek kromozomal anoploidi siklig1 oldugunu
kanitlamistir.  Yiiksek dereceli RIF'li kadinlarda translokasyonlar, mozaisizm,
inversiyonlar ve delesyonlar gibi kromozomal anormalliklerin artmis insidansi

gosterilmistir.
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RIF'li hastalarda genel kromozomal anormallik oranm1 %2,5 olarak gdzlenmistir. Bu
anormalliklerin ¢ogu kromozomal translokasyonlardi.

Pehlivan ve ark. 13, 16, 18, 21, 22, X ve Y kromozomlar1 i¢in biyopsi yapilan
3. giin embriyolarindan blastomerler tizerinde floresan in-situ hibridizasyon (FISH)
kullanarak, ii¢ veya daha fazla basarisiz IVF girisimi olan hastalarda kontrollere (%
36) kiyasla kromozomal anormalliklerin (% 67) anlamli derecede daha yiiksek
oldugunu bulmuslardir.

Baska bir ¢alismada, karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH) kullanarak,
Voullaire ve ark. IVF sonras1 RIF'li 20 kadinda implantasyondan énce embriyolardan
biyopsi yapilan 76/126 (% 60) tek blastomerde kromozomal anormallikler tespit
etmislerdir.

Calismalar erken insan embriyolarinda kromozom replikasyonunun ve
ayrigsmasinin normal dizisinin bozulmasimin, maternal sitoplazmik faktérlerin veya
hiicre dongtisii kontrol genlerindeki mutasyonlarina neden olarak, RIF'in yaygin bir
nedeni olabilecegini One siirdiiler.

Daha once de genetik bozukluklarla RIF arasindaki iliskiye yonelik calismalar
yapilmistir.

2020 yilinda ‘Association of miR-27aA>G, miR-423C>a, miR-449bA>G, and
miR604A>G Polymorphisms with Risk of Recurrent Implantation Failure’ isimli
caliyma yapilmig. Sonu¢ olarak bu genlerdeki polimorfizm artmis RIF ile
iliskilendirlmistir.

RIF ve tekrarlayan abortuslarin etyolojisi benzerdir. Daha 6nce tekrarlayan
abortuslarda da genetik calismalar yapilmis ve asagidaki sonuglar alinmistir. 2001
yilinda Israilde Tel Aviv Hastanesinde ‘Rekurren abortuslarda Karyotip® isimli
calisma yapilmistir. Bu calismada 125 6rnek basarili bir sekilde karyotiplendirilmis.
Sonug: Anormalliklerin diisiik (%29) insidansi, tekrarlayan diistiklerin ¢ogundan
alternatif mekanizmalarin sorumlu olabilecegini gostermektedir. Bu rakamlar,
tekrarlayan diisiikler icin tedavinin etkinligini degerlendirmek i¢in bir temel
olusturmaktadir. Daha ileri ¢aligmalar, karyotipik olarak anormal fetiisleri olan
hastalarin iyi bir prognoza sahip oldugunu dogrularsa, daha fazla aragtirma ve tedavi
yapilmasi gerekip gerekmedigi konusunda bilingli bir karar verilebilir.

2016 yilinda Suudi Arabistanda King Abdulaziz University Hospital de
‘Kromozomal anormallikler, trombofili, alelik polimorfizmleri ve/veya akraba evliligi

ile tekrarlayan diistiklerin iliskileri’ isimli calisma yapilmastir.
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Sonug: hastalarin %7.6'sinin  sayisal veya yapisal kromozomal anormalliklerin
tastyicist oldugunu ortaya koymustur. Tekrarlayan gebelik kayb1 olan grupta yiiksek
translokasyon orani (%46) izlenmis. Akraba olup,tekrarlayan ghebelik olanlarda ise
kromozomal anormallikler arasinda anlamli bir korelasyon bulundu. Hem Faktér V
Leiden,hem de Protrombin A20210G allelik polimorfizmleri artmis tekrarlayan diisiik

prevalansi ile iliskiliydi.

2.2 MicroRNA lar ve Biyolojik Etkileri:

1993'te Lee ve arkadaslari, mikroRNA'lar (miR'ler) olarak adlandirilan protein
kodlayan RNA'larin ekspresyonunu ve islevini diizenlemede yer alan kodlamayan
kiicik RNA'lar1 ilk kez tanimladilar. MikroRNA'lar genellikle 24-28 niikleotittir ve
yiiksek oranda korunur.

mikroRNA'lar mRNA transkripsiyonunu ve translasyonunu azaltir ve bu sayede
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde indirgeyici rol oynarlar.
MikroRNA kodlayan genlerden transkripsiyon yapilir, ancak proteinlere ¢evrilmez.
MikroRNA'lar, 6n mikroRNA'lar olarak bilinen kiigiik seri pin yapilar1 seklindeki
birincil transkriptlerden olusur. pre microRNA sonunda fonksiyonel microRNA haline
gelir. MikroRNA'lar bir veya daha fazla mRNA molekiiliinii bir dereceye kadar
tamamlayicidir.
MikroRNA'lar, MikroRNA'lar1 ve SiRNA'lar adi1 verilen kiiclik enterferans yapan
RNA'lar1 igeren kiigiik diizenleyici RNA'lar grubudur. insan genomunda yaklasik 1000
farkli mikroRNA oldugu ve insan genlerinin %30'a kadarmin mikroRNA'lar
tarafindan diizenlendigi tahmin edilmektedir. Bazi insan genlerinin diizenlenmesinde
birden fazla microRNA yer alabilir.

Korunan mikroRNA'larin  %80'den fazlas1 dokuya ozgiidiir.
MikroRNA'lar, hedef mRNA'larini gesitli sekillerde kapatir.

MikroRNA anormallikleri, kan maligniteleri dahil olmak {izere ¢ok c¢esitli insan
kanserlerinde rapor edilmistir: Promiyelositik 16semi ve leiomyom ve hipofiz
adenomu gibi iyi huylu tiimérler, pankreatit, tiroid, akciger, meme, ndroblastom ve
glioblastoma gibi ¢esitli karsinom tiirleridir. MiRNA'nin en yaygin kullanimi terapdtik
amaclar ve tanisal biyobelirtecler i¢in olmustur.
Bu molekiiller islevlerine goére onkogenler ve baskilayici timorler olmak tizere iki

gruba ayrilir. Terapdtik ¢alismalarin ¢ogu artik onkogen miRNA'lar ve bunlarin
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aktivitelerini engelleyen teknolojiler ve bu molekiilleri inhibe etmek icin ilaglarin

kullanimi tizerinde gerceklestirilmistir.

2.2.1. MikroRNA'larin Biyogenezi:

MikroRNA'lar, yiiksek diizeyde evrimsel olarak korunan biiyiikk bir RNA alt

kiimesidir. Bu molekiiller, transkripsiyondan sonra mRNA'larin translasyonunu inhibe
ederek veya mRNA'min UTR -3 ucuna baglanarak degradasyonlarini indiikleyerek gen
ekspresyonunu kontrol eder. MikroRNA'larin biyogenezi, ¢cekirdekte ve sitoplazmada
gerceklesir. Ilk olarak, ¢ekirdekte RNA polimeraz Il proteini kodlayan genlerden pri
miRNA'yi kopyalar. Pri miRNA'lar, 3 ucunda bir Poly A kuyrugu ve 5 ucunda bir CAP
baslig1 olan bir dongii-sap yapisina sahiptir.
Pri miRNA'lar, Drosha ad1 verilen ¢ift sarmalli RNA'nin boliinmesi igin RNAse III
enzimini ve DGCRS c¢ift sarmalli RNA'ya baglanan proteini igeren bir kompleks
tarafindan miRNA-pre'ye doniistiiriiliir ve Pri miRNA'lar exportin5 ile sitoplazmaya
tasinir.

Sitoplazmada, TRBP/Dicer kompleksi tarafindan Pri miRNA iizerinde son
islem yapilir. Dicer, SIRNA yolunu katalize eden ve RISC kompleksinin olusumunu
baslatan iki RNase III bolgesi ve bir PAZ boélgesi igerir. Dicer katalitik bileseni, bir
mRNA olan tamamlayict SIRNA dizisini yok eder. Dicer eylemi, 4-18 niikleotid
uzunlugunda cift sarmalli RNA'larin olusumuyla sonuglanir, bunlar bir iplik kilavuz
ipligi ve bir iplik yolcu ipligini icerir. Takip eden zincir yok edilir ve lider zincir,
indiiklenebilir kompleks argonat (miRISC) miRNA proteinlerine baglanir. Bu
kompleks, hedef mRNA'nin UTR-'3 ucunu tamamlar. MiRNA dizisi, hedef mRNA'y1
tamamen tamamlayiciysa ve tamamen baglanirsa, hedef mRNA'y1r yok edecektir.
Ayrica, miRNA ile mRNA arasindaki baglanti bozuksa, translasyonu engeller.
Boylece her mRNA birden fazla mRNA'y1 hedefleyebilir.

Asagidaki sekil, MicroRNA'nin evrimsel yolunu ve transkripsiyon sonrast ve ¢eviri

diizeyinde gen ekspresyonunu diizenleme yontemlerini gosterir.
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Sekil 2.1. MikroRNA evrim yollar1 ve transkripsiyon sonrasi ve ¢eviri diizeyinde gen

ekspresyonunu diizenleme yontemleri (He ve Hannon, 2004)

MikroRNA'lar, RNA polimeraz II tarafindan pri-miRNA'lar ad1 verilen biiyiik
RNA onciileri olarak kopyalanir ve bir 5 baglik ve bir poli A kuyrugundan olusur. Pri-
miRNA'lar ¢ekirdekte, Drosha adi verilen RNaz III enziminden ve ¢ift sarmalli
RNA'ya baglanan bir proteinden olusan bir mikroiglemci kompleksi tarafindan islenir.
Islenmis Pr-miRNA'lar yaklasik 70 niikleotit uzunlugundadir ve kusurlu bir kok-ilmek
yapisi (seri pin sekli) olusturan PriRNA'lara doniistiiriiliir. Daha sonra ihracat sistemi
yoluyla sitoplazmaya tasinirlar. Sitoplazmadaki Pri-miRNA'lar, Dicer adl1 bir RN Ase
IIT enzimi tarafindan bagka bir isleme adiminda, miRNA adi verilen yaklagik 22
niikleotid uzunlugunda ¢ift sarmalli RNA'lar iiretir. Dicer ayrica RNA ile uyarilan

susturma kompleksi (RISC) liretmeye baslar.
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2.2.2 MiRNA islevindeki 6nemli Proteinler

Proteinlerin miRNA islevindeki roliiniin tam mekanizmasi1 tam olarak
anlasilmasa da, bir kism1 hedef iizerindeki miRNA islevinde araci gérevi goriir. Bu
proteinlerin bazilari, gorevi onlar1 hedef mRNA'daki tamamlayic1 bolgeye
yerlestirmek olan RNA kaynakli yok olma kompleksinin anahtar bilesenleridir; Diger
proteinler bu kompleks ile gegici olarak iliskiliyken.RISC kompleksinin ana alt birimi,
miRNA'ya baglanan AGO proteinidir. AGO, farkli tiirler arasinda homolog bir
proteindir.

2.2.3 MiRNA diizenleyici mekanizmalar

MiRNA mekanizmasinin en tartismali yonii, translasyonu baskilamasidir.
Basglangicta, miRNA'larin translasyonu azaltma yetenegi, protein sentezi ve mRNA
konsantrasyonu iizerindeki etkilerindeki farkliliklardan c¢ikarilmigtir. MiRNA'nin
translasyonun baslamasini engelledigi teorisi birgok arasgtirmacinin dikkatini
cekmistir. Ornegin, sakkaroz yogunlugu gradyanli santrifiijleme ydntemini kullanan
bir dizi ¢aligma, mRNA'larin yoniinde daha az kiitleye sahip polisomlara dogru bir
kayma gostermistir; Bu bashi basina ¢eviriye hatali bir baslangi¢ oldugunu gosterir.
Hiicresiz sistemlerde miRNA kaynakli translasyon baskilanmasindaki geligmeler,
miRNAnin mRNA iizerinde S85 ribozom kullaniminin inhibisyonu {izerindeki
etkisini gostermistir. Buna karsilik, diger calismalar miRNA'larin hedeflenen
mRNA'larinin polisom profilinde bir degisiklik gostermedi, bu da miRNA'larin

sonraki agamalarda translasyonu baskilayabilecegini diistindiirdii.

2.2.4 Translasyon Aktivasyonu

MiRNA'larin uzun siiredir ¢eviri siirecinde yalnizca engelleyici bir rolii oldugu
diistintilse de, yeni kanitlar, belirli kosullar altinda ¢eviriyi uyarabileceklerini 6ne
stiriiyor. Bu nedenle, memeli ¢ogalan hiicrelerinde translasyonu engelleyen mRNA,
hiicre dongiisti Aphidicollin gibi bir replikasyon inhibitorii tarafindan durdurulduktan
sonra ters etkiye sahiptir. Ornegin, geviri bastirma islemi ayrica hedef mRNA'nin
mMIRNA {izerindeki dizi ile eslestirilmesini gerektirir. Bununla birlikte, miRNA'larin
translasyon  verimliligini  arttirdigt  kesin  mekanizma  henliz  acikliga

kavusturulmamastir.
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2.2.5 mRNA'nin Parcalanmasi

MicroRNA, mRNA'y1 iki farkli mekanizma ile bozar. Hedef mRNA ile tamamen
eslestirilmis olan bu miRNA'lar, endoniikleotit boliinmesine neden olur. Bu durumda,
mRNA tamamen yok edilir ve ortaya ¢ikan fragmanlar, kafa 5 ve 3'teki koruma
eksikligi nedeniyle eksoniikleazlarin saldirisina karsi hassastir. MiRNA'nin hedef
mRNA'y1 parcalama potansiyeli olmasina ragmen, bu, miRNA'nin hedefiyle tam
eslesmemesi nedeniyle hayvan hiicrelerinde nadiren goriiliir. Bu nedenle, miRNA'lar
hedefleriyle tam olarak eslesmediginde, poli A kuyruk hasatinin hizlanmas: artar.
Deadenilasyonun ardindan, poli A'nin kuyruguna baglanan protein islevini kaybeder,
bu da sirayla kalech'in kafa 5'ten alimini hizlandirir ve mRNA'y1 u¢ 5'ten eksoniikleotit
sindirimine maruz birakir. MiRNA'nin bozunma yeteneginin iki nemli sonucu vardir:
Birincisi, hedef transkriptlerin konsantrasyonunu azaltarak, mRNA'y1 proteine
doniistiirme verimliligi biiyiik 6lglide azalir. Ikincisi, miRNA'nin hedefinin yok
edilmesi {izerindeki inhibitdr etkisi, translasyonun baskilanmasina kiyasla geri
dondiiriilemez ve bu da miRNA'nin inhibitdr etkisinin etkinligini arttirir. MiRNA'larin
gen ekspresyonu lizerindeki genel etkileri arasinda, mRNA bozunmasinin etkisinin
kapsami, bir mRNA'dan digerine biiyiik dl¢iide degisir. Bazi durumlarda, mRNA
degradasyonu, gen ekspresyonunun asagi regiilasyonunda 6nemli bir rol oynar; Diger

durumlarda, bu ayarlamanin etkisi, ¢ceviri bastirmanin etkisinden ¢ok daha azdir.

2.2.6 MikroRNA 'larin Kanserle iliskisi:
Bilinen mikroRNA'larin hemen hemen yarisi, kanserle iliskilidir. MikroRNA'lar
kullanilarak kanser tanimlanabilir, siniflandirilabilir ve hastaligin ciddiyetini tahmin

etmek i¢in kullanilabilir.

2.2.7 MikroRNA'lar ve kardiyovaskiiler hastahklar

MikroRNA'larin son yillarda kardiyak fonksiyon ve vaskiiler morfolojinin temel
diizenleyicileri olarak tanimlanmasi, kardiyovaskiiler sistemin fizyolojisi ve patolojisi
hakkindaki goriigiimiizii degistirmistir. MikroRNA'lar tarafindan gen ekspresyonunun
diizenlenmesinin karmagikligi, her biri birka¢ yliz hedef geni diizenleyen birkag
onemli kardiyovaskiiler mikroRNA tanimlanarak vurgulanmistir. Yakin zamanda
yayinlanan makaleler, microRNA'larin miyokard enfarktiisii, hipertrofi ve fibroz gibi
embriyonik ve wvaskiiler gelisim sirasinda kardiyovaskiiler gelisimdeki roliinii
vurgulamis ve bunlart kardiyovaskiiler hastaligin 6nlenmesi, teshisi ve tedavisi i¢in

potansiyel hedefler olarak tanimlamistir.
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2.2.8 MikroRNA'lar ve Diyabet:

Tip 2 diabetes mellitus, giiniimiiziin geligsmis diinyasinda kardiyovaskiiler 6liim,
korliik ve bobrek yetmezligine neden olan yasam boyu siiren bir hastaliktir.
MikroRNA'larin tip 2 diyabetteki rolii ilk olarak 2004 yilinda Poy ve ark tarafindan
yayinlandi ve insiilin sekresyonunun diizenlenmesinde dogrudan rol oynayanin miR-
375 oldugunu gosterdi. Son yillarda, diizinelerce mikroRNA tipi, hem tip 1 hem de tip
2 diyabetin patogenezine katkida bulunan faktoérler veya katkida bulunanlar olarak
tanimlanmistir. Bu hastaligin ¢ok faktorlii dogasi nedeniyle, birgok mikroRNAmin ve
belki de diger kiiclik diizenleyici RNA suslarinin diyabete katkida bulunan faktorler

olarak tanimlanacagi goriillmektedir.

Diabetic
nephropathy
MR- 192, miR-200
family, miiR-216a,
SWmiR-21, miR-377,

mikR-93
.
Diabetic
cardiovascular
diseases £ mirNAsin | Diabetic retinopathy
MR- 133 mik-1 bo— — diabetes - —=3 MR- 2000 MmiR-146
miR-206, miR-223, % com J miR-1656 miR.21
miR-320, miR-29, p"“'.on‘f
-2 miR-30
. T
'
Endothellal
dysfunction

miR-320, miR-221
miRk-222, miR-125b,
miR-503

Sekil 2.2. MikroRNA'larin diyabetin okiiler, renal, kardiyovaskiiler komplikasyonlari

ile iligkisi
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2.3 MIR-146a, MIR-149, MIR-196a2 ve MIR-499 Genlerindeki
Polimorflar:

Caligmalar, MIR-196a2 ekspresyonunun arttirtlmasimin HOX ailesi genlerinin
ekspresyonu iizerinde etkili oldugunu ve diisiiklere neden olmada etkili olabilen Akt
mesajlasma yolunu gostermistir. Bu ailenin genleri, embriyo implantasyonu siirecinde
¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. HOXBS, MIR-196a2'nin hedef genlerinden biridir.
MIR-499 i¢in birincil hedef gen, FGF3 ekspresyonunu baskilayan ve meme kanseri ile
baglantili olan SOX6 gen transkripsiyon inhibitoridiir.

Calismalar, MIR-196a2 ve MIR-499'un spontan diisiiklerle iliskili oldugunu ve bu
mikroRNA'larin ayrica TP53 ve MDM2 ile iliskili oldugunu ve g¢esitli hiicresel
stireclerde yer aldigini géstermistir.

Mir-146a ekspresyonu, Fas gen ekspresyonunu diizenler. Mir-146a ifadesi, NF kB
yolu tarafindan diizenlenir. Mir-146a'nin énemli hedef genlerinden biri, embriyonik
kok hiicrelerin farklilagmamasinda 6nemli rol oynayan ve bunu Cipl/WAF1/p21 ile
yapan SMAD4 genidir. Mir-146a icin baska bir hedef gen, hiicre dongiisii ve
biiyiimesinde yer alan Akt ve E2F genleridir. mir-149 mir-146a mir-196a2 ve mir-

499'un kiiretaj ile iliskisini inceleyen ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.

2.3.1 Genetik Polimorfizmler

Gilintimiizde genetik polimorfizmler ile bazi hastaliklara yatkinlik arasindaki
iliskinin tartisilmasi 6nemli konulardan biridir.
Bir tiirlin popiilasyonunda bulunan ve farkli fenotiplere neden olabilen bir genin farkl
alellerine genetik polimorfizm denir.
Nokta mutasyonlarini tespit etmek ve kaydetmek icin PCR-RFLP adi verilen bir
polimeraz zincir reaksiyonu kullanilir.
Bu yontemde, polimeraz zincirlerinin reaksiyon {riinleri, kisitlama enzimleri
tarafindan sindirilir ve daha sonra elde edilen fragmanlar, poliakrilamid veya agaroz
jel lizerinde ayrilir. Kesme noktalarindan herhangi birinde bir mutasyon olmasi
durumunda, sindirilen pargalarin boyutunda bir uzunluk farki gozlemlenecektir.
Kesim noktalarinda herhangi bir mutasyon olmasa bile, amplifiye edilen parcalarin
sindirilmesinden sonra, kiigiik ve ekstra mutasyonlarin varligindan kaynaklanabilecek
bir uzunluk farki gézlemlenebilir.

2008 yilinda yapilan bir calismada, Zhibi Hu ve digerleri, artan meme kanseri

riski tasiyan micoRNA'lardaki yaygin genetik varyantlart ve bu molekiillerin Cinli

kadinlarda tiimor baskilayici veya onkogenler olarak islevini inceledi.Bu ¢aligmada
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meme kanserli 1009 hasta hasta grubu ve 1093 hasta kontrol grubu olarak
secilmistir.Caligmalarinin sonuglari, artan meme kanseri riskinde rol oynayan ¢esitli
genotiplerin mir-196a2 ve mir-499 oldugunu gosterdi.

Kore'de geng Joo Joan tarafindan 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada, mir-149
mir-146a mir-196a2 ve mir-499 iceren miRNA polimorfizmleri ile tekrarlayan
diisiikler arasindaki iligki incelenmistir. Aragtirma 564 Koreli kadin arasinda yapilmas,
en az iki ardisik diisiik yapan 330 hasta ve diisiik 0ykiisii olmayan en az bir canlt
dogum yapan kontrol grubundaki 234 kadin test edilmistir. Arastirmalarinin sonuglari,
mir-196a2 ve mir-499 kombinasyonunun sinerjik etkilere sahip oldugunu gosterdi.

2015 yilinda yapilan bir ¢alismada, Farah Parvin ve Suraksha Agrawal, mir-
146a, mir-499, mir-196a2 ve mir-149 dahil miRNA polimorfizmleri ile kuzey
Hindistan'mm kadin popiilasyonunda tekrarlayan diistikler arasindaki iligkiyi inceledi.
Bu ¢alisma, kontrol grubu olarak tekrarlayan diisiikleri olan 200 kadin ve ¢ocugu olan
ve dogal dogum Oykiisii olan 300 kadin tizerinde gerceklestirildi. Bireylerin
genotiplenmesi icin RFLP-PCR teknigi kullanildi. Caligmalarinin sonuglari, mir-499
polimorfizmlerinin farkli alel ve genotiplerinin, tekrarlayan diisiik olasilig1 ile 6nemli
Olciide iliskili oldugunu gostermistir.

2013 yilinda Dae Ho Ahn ve arkadaslari, mir-146a, mir-499, mir-196a2 ve mir-
149 polimorfizmlerini ve bunlarin mide kanseri riski ile iligkisini inceledi. Kore
popiilasyonunda 469 hastay1 hasta ve 447 kontrol olarak incelediler. Mide kanserinde
mir-146 ve mir-499 genotipleri birlestirildiginde hastalarda hayatta kalma sansinin
arttigini1 bulmuslardir.

Joost P.G. Hollanda'da, Sluijter ve meslektaslart insan embriyonik
kardiyomiyosit progenitor hiicrelerini izole edip kiiltiirlediler ve bunlar1 verimli donor
kalp hiicrelerine ayirdilar. MiRNA'larin ekspresyonu, kas dokusuna 6zgii olan miR-1
ve mir-499'un farklilasmis hiicrelerde gii¢lii bir sekilde arttigin1 gésterdi.

miR-1 ve mir-499'un gegici transfeksiyonu, CMPC'lerin proliferasyon oranini
strasiyla %25 ve %10 oraninda azaltti ve muhtemelen histon dekstral 4 veya Sox6'y1
baskilayarak CMPC'lerden ve embriyonik kok hiicrelerden kardiyomiyosit
farklilasmasini arttirdi.Sonunda, miRNA'larin, miR-1 ve mir-499'un ekspresyon
seviyelerini modiille ederek CMPC'lerin kardiyomiyositlere ¢ogalmasimni ve
farklilasmasini diizenledigi sonucuna varmislardir.

Qiu Fuman ve arkadaslar1 tarafindan 2015 yilinda Giiney Cin'de yapilan bir

aragtirma, miR499 polimorfizmi ile akciger kanseri arasindaki iligkiyi
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inceledi.Arastirma 564 Cinli arasinda yapildi. Kanser dykiisii olmayan 368 kanserli
hasta ve kontrol grubundaki 346 hasta test edildi. Calismalarinin sonuglari, yetiskin
mir-499  dizisindeki = rs3746444  polimorfizminin  akciger  kanseri ile
iliskilendirilebilecegini ve bu kanserde bir biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilecegini
gosterdi.

Mehrzad pourjafar ve arkadaslari tarafindan 2017 yilinda Iran'da yapilan bir
calismada, mir-499 ve mir-196a2 dahil miRNA polimorfizmleri arasindaki iligki, artan
anemi riski ile incelenmistir. Bu ¢alismada anemi 6ykiisii olmayan 80 hasta ve kontrol
grubundaki 105 hasta test edildi. Arastirmalarinin sonuglari, mir-499 ve mir-196a2
kombinasyonunun sinerjik etkilere sahip oldugunu gosterdi.

Seyed mortezaafsharzadeh ve arkadaslari tarafindan 2016 yilinda iran'da
yapilan bir c¢alismada mir-146a, mir-499 ve mir-196a2 gibi mMIRNA
polimorfizmlerinin meme Kanseri ile iliskisi arastirtlmistir.Calismalarinin sonuglari,
yalnizca mir-499'un artan meme kanseri riski ile iligkili oldugunu gosterdi.

Mohsen Omrani ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda iran'da yapilan bir calismada,
mir-146a ve mir-499 dahil miRNA polimorfizmleri ile romatoid artrit arasindaki iliski
arastirilmistir.

Bu c¢alismaya 104 hasta ve kontrol grubunda 110 hasta dahil
edildi.Calismalarinin sonuglari, mir-499'un bu hastalikla iliskili oldugunu gosterdi.

Implantasyon, endometrium ile embriyo arasinda biiyiime faktdrleri, hormonlar,
adezyon molekiilleri, ekstraseliiler matriks ve prostoglandinler ile olusan karmagik bir
diyalog cergevesinde; embriyonun desiduaya yapigmasi, bazal membrana dogru
inmesi ve stromaya invaze olmasidir. Giiniimiiz Yardimli Ureme Teknikleri ndeki
uygulamalarda %80’lik fertilizasyon oranlarina ulasilabilmesine ragmen, ortalama
canlt dogum oran1 %45°1 gecememektedir. Bu noktada implantasyon basarisizliklari
ve endometrial reseptivite, yardimci lireme teknikleri’nin en 6nemli hiz kisitlayici
basamaklarindan birini olusturmaktadir.

Yardimer tireme tekniklerindeki gelismeler embriyo kalitesini arttirmistir.

Buna kargin hala pek ¢ok hasta IVF tedavisine ragmen gebe kalamamaktadir.
Implantasyon embriyo ve endometrium arasinda senkronizasyon gerektiren kompleks
bir siirectir. Reprodiiktif tipta gelismelerle uterin reseptivitenin daha iyi anlagilmasi,
implantasyon bagarisindaki anahtar faktordiir. Molekiiler sinyaller daha iyi anlasildik¢a
ve yeni sinyal yollar1 bulundukga bunlar uterin reseptivitenin diizeltilmesini ve gebelik

oranlarinin arttirilmasini saglayacaktir.
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Tekrarlayan implantasyon basarisizhigi (RIF), in vitro fertilizasyon (IVF)
tedavi sikluslarin1 takiben 1iyi kalitedeki embriyolarin transfer sonrasinda
implantasyonu basarisiz oldugunda belirlenir. Implantasyon basarisizligi, maternal
faktorler veya embriyonik nedenlerle iligkilidir. Bu karmasik siirecte endometrial
integrinler, hiicre dis1 matriks molekiilleri ve adezyon molekiilleri gibi bir¢ok molekiiler
faktor rol oynamaktadir.

Son caligmalar, miRNA'larin RIF'yi diizenledigini gostermektedir. Cok sayida
miRNA insanda endometriozis gibi endometrial bozukluklar ve prematiire ovarian
yetmezlik bulgular ile iliskilendirilmektedir (Burney et at. 2009; Rah H. Et al. 2013)
Bu sonuglar, miRNA'larin infertilite dahil olmak iizere kadinin iireme sisteminde
onemli bir rol oynadigini géstermektedir.

Antisense miRNA gen polimorfizmlerinin de bu siirecte implantasyon basarisini
etkiledigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Cho Sh et al, 2016). Bu amagla bu bilgiler
1s18inda, c¢alismamizda antisense  MIRNA gen polimorfizmlerinin tekrarlayan

implantasyon basarisizligina etkisini incelemeyi amagladik.

2.4.Yontem
RIF-li hastalarin yonetimi icin etyolojiyi belirlemek en dnemli adimdir. Basarili
IVF sonuglart i¢in halen de tartismalar vardir. Giiniimiizde embriyo basina

implantasyon orani sadece %15 civarindadir.

2.4.1 Transfer Yontemi
Embriyo transferi i¢in kullanilan ve implantasyonu ve gebelik sonucunu
etkileyebilecek birka¢ farkli yontem tiirii vardir. Ultrason esliginde transfer, daha
yiiksek klinik gebelik ve canli dogum oranlarina yol agti. Kullanilan ideal kateter tipi
(sert ve yumusak) servikal sekle bagl olabilir. Ek olarak, bazi durumlarda servikal
mukusun aspirasyon yoluyla ¢ikarilmasi daha basarili gebelik sonuglarina yol acabildigi

de gosterilmigtir

2.4.2 immunmodulator Destegi
Onceki galigmalar, bagisiklik sisteminin implantasyon, gebelik ve canli dogum
oranlarini etkiledigini gdstermistir. Eger RIF etyolojisinde immunolojik olaylar yer
aliyorsa asagidaki tedaviler eklene bilir:
Prednisolon- anti-inflamatuar ve immunsupresyon 6zelligi ile otoimmiin hastaliklarda
siklikla  kullanilir. uNK (uterin NK)hiicrelerinin ~ sayisinin  artmasi1  ¢esitli

mekanizmalarla gebelik kaybina neden olabilmektedir. Prednisolon verilmesi gebelik
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kayb1 oraninin %14-ten %9-lara kadar diisiirmektedir. Prednisolon Th-1 sitokinlerinin
sekresyonu inhibe ederek diizenleyici T hiicrelerinin sayisini arttirir ve ayrica NK
hiicrelerinin sitotoksisitesini inhibe eder.

Randomize olmayan bir ¢alismada IVF basarisizlig1 olan kadinlarda kombine
heparin ve prednisolon uygulamalar1 canli dogum oranlarinda artisa sebep oldugu
bildirilmistir.

Tacrolimus - Takrolimus, doku implantasyonu uygulanan kisiler i¢in regete
edilir. Bildigimiz gibi, hamilelik aym1 zamanda bir tiir yar1 allogrefttir. Annenin
bagisiklik sistemi fetlisli yabanci bir ajan olarak goriir ve fetiise kars1 cevap verir, eger
bu aktivasyon ve yanit asir1 ise,

implantasyon basarisizligina yol agacaktir. Bu ilag¢ lenfosit proliferasyonunu
inhibe eder, IL-2 reseptor ekspresyonu ve sitotoksik T hiicrelerinin olusumuna sebeb
olur.Nakagawa ve ark., 2015-te bir kohort ¢alismasi yapmis, RIF dykiisii olan 25 kadina
embriyo transferinden iki giin once ile takrolimus vermis ve on alti giin daha devam
etmis.On yedi RIF-li hasta ise kontrol grubu olarak segilmistir.Sonuglar tacrolimus
uygulamasindan sonra artmis gebelik ve canli dogum orani gosterdi.

IVIG- ile ilgili c¢alismalar, IVIG-in B hiicrelerinin otoantikor {iretiminin
inhibisyonuThl/Th2 sitokin oranini azalttigini, periferik NK hiicrelerinin yiizdesini
azalttigin1 ve ayn1 zamanda T siipressor aktivitesini arttirarak canli dogum oranini
artirdigin1 gostermistir Retrospektif bir ¢alismada ii¢ veya daha fazla implantasyon
basarisizlig1 olan 188 RIF hastasinda embriyo transferinden yedi giin 6nce 0.2 g / kg
immiinoglobulin ile tedavi edildi. Caligma grubunda sirasiyla implantasyon ve canl
dogum ,%21.0- ve %42.0 di. Oysa kontrol grubunda implantasyon orani ve canli dogum
orani %9.3 ve %16.1 idi.

TNF antogonistleri-yiiksek Th1/Th2 sitokin orani olan infertil kadinlarda IVIG
ve adalimumab kombinasyonunun canli dogum oranlarin1 anlamli derecede arttirdigi
bildirilmistir.

2.4.3 induksiyon Protokolii

arkli kontrollii over stimiilasyon protokollerinin kullanimi tartigma konusudur.
IVF protokoliindeki GnRH agonistlerinin antagonistlere kars1 implantasyon oranlari
tizerindeki etkileri hem kendi baslarina hem de oral kontraseptif 6n tedavi ile birlikte
kullanildiginda degerlendirilmistir. 2017 yilinin baglarinda, genel IVF popiilasyonunda,

antagonistlerle tedavi edilen grubun, agonistlerle tedavi edilenlerden daha diisiik
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gebelik oranlarina sahip oldugunu gosteren bir meta-analiz yayinlanmistir. Bununla
birlikte, antagonistlerle tedavi edilenler, IVF'nin bir komplikasyonu olan daha diisiik
OHSS oranlarina sahipti Barmat ve ark. implantasyon oranlarinda anlamli bir fark
bulamadilar ve bulunan tek énemli fark, protokoliin daha kisa zamanlamasi nedeniyle
GnRH antagonistini kullanan grupta hasta oosit aliminin kolayligrydi RIF hastalarinda
IVF i¢in spesifik bir stimiilasyon protokoliiniin implantasyon ve dogum sonuglarinda
onemli bir fark yaratip yaratmayacagini belirlemek 6nemli olabilir. Bununla birlikte,
bu, hastanin implantasyon basarisizliginin etiyolojisine ve anne yasi da dahil olmak
tizere diger onemli klinik parametrelere bagli olarak basar1 oraninda da farklilik
gosterebilir.

Endometriozis ve adenomyozisli kadinlarda, IVF veya ICSI'den birkag ay once
GnRH agonistlerinin uygulanmasini igeren ultra uzun protokoliin kullanilmas: gebelik

oranini artirabilir

2.4.4 Progesteron Destegi

Progesteron desteginin IVF protokollerinin 6nemli bir pargasi oldugu iyi
bilinmektedir. RPL'de oldugu gibi, progesteron tipi RIF hastalarinda dogum oraninin
artmasinda 6nemli bir rol oynayabilir. Saccone ve ark. tarafindan yapilan sistematik bir
derleme ve meta analiz, tekrarlayan gebelik kaybindan muzdarip kadinlar i¢in erken
gebelikte progesteron kullanmanin agik bir yararini gostermisti.
Roepke ve ark. tarafindan 2018 yilinda yapilan ¢ok yeni bir meta analiz ve sistematik
derleme, kanita dayali tibba gore, literatiiriin, ovulasyondan bagslayan progesteron
uygulamasi harig, idiyopatik tekrarlayan gebelik kaybi i¢in herhangi bir spesifik tedavi

Onermedigi sonucuna varmistir.

2.4.5 Antitrombotik Ajanlar
Heparin, RIF hastalarinda kullanim i¢in degerlendirilmistir, ancak bu hastalarda
daha iyi gebelik sonuglari i¢in kullanimini 6neren heniiz kanit yoktur. Diisiik molekiiler
agirlikl heparin ile tedavi edilen bir grup RIF hastasi, kontrollerle karsilastirildiginda

neredeyse ayni implantasyon, klinik gebelik ve canli dogum orani sonuglarina sahipti.

2.4.6 Aspirin
Baz1 merkezler RIF'li kadinlarda aspirinin ampirik kullanimii sunmaktadir.

Diisiik doz aspirin kullanimi {izerine yapilan son sistematik bir derleme ve meta-analiz,
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IVF programlarinda kullaniminin higbir yarar1 olmadigini gostermistir (89). 201 ¢ifti
iceren daha sonraki prospektif, randomize, ¢ift kor, plasebo kontrollii bir ¢alisma, daha
onceki meta-analizin sonucuyla ayni fikirdeydi. Aspirinin RIF'li kadinlarda
kullanilmamas1 gerektigini goOsteren 1iyi kanitlar vardir. Gebeligin ilerleyen
donemlerinde riskli hastalarda preeklampsi veya fetal biiyliime kisitlamas1 gibi plasenta
ile iliskili komplikasyonlar1 6nlemek i¢in, her giin 100 mg aspirin kullanilabilir.

Yukarida belirtilen 6nerinin bir istisnasi, antifosfolipid sendromudur. APS tanis1 alan
RIF hastalari, gebe kalmadan dnce veya pozitif bir gebelik testi ile her giin aspirin (50-

150 mg) kullanimindan yararlanir ve 34.gebelik haftasina kadar devam etmelidir.

2.4.7 Enfeksiyon icin Antibiyotikler

Histeroskopi ve Kkiiltiir yoluyla kronik endometrit tanisi alan hastalarda,
antibiyotik tedavisinin ¢ogu enfeksiyonu tedavi etmek icin etkili bir miidahale oldugu
ve gelecekteki IVF dongiilerinde daha basarili implantasyon oranlarina yol actigi
gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, IVF sonras1 RIF'li hastalarda kronik
endometrit prevalansini %14 oraninda bildirmistir. Kronik endometritli kadinlar
tedaviyi takiben IVF dongiisiinde endometritsiz kadinlara (%32.7) gore daha diisiik
implantasyon oranlarina (%11.5) sahiptir. Raporlar, kronik endometrit varliginin
endometriyal reseptiviteyi degistirebilecegini ve gebelik oranlari {izerinde olumsuz bir

etki yaratabilecegini diisiindiirmektedir

2.4.8 Anatomik miidahale

Polipler, myomlar, adezyonlar ve septalarin hepsi implantasyonu etkileyebilir ve
degerlendirme i¢in altin standart histeroskopidir. Daha 6nce bildirilen saptanmamis
anomalilerin prevalansit %20 ila %45 arasindaydi, ancak Fatemi ve ark. ¢alisma
popiilasyonlarindaki prevalansi sadece %11 olarak bulmus ve polipleri en sik goriilen
patoloji (%41) olarak tanimlamislardir Cenksoy ve ark., calismalarindaki hastalarin%
44 9'unun anormal histeroskopik sonuclara sahip olmasi nedeniyle dramatik olarak
farkli bulgular gostermistir. Patoloji diizeltildikten sonra, bu kadinlarin% 51'i hamile
kaldi. Demirol ve ark. klinik gebelik oranlarinin histeroskopi ile polip ve adezyon
tedavisi alanlarin goreceli olarak histeroskopik degerlendirme yapilmayanlara gore
anlaml olarak daha yiiksek oldugunu bulmuslardir (%30.4'e kars1 %21.6). Anormal
histeroskopi bulgular1 olan hastalarin ¢ogunda normal histerosalpingografi sonuglari

vardi. Histeroskopi bircok RIF hastasinda yararli bir tan1 aract olarak hizmet edebilir,
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clinkli yapilan c¢alismalar gebelik sonuglarinda biiylik degisiklikler olabilecegini

distindiirmektedir .

2.4.9 Salpinjektomi

Hidrosalpinkslerin  varliginda salpinjektomi ve bazi tubal okliizyon
prosediirlerinin gelecekteki IVF dongiilerinde implantasyon basaris1 olasiligini
arttirdigr gosterilmistir. Strandell ve ark., salpinjektomi ile tedavi edilen bilateral
hidrosalpinksli hastalarda implantasyon oranlarinin yani sira klinik gebelik oranlariin
ve dogum oranlarinin, bir sonraki IVF dongiisiinde, prosediire girmeyenlere kiyasla
anlamli olarak arttigin1 bulmuslardir. implantasyon oranlari salpinjektomi yapilanlarda
%25.6 iken, islem yapilmayanlarda %12.3 idi. Klinik Gebelik oranlar1 salpenjektomi
yapilanlarda %45.7 iken, olmayanlarda %22.5 idi . Salpinjektomi yapilanlarda canli
dogum oranlar1 %40 iken, kontrol grubunda %17,5 idi.

2.4.10 Preimplantasyon Genetik Screening (PGS)

PGS, spontan abortusu olan hastalarda goriilen ¢ok sayida kromozomal
anormalliye yanit olarak gelistirilmistir. Baslangi¢ta, PGS'nin RIF hastalarinda gebelik
sonuclarinin iyilestirilmesinde yardimei olabilecegi varsayilmis olsa da, Rubio ve ark.
tarafindan yapilan son ¢aligmalar, implantasyon hizinda (% 36.6'ya kars1,% 21.4), klinik
gebelik oraninda (% 53.5'e kars1% 33.3) veya canli dogum oraninda (% 47.9'a kars1%
27.9) PGS ile degerlendirilen ve degerlendirilmeyenler arasinda anlamli bir fark
olmadigint gdstermistir . Hatirnaz ve ark. 2017 yilinda PGS'nin tekrarlayan IVF
basarisizligi olan hastalarda klinik gebelik ve canlt dogum oranlar1 {izerinde anlamli bir
sonucu olmadigini belirleyen bir ¢aligma yaymlamistir(98). Ek olarak, Greco ve ark.,
implante edilmis mozaik embriyolarn aslinda normal genetik yapiya sahip saglikli
yenidoganlara doniisebilecegini bulmuslardir, ancak bu kiigiik bir ¢alisma boyutunda
gosterilmistir. Bu, PGS'nin aslinda ¢iftleri gebeliklerinin olas1 sonuglart hakkinda yanlig
bilgilendirebilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, Coulam ve ark. tarafindan
yapilan bir 2016 arastirmasi, 40 yasin lizerindeki kadinlarin, kiimiilatif dort embriyo
transfer edildikten sonra, fetal kardiyak aktivite ile olgiilen gebelik oranlarinda 6nemli
bir artisa sahip oldugunu belirlemistir (P = 0.03). PGS, transfer i¢cin en kaliteli
embriyonun secilmesine yardimci olsa da, tutarli basarisiz gebelik oranlariyla transfer
edilen embriyolar ne kadar fazla olursa, embriyonun bu durumlarda sorun olma olasilig1

o kadar dstiktir.
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2.4.11 Preimplantasyon Genetik Tam

RIF'li hastalarin embriyolarinda daha fazla kromozom anormalligi oldugunu
gosteren veriler vardir. Sonug olarak, preimplantasyon genetik tan1 (PGT), spesifik risk
faktorleri olan IVF hastalar1 arasinda spesifik kromozomal hastaliklar1 degerlendirmek
icin kullanilabilir. Pehlivan ve ark. tarafindan yapilan daha onceki bir c¢alismada,
kromozomal anomalilerin, 6zellikle de tekrarlanan implantasyon basarisizligi olanlar
arasinda andploidilerin anlaml1 derecede daha yiiksek bir orani oldugu bulunmustur. Ek
olarak, bu hastalar FISH kullanilarak embriyolarin genetik taramasini yaptiklarinda ve
normal embriyolar: transfer i¢in se¢ildiginde, implantasyon oran1% 24.6, gencg fertil
kontrollerle karsilastirildiginda,% 24.1 idi. Bunun biiyiik 6l¢iide yasa bagli oldugunu ve
bu sonuglarin sadece 37 yasin < uygulandigint belirtmek Onemlidir. 37 yasin >
kadinlarda implantasyon oranlart sadece% 12.2 idi. 37 > kadinlar ayrica kromozom 21
ve 22'de en yiiksek kromozomal anormallik oranlarina sahipti ve 37 yasindan < olanlar
kromozom 13'te daha yliksek anormallik oranlarina sahipti . Bu, ileri anne yasina sahip
olanlarda basarili implantasyonu engelleyen ek mekanizmalar olabilecegini
diistindiirmektedir. RIF'li kadinlarin dengeli translokasyonlara sahip olup olmadiklarini
belirlemek icin karyotiplendirilmeleri ~ Onerilir. PGT sadece bu dengeli
translokasyonlara sahip hastalarda Onerilmektedir, ¢iinkii bunlar gametlerinde

andploidiye yol agabilir.

2.4.12 Erkek faktorii

RIF'de rol oynayan maternal faktorlerin yam sira erkek faktori, ozellikle
spermatozoal morfoloji de rol oynayabilir. DNA fragmantasyonlar1 ve morfolojide
bozulmalar sperm DNA'sindaki bozukluklarin isaret etmektedir. COMET veya TUNEL
gibi DNA fragmantasyon testleri mevcuttur. Bu testlerde bozukluk ¢ikan hastalarda
IMSI dedigimiz intrasitoplazmik morfolojik olarak secilmis sperm injeksiyonu
uygulanabilir. Morfolojik anormallikleri olan spermlerin genel olarak semen spermleri
oldugu testis icerisindeki spermlerde bu anormalliklerin daha az izlendigi belirtilmekte

ve bu tip hastalara TESE de onerilebilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOD

Ondokuz Mayis Universitesi, Tip Fakiiltesi, Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkezi Kadin Hastaliklart ve Dogum Anabilim Dali, Tiip Bebek Merkezine
basvurmus, Ozellikle metabolik bir sendromu, trombolotik hastaligi, koroner arter
hastaligi, tiroid, karaciger ve bobrek hastaligi ve benzeri herhangi bir kronik hastalig
olmayan, her hangi malignitesi olmayan 24-46 yas grubundan en az 2 kez taze ve ya
donmus 3. ve ya 5. giin embriyo transferinin basarisiz oldugu 105 kadin ¢alisma
grubunu olusturdu. Kontrol grubunu ise saglikli spontan gebeligi olan 22-40 yas
arasi110 kadinlardan olusturuldu.Kontrol grubu bilgilendirilmis ve arastirmaya dahil
edilebilmeleri i¢in gerekli yasal izinleri alinmistr.. Kontrol grubuna ve hasta grubuna
ait kadinlarin  her birinden alman 5-10’ar cc’lik periferik kan oOrnekleri
etilendiamintetraasetik asitli (EDTA) tiiplere konulmus ve uygun zamanda DNA
ekstraksiyonu yapilmak iizere -20 C0’de saklanmistir. Kontrol grubunu olusturan

saglikli kadinlarin her birinden 5-10’ar cc’lik periferik kan alinmistir.

3.1 Kullanilan Aracg ve Gerecler:
Bu arastirmada kullanilan malzeme ve sarf malzemeleri ile ekipmanlar asagidaki

gibidir;

Tablo 3.1. PCR igin gerekli malzemeler:

1 2X Tag DNA Polimeraz Master Mix
2 Primer

3 Genomik DNA

4 H20

Tablo 3.2. Agaroz jeli hazirlamak ve {irlinii yiikklemek i¢in malzemeler:
1 Kalip DNA

2 Distile Su
3 Gel Red
4 Agaroz
5

6

7

50 bp DNA Ladder
TBE 0.5 X
DNA loading
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Tablo 3.3. Enzimatik sindirim i¢in malzemeler:

1 Bcll, Alul, Mspl, Sacl Restriksiyon enzimleri
2 Buffer

3 Distile Su

4 PCR iirlinii

3.2 DNA Ekstraksiyonu:
Bu c¢alismada kit ekstraksiyon yontemi ile DNA  ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir:

1: Ilk olarak, 200 ul tampon liziz mikrotiip i¢inde 200 pl kan &rnegi ile karistirilds.

2: Daha sonra karisima 20 pl protein kinaz eklendi.

3: Mikrotiip kapagini kapatin ve vorteksleyin ve ardindan birkag saniye santrifiijleyin.
4: Mikrotiipler daha sonra 10 dakika boyunca 60 °C'de bir su banuyosunda
yerlestirildi.

5: Daha sonra mikrotiip su banityosundan ¢ikarildi, iizerine 200 pl %98 etanol eklendi
ve birkag kez pipetleme yapildi.

6: Kitin i¢indeki filtrelenmis kolonlar1 ¢ikarin ve karisimin tamamini mikrotiipiin i¢ine
ekleyin ve 1 dakika 1000 g'de santrifiijleyin.

7: Filtre kolondan ¢ikarildi ve yeni bir mikrotiip i¢ine yerlestirildi.

8: Daha sonra iizerine 500 pl yikama 1 soliisyonu eklendi ve 8000 g'de 1 dakika
santrifiij edildi.

9: Filtrenin altindaki mikrotiipii atild1, yeni bir mikrotup alinip ve filtreyi yerlestirildi,
500 pl yikama 2 soliisyonu eklenip ve tekrar 8000 g'de 1 dakika 15 saniye
santrifiijlendi.

10: Daha sonra mikrotiipiin icerigini atin ve kolonu tekrar ayni mikrotiip icine
yerlestirin ve 3 dakika 14,000 g'de santrifiijleyin.

11: Tampon soliisyonu ¢dziinmesi i¢in birka¢ saniye su baniyosuna koyuldu , filtreye
120 mikrolitre eklenip ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

12: Santrifiij, 8000 g'de 1 dakika boyunca tekrar gergeklestirildi.

13: Sonunda filtreyi ¢ikardik. Mikrotiibiiliin altindaki sivi DNA igerir.
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3.3 Ekstrakte edilen DNA'min Kalitatif ve Kantitatif Incelemesi

Molekiiler reaksiyonlar sirasinda ¢ozeltide ne kadar DNA oldugunu bilmek
onemlidir. Bu nedenle DNA ayirma ve ekstraksiyonundan sonra nitelik ve niceligi
saglamak i¢in kalitatif ve kantitatif DNA analizi yapildi.
DNA konsantrasyonu, ultraviyole absorpsiyon spektroskopisi ile nicel olarak
Olgiilebilir. Bir ¢oOzelti tarafindan absorbe edilen UV miktarr, numunedeki DNA
miktar1 ile dogru orantilidir. Absorpsiyon tipik olarak, bir birim absorpsiyonun
mililitrede 50 mikrogram ¢ift sarmalli DNA'ya esdeger oldugu dalga boyu olan 260
nm'de Olgiliir. Elbette, DNA'nin saflifin1 kontrol etmek i¢in UV absorpsiyonu da
kullanilir. Saf bir DNA 6rneginde, 260 nm ila 280 nm'deki absorbans orani 1/8'dir.
1/8'den kiiciik oranlar, numunenin protein kontaminasyonunu gosterir.
260 nm'nin DNA'nin maksimum absorpsiyona sahip oldugu dalga boyu ve 280 nm'nin
proteinin maksimum absorpsiyona sahip oldugu dalga boyu oldugunu belirtmekte

fayda var. Jel elektroforezi ayrica DNA kalitesini degerlendirmek i¢in kullanilir.

3.4 Elde edilen DNA'nin kantitatif incelemesi

1: Spektrofotometre dsDNA'ya ayarlandi.
2: Cihazm kiivetine iki kez 100 mikrolitre distile su dokiin ve cihazi balonun iizerine
yerlestirdikten sonra cihaz numunelerin DNA'sin1 okumaya hazir hale geldi.
3: Ardindan kiiveti bosaltin ve i¢cine 100 mikrolitre seyreltilmis DNA dokiin ve DNA
igeren soliisyonun 260 nm'de absorbansini okuyun.
DNA'y1 seyreltmek i¢in, 5 mikrolitre saflagtirilmis DNA, 95 mikrolitre ¢ift damitilmig
su ile karistirilmalidir.
4: OD260 / OD280 orant her numune i¢in hesaplanmaistir.

Ekstrakte edilen numunelerdeki ortalama DNA miktari, mililitrede 190 mikrogram

DNA idi.

3.5 Agaroz jel elektroforezi ile DNA'nin Kalitatif Analizi
Jel elektroforezi, bir karisimdaki molekiilleri aralarindaki elektriksel yiik
farkindan ayirmak icin kullanilan bir yontemdir. DNA molekiilleri negatif yiikliidiir
ve bir elektrik alanina maruz kaldiginda pozitif kutba dogru hareket eder.
Bir molekiiliin hareket hiz1 iki faktore baghidir: sekil ve yiikiin kiitleye orani. Ne yazik
ki Cogu DNA molekiilii benzer bir sekle sahiptir ve hepsinde yiikiin kiitleye orani

aynidir. Bu nedenle, farkli boyutlardaki pargalar geleneksel elektroforez ile ayrilamaz.
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Bir jel iizerinde elektroforez yapildiginda, DNA molekiiliiniin boyutu ayirmada bir
faktor olacaktir.

Elektroforez jeli, agaroz, poliakrilamid veya her ikisinin karisimindan olugsur ve DNA
molekiiliiniin pozitif kutba dogru hareket etmesi gereken bir gozenek agi1 olusturur.
Daha kiicik DNA molekiilleri jel i¢inde daha hizli hareket eder. Boylece jel
elektroforezi DNA molekiillerini boyutlarina gore aymrir. Pratikte jel bilesimi,
ayrilabilir DNA molekiillerinin boyutunu belirler. Nispeten genis gézeneklere sahip
0,5 cm kalinligindaki %0,5 agaroz, 1 ila 30 k ¢ift baz boyut araligindaki molekiilleri
ayirmak i¢in kullanilir ve 6rnegin 10 ve 12 k ¢ift baz boyutundaki molekiiller acik¢a
kullanilabilir. Ote yandan, 0,3 mm kalinhiginda ¢ok ince %40 poliakrilamid jel ¢ok
kiigiik gbzeneklere sahiptir ve 1 ile 300 bp araliginda daha kiiciik DNA molekiillerini
ayirmak i¢in kullanilir ve molekiiller bir niikleotid ile bile ayrilabilir.

Asagidaki tablo, farkli agaroz konsantrasyonlari ile DNA molekiillerinin ayrilma

giiclinli gostermektedir.

Tablo 3.4. Farkli agaroz konsantrasyonlar1 ile DNA molekiillerinin ayirma giicii

agar yiizdesi DNA Ayirma Giict
0.4 30-50 kbg

0.6 10-30 kbg

0.8 1000-7000 bg

1 500-5000 bg

15 300-3000 bg

2 200-1500 bg

3 100-1000 bg

Jel elektroforezinin sonuglarini gérmenin en kolay yolu, jeli DNA'y1 ortaya ¢ikaran bir
bilesik ile boyamaktir. Jeli yapmak icin asagidaki malzemelere ihtiyacimiz var:
Agaroz tozu, TBE {iriinii, 6x agirlik tamponu, jel tepsisi, tarak, elektroforez tanki ve

giic kaynagi cihazi.

TBE tamponu genellikle bes veya 10X bir konsantrasyonda hazirlanir ve oda
sicakliginda saklanir ve distile suda bir ila yirmi oraninda seyreltilir. Bu tamponu

hazirlamak i¢in agsagidaki bilesenler birlikte karistirilir:
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54 gram Tris + 27.5 gram borik asit + 200 ml yarim molar EDTA

DNA agirlastiric1 tampon, TBE tamponunda lineer ¢ift sarmallt DNA ile ayni
hiza sahip olan bermofenol mavisi ve xainol siyanol ile numunenin kuyuda olmasini
saglamak i¢in numunenin yogunlugunu artiran Ficol 400 igerir.

Genomik DNA'y1 incelemek igin %2 agaroz jel kullanildi. Jel tepsisinin hacmine gore
3 gram agaroz tozu 300 cc 0.5 X TBE soliisyonu ile karigtirilarak eritilmesi i¢in 1s1
kullanildi, boylece 1s1 tozun tamamen ¢oziilmesine ve soliisyonun berraklagsmasina
neden oldu, ancak yanmadi. Bagka bir sey yapmadan once tiim agar partikiillerinin
tamamen ¢ozildiigiinden emin olun, aksi takdirde jel esit sekilde sogumaz ve jeli
dokerken problem olur.

Daha sonra yavas yavas sogumasi i¢in Erlenmeyer jel soliisyonunu oda sicakliginda
birakildi.

Sicaklik yaklasik 50 dereceye ulastiginda, yavasca elektroforez tepsisine dokiip
ve yaklagik yarim saat sonra jel tamamen kuruduktan ve hazir olduktan sonra taragi
yavasea ¢ekdik ve jeli elektroforez tankina yerlestirdik. Tankin i¢i 6nceden 0,5 X TBE
tamponu bulunmakta idi.

Daha sonra 3 pul DNA Ornegi 1 pl yikleme tamponu ile karistirilarak
kuyucuklara aktarildi. Normalde, kuyu hacminin bir kismu, tipik olarak kuyu hacminin
beste biri olan tampona tahsis edilmelidir ve bu nedenle numune boyutu kuyu
hacminin beste dordii olacaktir. Cihaz voltaj1 santimetre bagina 5 volt olarak ayarlandi.
Boyalar jelin yaklasik 3.4 kat1 uzunlugunda olduktan sonra akis kesildi. Son agsamada
UV cihaz1 kullanilarak jel tizerinde DNA gbzlemlendi ve kaliteleri incelendi. Gerekli
bant ¢oziiniirliigline sahip olmayan 6rnekler ¢ikarildi ve DNA'lar1 kandan yeniden
cikarildi.

PCR veya polimeraz zincir reaksiyonu, molekiiler biyolojide en yaygin kullanilan
tekniklerden biridir ve bir DNA bdlgesinin binlerce ve milyonlarca kez amplifiye
edilmesini saglar. PCR'nin temeli, birka¢ sicaklik dongiisiinde tamamlanan DNA
polimeraz tarafindan bir DNA zincirinin enzimatik sentezidir. Bu yontemi yoneten
kurallar, bir termocycler'da mikrotiibiillerdeki canli hiicre yerine PCR ydnteminin
gerceklestirilmesi disinda, canli bir hiicredeki replikasyon siirecindeki kurallarla
aynidir. Bu, reaksiyon dongiileri sirasinda reaksiyonu gergeklestirmek icin gereken

cesitli sicaklik degisikliklerine izin veren bir makinedir.
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PCR adimlari:

1: DNA'nin iki zincirinin birbirinden ayrilmasi

2: Primerleri hedef DNA'daki tamamlayici zincire takin

3. DNA enzimi Taq polimeraz kullanilarak hedef DNA'da istenen parganin
amplifikasyonu.

DNA'nin iki zincirinin birbirinden ayrilmasi 1s1 ile yapilir.Bu amagla
termocycler numuneyi 95 santigrat dereceye kadar 1sitir, boylece DNA'y1 olusturan iki
zincir birbirinden ayrilir. DNA polimeraz enzimi hedef bolgeyi tespit edemediginden
primerler kullanilir.

Primer, dizisi hedef alandaki dizinin bir bolimiinii tamamlayan kisa bir DNA
pargasidir. Primerleri iki ayr1 ipligin DNA'sina baglamak i¢in sicakligi 95 dereceden
60-50 dereceye diisiiriin. Bu sicaklik, primerleri DNA'ya baglar. Primerleri DNA
zincirine bagladiktan sonra, Taq polimeraz enzimi kullanilarak DNA sentezi
gerceklestirilir. Sicaklik tekrar DNA polimeraz aktivitesi i¢in dogru sicaklik olan 72
°C'ye yiikselir. Bu ii¢c asamali dongii daha sonra 30 ila 35 kez tekrarlanir ve istenen

parga katlanarak yayilir.

5 toseparate DNA strands

= ¥
\ 3ll|l]|ll]l1ll||]l]|> Denaturation
Temperature is increased

*
e l 481072°C

5 —~ 5 ¥ Anneal
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. 3 g Temperature is decreased
Template 5 Primer o Primer to allow primers to base

DNA strands pair to complementary
l 681072°C

¥ 5 DNA template

i >¢i TTTTTTI T ST T’  Extension
Nt < Yyl i-lae Ll 5 Polymerase extends
Nasces & i
 Nas —¢ el primer to form nascent
DNA strands g »"/‘

S TR rTeTY DNA strand
[PEREEEERET \}j..l..l..l.l_l.l.L 55

|

Istcycle —» 2ndcycle —  3rdcycle —»  dthcycle <« -ceeeend » 30th cycle

23! = 2 billion copies

22 = 4 copies

2% = 8 copies

I P
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Process is repeated, and
the region of interest is
amplified exponentially

2V=16copies T

2% = 32 coples

Sekil 3.1. PCR reaksiyon adimlarina genel bakis
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3.6 PCR
3.6.1 PCR Reaksiyonunun Bilesenleri:

Taq enzim tamponu, dNTP, MgCL2, primerler, sablon DNA ve Tagpolimeraz,
polimeraz zincir reaksiyonunun ana bilesenleridir. Bu soliisyonlarin -20 °C'de
saklanmas1 gerekir. Tamponlar genellikle enzim ile 10 kat konsantrasyonlarda
mevcuttur. Tampon genellikle daha iyi enzim performansi i¢cin pH'1 ayarlayan tris
icerir ve tamponun diger bilesenleri, sablon DNA'min primere baglanmasini
kolaylastiran KCI veya amonyum siilfat igerir.

Primerler hedef dizi i¢in 6zel olarak tasarlanmistir ve dizinin her iki tarafina da
baglanarak DNA polimerazin polimeraz aktivitesini baglatmasina izin verir. DNA
polimeraz enzimi, kaplicalarda yasayan ve 1siya dayanikli Thermos aquaticus
bakterisine aittir.
Deoksi niikleotid trifosfat (ANTP) dort baz igerir: adenin, guanin, sitozin ve timin ve
DNA polimeraz enzimi i¢in bir substrat gérevi gortir.
Bu c¢ozeltileri her kullandiginizda, ¢ozelti hasat edilmeden 6nce her bir sisenin
tamamen eritilmesi gerektigine dikkat etmek onemlidir.

Kismi erime, ¢ozeltideki konsantrasyonun tekdiizeligini ve bdyle bir ¢ozeltinin
kullanimini1 bozar.

Reaktiflerin  konsantrasyonundaki hata nedeniyle PCR reaksiyonu

gerceklestirmek istenmeyen sonuglara neden olabilir.
Tiim malzemeler ve bilesen ekleme adimlar1 buz iizerinde yapilir.
Malzeme, birlikte karistirilmak tizere birkag¢ saniye mikrosantrifiij ile santrifiijlenir.
Her reaksiyon serisinde, herhangi bir kontaminasyon ve spesifiklik eksikligi olup
olmadigimi kontrol etmek icin test edilen numunelere paralel olarak biri model
DNA's1z ve digeri primersiz olmak {izere en az iki negatif kontrol reaksiyonunun
gerceklestirilmesi gerekir. Ardindan tiipleri termocyclera yerlestirdik ve reaksiyon i¢in
optimize edilmis adimlara gore cihaza girdik. Bu ¢alismada PCR reaksiyonu i¢in

Biolab firmasinin hazir karigimi kullanilmistir.
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3.6.2 PCR Programimm Optimizasyonu

Hedef genler icin reaksiyonu optimize etmek icin, bilesenlerin her birini diger
kosullarla uyumlu olmasi beklenen olgilide toplam 25 mikrolitre hacimde birlestirdik
ve aparata yerlestirdik. Istenilen alanda net bir bant gdrmek igin ¢ozelti
konsantrasyonu, dongii sayis1 ve sicaklik gibi ¢esitli kosullar1 degistirdik. Primer,
Leandros ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢calismada modellenmistir.
MiR-146aC> G polimorfizminin PCR'si, 147-bp'lik bir iiriin olusturmak i¢in asagidaki
primerler kullanilarak yapildi: forward 5'-CAT GGG TTG TGT CAG TGT CAG AGC
T-3've reverse 5-TGC CTT CTG TCT CCAGTC TTC CAA-3'.
MiR-149T> C polimorfizmi i¢in, 263-bp lriinii liretmek i¢in asagidaki primerler
kullanildi: forward 5'-CTG GCT CCG TGT CTT CAC TC-3've reverse 5-TGA GGC
CCG AAA CAC CCG TA-3'".
MiR-196a2T> C polimorfizmi i¢in, 149-bp'lik bir iriin tretmek i¢in asagidaki
primerler kullanildi: forward 5'-CCC CTT CCC TTC TCC TCC AGA TA-3've reverse
5-CGA AAA CCG ACT GAT GTA ACT CCG-3'.
MiR-499A>G polimorfizmi i¢in, 146-bp'lik bir iirlin tiretmek i¢in asagidaki primerler
kullanildi: forward 5'-CAA AGT CTT CAC TTC CCT GCC A-3' ve reverse 5'-GAT
GTT TAACTCCTCTCCACGTGATC'.

Tablo 3.5. PCR reaksiyonunda ¢ozeltilerin konsantrasyonu ve hacmi

Sira | Soliisyon 25 mikrolitrede kullanilan hacim
1 2 X Taq DNA Polymerase Master | 8
Mix

2 F primer 0,5

3 R primer 0,5

4 DNA 2

5 H20 14

Toplam hacim 25
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Tablo 3.6. Tek niikleotid polimorfizmlerinin amplifikasyonu igin PCR'nin 1s1 profili

Sicaklik Zaman Dongii sayisi PCR asamasi

95 5dk 1 Birincil denatiirasyon
95 30s 35 Ikincil denatiirasyon
64 30s Primer baglanti

72 30s Uzatmaya

72 5dk 1 Uzatmaya

PCR reaksiyonunun ardindan mikrotiipler cihazdan ¢ikarildi ve ardindan 3 pl
PCR iiriinii %3 agaroz jel lizerinde 6rneklendi ve {iriinii degerlendirmek i¢in 100 voltta
bir saat bekletildi. Elektroforez sonuglari, herhangi bir spesifik bant olmaksizin 146 ve
224 ve 149 ve 147 iftlerinde tek bantti. PCR sonrasi numuneler ve firiinlerin
elektroforez ile incelenmesi ve PCR friiniiniin istenilen kisminin spesifik
amplifikasyonunun saglanmasi sonraki asamalar icin -20 °C'de muhafaza edilmistir.

Band1 olmayan veya bandi zayif olan 6rnekler igin tekrar PCR yapildu.

3.7 Tek Niikleotid Polimorfizminin Arastirilmasi i¢in Yontem

Tek bir niikleotid polimorfizmi, bazi insanlarda goériilen nokta mutasyonlarini
iceren DNA dizisindeki bir polimorfizmdir. Hemen hemen tiim yaygmn
polimorfizmlerin iki aleli vardir. Mutasyon tarafindan olusturulan alel %1'lik bir
sikliga sahipse site polimorfik olarak kabul edilir, aksi takdirde bu alel nadir bir
varyanttir. Genomun kodlayan ve kodlamayan bdlgesinde polimorfizmler meydana
gelebilir ve bunlarin 6nemi insanlarda hastaliga yol ac¢tiginda belirlenir.
Polimorfizmleri analiz etmek ve tamimlamak i¢in cesitli yontemler vardir. Bu

yontemlerden biri de RFLP-PCR'dir.

3.7.1 PCR-RFLP
Bu teknikte, bir kisitlama enzimi ile baglantili bir biligsel lokusa neden oluyorsa
veya onu ortadan kaldirtyorsa, mutasyon, PCR iirliniiniin uygun enzim ile sindirilmesi
ve lrilinlin elektroforez ile izole edilmesiyle saptanabilir. Kisitlama enzimleri,
bakteriler tarafindan {iretilen endoniikleazlardir. Bu enzimler, 4 ila 8 baz ¢iftinin
spesifik dizilerini tespit eder ve daha sonra bu konumda her iki DNA zincirini keser.
Cogu kisitlama endoniikleazi, pH 7.4'te iyi islev goriir, ancak farkli enzimler,

genellikle sodyum kloriir ve MgCI2 tarafindan saglanan farkli iyon kuvvetleri ve
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magnezyum konsantrasyonlar1 gerektirir. Ayrica enzimi stabilize etmek ve
inaktivasyonunu Onlemek i¢in ditiotritol veya DTT gibi bir indirgeyici ajan
kullanilmasi tavsiye edilir. Istenen enzimin diizgiin ¢alismasi icin uygun tampon
bilesimi saglandiktan sonra sira sinirlayici endoniikleazin eklenmesine gelir. Bir enzim
biriminin tanimina gore, 1 mikrogram DNA'y1 bir saatte kesmek i¢in gereken enzim
miktari. Cogu kisitlama endoniikleazi en iyi 37 °C'de ¢alisir. Yeterli bir siire sonra
enzim, sonraki asamalarda kazara DNA pargalari1i kesmeyecek sekilde yok
edilmelidir. Enzimleri durdurmanin birka¢ yolu vardir. Baz1 enzimler i¢in 70 ° C'ye
kisa 1sitma yeterlidir ve geri kalani i¢in fenol ile ekstraksiyon veya etilen-diamin
tetraasetamik asit veya EDTA ilavesi endoniikleaz inhibitoriiniin ¢aligmaya devam
etmesini Onlemek i¢in kullanilir. Enzimatik sindirimin sonucu, boyutu, belirtildigi gibi
jel elektroforezi ile ayrilan birincil DNA {izerindeki kisitlama endoniikleaz tanimlama

dizilerinin tam konumuna bagli olan bir dizi DNA fragmanidir.

3.7.2 Restriksiyon Enzimleri Tarafindan Enzimatik Sindirim
Tiim hasta ve kontrollere PCR reaksiyonu uygulandiktan sonra, restriksiyon
enzimleri Dralll ve Acil kullanilarak RFLP-PCR teknigi ile son degerlendirme yapildi.
Enzimatik sindirim kosullar1 optimize edildikten sonra, tiim numuneler Bcll ve Alul
ve Mspl ve Sacl enzimlerinin etkisi altinda kesildi ve daha sonra %3 agaroz jele
aktarildi.

Tablo 3.7. Enzim tarafindan enzimatik sindirim i¢in en uygun kosullar

Bilesenler Hacim (mm) Kosullar

10x NEBDbuffer 2 ul

Restriction Enzyme 0,5 ul 370C
PCR Product 10 ul 4 saat
H20 17,5 ul

Toplam hacim 30 ul
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3.7.3 Yontem

Belirtildigi gibi, RFLP-PCR teknigi, tek bir niikleotid polimorfizminin yabanil
alellerini ve varyantlarini ayirt etmek i¢in bir kisitlama enzimi kullanilir.
A>G tek niikleotid polimorfizmi durumunda, niikleotid A, G ile degistirildi ve bu
polimorfizmi igeren amplifiye iirliniin uzunlugu 146 bp idi.
C>T tek niikleotid polimorfizmi durumunda, niikleotid C, T ile degistirildi ve bu
polimorfizmi i¢eren amplifiye iiriiniin uzunlugu 224 bp idi.
T>C tek niikleotid polimorfizmi durumunda, niikleotid T, C ile degistirildi ve bu
polimorfizmi i¢eren amplifiye tiriiniin uzunlugu 149 bp idi.
G>C tek niikleotid polimorfizmi durumunda, niikleotid G, C ile degistirildi ve bu

polimorfizmi i¢ceren amplifiye iirliniin uzunlugu 147 bp idi.

Bu ¢aligmada, RFLP-PCR teknigi uygulanarak ve reaksiyon {iriinlerinin Bcell enzimi
ve jel elektroforezi kullanilarak enzim kesme pozisyonuna gore jel elektroforezi
tizerinde ti¢ farkli patern gozlemlenmesi beklentisi su sekilde olmustur:

1) AA Homozigot bireyler: 120 ve 26 ¢ift alaninda iki bant

2) Heterozigot AG'ler: 146, 120 ve 26 ¢iftlerinde ii¢ bant

3) Homozigot insanlar GG: 146 gift oyun alaninda bir bant

Alul enzimi ile :
1:TT Homozigot bireyler: 224 ve 66 ¢ift alaninda iki bant
2: Heterozigot CT'ler: 224, 153,71 ve 66 ciftlerinde dort bant
3:Homozigot insanlar CC: 153,71 ve 66 ¢ift bantlar

Mspl enzimi ile :
1:TT Homozigot bireyler: 149 ¢ift alaninda bir bant
2: Heterozigot CT'ler: 149, 125 ve 24 ¢iftlerinde ii¢ bant
3:Homozigot insanlar CC: 125 ve 24 ¢ift bantlar

Sacl enzimi ile :
1:GG Homozigot bireyler: 147 c¢ift alaninda bir bant
2: Heterozigot AG'ler: 147, 122 ve 25 ¢iftlerinde ii¢ bant
3:Homozigot insanlar AA: 122 ve 25 ¢ift bantlar
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Bu nedenle enzimatik reaksiyon sonrasi jel iizerinde olusan bantlarin sayisi ve
uzunlugundan teknoniikleotid polimorfizminin genotipi anlasilabilir. Once
reaksiyonun bilesenlerini birlestirdik. Reaksiyonun son hacmi 25 mikrolitredir. Daha
sonra mikrotiipleri 4 saat 37 derecelik inkiibatére yerlestirdik. Son olarak, 15
mikrolitre reaksiyon ¢ozeltisi, liriinii test etmek icin %3 agaroz jel iizerinde 6rneklendi
ve bir saat boyunca 100 volta yerlestirildi ve ardindan jel, test sonuglarini

gbzlemlemek i¢in bir UV cihazina yerlestirildi.

3.8 Verilerin istatistiksel analizi
Veri analizi i¢in, SPSS yazilimi kullanilarak "Ki-kare™ veya "Fisher" istatistiksel
testleri, allel frekansi, genotipik frekans, bu polimorfizmin genotipleri ve ¢alisilan
degiskenler arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in kullanildi. Vaka ve kontrol gruplari
arasindaki genotipik ve alelik frekanslardaki farkliliklar, %95 giiven diizeyi ile

istatistiksel anlamlilik a¢isindan analiz edildi.
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4. BULGULAR

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Tip Fakiiltesi, Tiip Bebek Merkezine
basvurmus, 6zellikle metabolik bir sendromu, trombolitik hastaligi, koroner arter
hastaligi, tiroid, karaciger ve bobrek hastaligi ve benzeri herhangi bir kronik hastalig
olmayan, her hangi malignitesi olmayan 24-46 yas grubundan en az 2 kez taze ve ya
donmus 3. ve ya 5. giin embriyo transferinin basarisiz oldugu 105 kadin c¢alisma
grubunu olusturdu. Kontrol grubunu ise saglikli spontan gebeligi olan 22-40 yas
aras1110 kadindan olusturuldu. Kontrol grubu bilgilendirilmis ve arastirmaya dahil
edilebilmeleri i¢in gerekli yasal izinleri alinmistr. Kontrol grubuna ve hasta grubuna
ait kadmlarin her birinden alinan 5- 10’ar cc’lik periferik kan oOrnekleri
etilendiamintetraasetik asitli (EDTA) tiiplere konulmus ve uygun zamanda DNA
ekstraksiyonu yapilmak iizere -20 C0’de saklanmistir. Kontrol grubunu olusturan
saglikli kadinlarin her birinden 5-10’ar cc’lik periferik kan alinmistir. Her iki grubun

ayrica yas, BMI ve FSH degerlerine bakildi.

Tablo 4.1. Demografik veriler

Parametre Kontrol (n=110) | RIF(n=105) p
Yas 31,545,54 34,19+2.81 0,295
BMI 22,7+5,62 24,23+6,32 0,321
FSH (U/L, mean + | 8,45+2,71 7,88+4,12 0,078
SD)

Yapilan istatistik analize gdre RIF grubunda yas 34,19+2,81, kontrol grubunda
31,5+5,54 ile anlaml bir fark izlenmedip (p=0.295); RiF grubunda BMI 24,23+6,32
Jkontrol grubunda 22,7+5,62 ile anlaml1 bir fark izlenmedi (p=0.321); FSH degeri RIF
grubunda 7,88+4,12, kontrol grubunda 8,4542,71 anlamli fark yoktu (p=0.078).

4.1 Orneklerin Genomik DNA Ekstraksiyonunun Sonuclari:
DNA'nin dogru saflastirilmasini saglamak i¢in ekstrakte edilen DNA'lar %3
agaroz jel elektroforezi kullanilarak incelendi ve olusan bantlar, bant ¢oziiniirliigi
acisindan bir jel dock cihazi ile fotograflanarak gézlemlendi.

Bazi 6rneklerin DNA elektroforezi sonuglar1 asagidaki sekilde verilmistir.
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Sekil 4.1. Baz1 6rneklerin DNA ekstraksiyon sonuglari (Ters degil mi bu)

Yukaridaki sekilde goriildiigii gibi, ¢cikarilan DNA 1yi kalitede olup, herhangi bir kirik
veya lekesi yoktur.
4.2 miR-146aC>G, miR-149C>T, miR-196a2T>C, VE miR-499A>G
Gen Polimorfizmleri PCR sonuclari:

Numunelerin PCR iiriinleri, istenen fragmanin %3 agaroz jel elektroforezi ile
spesifik amplifikasyonunu kontrol etmek igin bir saat boyunca 100 voltaj altina
konuldu.Elektroforez sonuglari, spesifik olmayan herhangi bir bant olmaksizin 147,
263, 149 ve 146 bp bolgelerinde tek bir bant olarak bulundu.

Cogaltilan kisim Geldak makinesi ile fotograflanmistir. Bir dizi numunenin PCR

tirtinii elektroforezinin sonuglar1 agagidaki sekilde gosterilmektedir.

Sekil 4.2. %3 agaroz jel iizerinde PCR {iriinii elektroforezinin sonucunun bir drnegi.
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Yukaridaki sekilde goriildiigii gibi miR-499 gen lokusunun PCR iiriinleri 146 bp
uzunlugunda tek bant seklinde olup kaliteli ve spesifik olmayan bantlar icermez.
Elektroforez ile istenen parganin spesifik amplifikasyonunun dogrulanmasindan sonra,
PCR iiriinii sonraki adimlar i¢in -20 santigrat derecede saklandh.

Bandi olmayan veya bandi zayif olan 6rnekler tekrar PCR edildi.

4.3 MIiR499 A>G PLIMORFIZMINI TANIMLAMAK ICIN BCLI
ENZIMATIK SINDIRIMIN SONUCLARI:

RFLP, PCR iiriinleri tizerinde BCLI enzimi ile 37°C sicaklikta maksimum 4
saat slireyle 25 mikrolitre hacimde ve bir onceki boliimde belirtilen agamalarda
gerceklestirilmistir.

Mir499 A>G Polimorfizm'in PCR {iriiniiniin enzimatik sindiriminden elde edilen

parcalar asagidaki sekilde goriilebilir.

200 bp

146 bp
126 bp

Sekil 4.3. Bcll enzimi tarafindan sindirildikten sonra PCR {iriiniiniin elektroforez

sonucuna bir 6rnek
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Istenen tek niikleotid polimorfizmini igeren amplifiye fragmanda G alleli igin
kesim bolgesi BCLI enzimi tarafindan tespit edilmedi ve bu alel SNP bolgesinde
mevcutsa 146 bp fragman kesilmemis seklinde kalir.

Eger A aleli mevcutsa, enzimin kesme bolgesi oldugu i¢in 26 ve 120 baz ciftli iki
fragman olusacak ve bireyin genotipi heterozigot ise 146, 120 ve 26 baz giftli ii¢

fragman goriilecektir.

4.4 MIR-196A2T>C PLIMORFIiZMINI TANIMLAMAK ICIN MSPI
ENZIMATIK SINDIRIMIN SONUCLARI:

RFLP, PCR iiriinleri lizerinde Mspl enzimi ile 37°C sicaklikta maksimum 4
saat slireyle 25 mikrolitre hacimde ve bir onceki boliimde belirtilen agamalarda
gergeklestirilmistir.
miR-196a2T>C Polimorfizm'in PCR {irliniiniin enzimatik sindiriminden elde edilen

parcalar asagidaki sekilde goriilebilir.

200 bp

146 bp
126 bp

Sekil 4.4. Mspl enzimi tarafindan sindirildikten sonra PCR {iriiniiniin elektroforez

sonucuna bir ornek
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Istenen tek niikleotid polimorfizmini igeren amplifiye fragmanda t alleli igin kesim
bolgesi Mspl enzimi tarafindan tespit edilmedi ve bu alel SNP bolgesinde mevcutsa
149 bp fragman kesilmemis seklinde kalir.

Eger C aleli mevcutsa, enzimin kesme bolgesi oldugu i¢in 24 ve 125 baz ciftli iki
fragman olusacak ve bireyin genotipi heterozigot ise 149, 125 ve 24 baz ciftli {i¢

fragman goriilecektir.

4.5 MIR-149C>T PLIMORFIZMINI TANIMLAMAK ICIN ALUI
ENZIMATIK SINDIRIMIN SONUCLARI:

RFLP, PCR iirtinleri tizerinde Alul enzimi ile 37°C sicaklikta maksimum 4 saat
siireyle 25 mikrolitre hacimde ve bir Onceki bdliimde belirtilen asamalarda
gerceklestirilmistir.

Mir149 C>T Polimorfizm'in PCR iriiniiniin enzimatik sindiriminden elde edilen

parcalar asagidaki sekilde goriilebilir.

200 bp

146 bp
126 bp

Sekil 4.5. Alul enzimi tarafindan sindirildikten sonra PCR {iriinliniin elektroforez

sonucuna bir 6rnek
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Istenen tek niikleotid polimorfizmini iceren amplifiye fragmanda T alleli i¢in
kesim bolgesi Alul enzimi tarafindan tespit edilmedi ve bu alel SNP bolgesinde
mevcutsa 224 ve 64 bp fragmanlara kesilmemis seklinde kalir.

Eger C aleli mevcutsa, enzimin kesme bolgesi oldugu i¢in 66 VE 71 ve 153 baz ciftli
ic fragman olusacak ve bireyin genotipi heterozigot ise 124, 153, 71 ve 66 baz ¢iftli

dort fragman goriilecektir.

4.6 MIR-146AC>G PLIMORFIZMINI TANIMLAMAK ICIN SACI
ENZIMATIK SINDIRIMIN SONUCLARI:

RFLP, PCR iiriinleri iizerinde Sacl enzimi ile 37°C sicaklikta maksimum 4 saat
siireyle 25 mikrolitre hacimde ve bir Onceki bdliimde belirtilen asamalarda
gerceklestirilmistir.

miR-146aC>G Polimorfizm'in PCR iiriinliniin enzimatik sindiriminden elde

edilen pargalar agsagidaki sekilde goriilebilir.

200 bp

146 bp
126 bp

Sekil 4.6. Sacl enzimi tarafindan sindirildikten sonra PCR iiriiniiniin elektroforez

sonucuna bir 6rnek
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Istenen tek niikleotid polimorfizmini igeren amplifiye fragmanda G alleli i¢in kesim
bolgesi Sacl enzimi tarafindan tespit edilmedi ve bu alel SNP bolgesinde mevcutsa
147 bp fragman kesilmemis seklinde kalir.

Eger A aleli mevcutsa, enzimin kesme bolgesi oldugu icin 25 ve 122 baz ciftli iki
fragman olusacak ve bireyin genotipi heterozigot ise 147, 122 ve 25 baz ciftli {i¢

fragman goriilecektir.

4.7 Istatistiksel analiz sonuclari:

Kontrol grubundaki kadinlarda ve tekrarlayan disiikleri olan kadinlarda
polimorfizm Mird99 A>G igin genotipleme Orneklerinin sonuglar1 Tablo 12'de
genotipik frekanslar seklinde sunulmaktadir.

Saglikli ve infertil kisiler arasindaki genotipik frekanslarin karsilastirilmasi Ki-kare
testi ve Fisher's exact testi ile SPSS istatistik yazilimi siirtim 21 ile %95 giiven diizeyi
ile yapilmis ve bu test, polimorfizm ag¢isindan bu iki grup arasinda anlamli bir farklilik

gostermedi.

Tablo 4.2. miR146 genotipik istatiksel analiz sonucu

Hasta kontrol

Hasta Kontrol |[toplam [P degeri

miR146 CC  sayi 41 45 86
%-Si 47,7% 52,3% 100,00 [0.791
%-Si Hasta
39,0% |40,9% 40,0%
kontrol
GC sayi 53 51 104
%-Si 51,0% 49,0% 100,0% |0.791
%-Si Hasta
50,5% | 46,4% 48,4%
kontrol
GG  sayi 11 14 25
%-Si 44,0% 56,0% 100,0% [0.966
%-si Hasta
10,5% 12,7% 11,6%
kontrol
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Orneklerin genotipleme sonuglarina gore, kontrol grubundaki homozigot
CC'nin siklig1 52,3% Ve hasta grubu 47,7%'dir.
Kontrol grubunda homozigot GG siklig1 56,0%, hasta grubu 44,0%'dir.
Kontrol grubunda heterozigot GC siklig1 49,0%, hasta grubu 51,0% idi.

Allelik frekansinin belirlenmesi sonuglaria gore, C alelinin siklig1 kontrol grubunda

%64, calisma grubunda %064, G alelinin siklig1 kontrol grubunda %36, ¢alisma

grubunda ise %36 olarak bulunmustur.

Tablo 4.3. miR149 genotipik istatiksel analiz sonucu

Hasta kontrol

Hasta Kontrol |toplam [P degeri

miR149 CC  sayi 7 8 15
%-Si 46,7% 53,3% 100,0% [0.625
%-Si Hasta
6,7% 7,3% 7,0%
kontrol
TT sayi 55 64 119
%-Si 46,2% 53,8% 100,0% [0.625
%-si Hasta
52,4% |58,2% 55,3%
kontrol
TC  sayi 43 38 81
%-si 53,1% |46,9% 100,0% [0.543
%-si Hasta
41,0% |34,5% 37,7%
kontrol

Orneklerin genotipleme sonuglarma gore, kontrol grubundaki homozigot
CC'nin siklig1 53.3% Ve hasta grubu 46.7%/dir.
Kontrol grubunda homozigot TT siklig1 53.8%, hasta grubu 46.2%'dir.
Kontrol grubunda heterozigot TG siklig1 46.9%, hasta grubu 53.1% idi.
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Allelik frekansinin belirlenmesi sonuglarina gore, C alelinin siklig1 kontrol grubunda
%25, calisma grubunda %27, G alelinin siklig1 kontrol grubunda %75, ¢alisma

grubunda ise %73 olarak bulunmustur.

Tablo 4.4. miR196 genotipik istatiksel analiz sonucu

Hasta kontrol

Hasta Kontrol [toplam [P degeri

miR196 CC  sayi 24 28 52 0,690
%-Si 46,2% 53,8% 100,0%
%-Si Hasta
22,9% 25,5% 24,2%
kontrol
TT sayi 26 22 48
%-Si 54,2% 45,8% 100,0% [0.690
%-Si Hasta
24.8% 20,0% 22.3%
kontrol
TC  sayi 55 60 115
%-Si 47,8% 52,2% 100,0% [0.801
%-si Hasta
52,4% 54,5% 53,5%
kontrol

Orneklerin genotipleme sonuglarma gore, kontrol grubundaki homozigot
CC'nin siklig1 53.8% Ve hasta grubu 46.2%/dir.
Kontrol grubunda homozigot TT siklig1 45.8%, hasta grubu 54.2%'dir.
Kontrol grubunda heterozigot TG siklig1 52.2%, hasta grubu 47.8% idi.

Allelik frekansinin belirlenmesi sonuclarina gore, C alelinin siklig1 kontrol grubunda

%52, calisma grubunda %49, T alelinin siklig1 kontrol grubunda %49, ¢alisma

grubunda ise %351 olarak bulunmustur
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Tablo 4.5. miR499 genotipik istatiksel analiz sonucu

Hasta kontrol

Hasta Kontrol [toplam [P degeri

miR499 GG  sayi 10 5 15
%-Si 66,7% 33,3% 100,0% 0350
%-Si Hasta

9,5% 4,5% 7,0%
kontrol
AA  sayi 71 77 148
%-Si 48,0% 52,0% 100,0% [0.344
%-Si Hasta
67,6% 70,0% 68,8%
kontrol
AG  sayi 24 28 52
%-Si 46,2% 53,8% 100,0% 0,169
%-Si Hasta
22.9% 25,5% 24,2%
kontrol

Omeklerin genotipleme sonuglarma gére, kontrol grubundaki homozigot
GG'nin siklig1 33.3% ve hasta grubu 66.7%/'dir.
Kontrol grubunda homozigot AA siklig1 52%, hasta grubu 48%'dir.
Kontrol grubunda heterozigot AG siklig1 53.8%, hasta grubu 46.2% idi.
Allelik frekansinin belirlenmesi sonuglarina gore, G alelinin siklig1 kontrol grubunda
%17, calisma grubunda %21, A alelinin siklig1 kontrol grubunda %83 , c¢alisma

grubunda ise %79 olarak bulunmustur
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5. TARTISMA

RIF yillardir infertilite tedavisi alan hastalarda istenmeyen bir durumdur.
Gebeliklerin yaklasik %80'1 ilk trimesterde kaybedildiginden, basarisiz gebeligin
baslica nedeninin embriyo implantasyonu hatasi oldugu ileri siiriilmiistiir. Genetik
faktorler implantasyonda basarisizliga yol a¢ip, spontan abortuslara sebep olurlar.
Basaril1 bir implantasyon igin, trofoblastlarin endometriuma invazyonu ve yeterli
vaskularizasyonun uyarilmasi gerekmektedir.

Invazyon ve anjiyogenez siireglerini diizenleyen genetik faktorlerin embriyo
implantasyonunda kritik dneme sahip oldugunu gosteren kanitlar giderek artmaktadir.
Genetik defekt ve hatta bu siireclerde yer alan genlerin genetik polimorfizmleri,
implantasyon basarisizligina yol acabilir veya en azindan duyarliligi artirabilir.
Yillardir arastirmacilar RiF ile miRNA arasindaki baglantry1 ¢ozebilmek igin ¢oklu
calismalar yapmis ve dnemli sonuglar elde edilmistir. Bir memeli hiicresinde yaklasik

50000 miRNA mevcut

200 200 200 . 2 201I 20 2012 2018 20.4 LU 1 2 ,

Sekil 5.1. PubMed verilerine gore MikroRNA' anahtar kelimesinin kullanim sayisi
MikroRNA'" anahtar kelimesini kullanarak PubMed veritabaninda her yayin yili igin
bulunan referanslarin sayisi. 2017 yilinda bu say1 12.682 idi. (The role of microRNAs
in human embryo implantation: a review Anthea B. M. Paul, Seifeldin T. Sadek, and
Arnold M. Mahesan)
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MikroRNA'lar gen ekspresyonunun diizenlenmesinde Onemli rol oynar ve
perimplantasyon doneminde gorev alirlar.

Ornegin, miRNA'larin 6nemi, farelerde Dicerl (Dcrl) geninin silinmesinin,
farklilasmadaki kusurlar nedeniyle 7. ve 5. glinde embriyo gelisiminin durmasiyla
sonuglanmasi gercegiyle dogrulanmistir . Yang ve ark. , miRNA'lar tarafindan da
diizenlendigi anlasilan degismis embriyonik anjiyogenez nedeniyle gebeligin 12.5 ila
14.5. giinleri arasinda benzer etkiler bildirmislerdir
Bu arastirmacilar, miRNA'larin hedef genlerinin posttranskripsiyonel baskilayicilari
olarak hareket ettikleri i¢in, Dicker'deki bir kusurun miRNA'larda kusurlara yol
actigin1 gosterdi. Bu da embriyolarda Ang-1 ve PTEN gibi hedef genlerin asiri
ekspresyonuna neden olur.

Benzer sekilde, Medeiros ve ark. miRNA Mir-290-295 eksikliginin kismi
embriyonik 6liime ve germ hiicresi defektlerine yol actigin1 gostermistir. Dahasi, germ
hiicrelerindeki bir kusur nedeniyle hayatta kalan embriyolarda disi fertilitenin
tehlikeye girdigini ve bunun da erken ovaryan yetmezligine yol actifini
gosterdiler.(109) Mikro-RNA'lar ayrica insan embriyonik kok (hES) hiicrelerinde de
yiiksek oranda eksprese edilir. Ren ve ark. miR520'in hES hiicre fonksiyonu ile
yakindan iligkili olabilecegini bulmuslardir. MiR-302 ve miR-200 aileleri gibi diger
miRNA'lar da benzer sekilde insanlarda ve fare embriyonik kok hiicrelerinde
gozlenmistir.

Mic-RNA-lar erken plasental gelisimde ve gebelik devaminda nemli goreve
sahiptirler. Bazi miRNA-lar tam olarak hangi fizyolojik siiregte hangi etkiyi
yaptiklarini tam olarak bilmesek de gebelik boyunca plasentadan salinirlar
Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda birinci ve {iglincili trimesterdaki plasentalardan
208 miRNA izole edilmis ve bunlarin iki trimesterde farkli fonksiyonlari ifade ettigi
ve trimestere gore bunlarin farkli eksprese edildigi izlenmistir
Hence yapilan calismalarin 1s181nda mic-RNA-larin plasental defekt ve preeklempsi
i¢in biyomarker olabilecegini soylemistir.

Rosenbluth ve ark. 14 blastosistte (bes female, dort male ve bes andploidi embriyosu)
eksprese edilen 754 miRNA'y1 incelediler. Kantitatif PCR (qPCR) ile miR-372, miR-
720 ve miR-302c¢ dahil olmak {izere en ¢ok ifade edilen miRNA'larin 27 blastosistte
(yedi male, on bir female ve dokuz andploid) tezahiiriinii dogruladilar. Bu

arastirmacilar, insan blastosistlerinin, embriyo sagkalimi ve gelisiminin yani sira kdk
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hiicre pluripotensinin korunmasi i¢in gerekli olan ¢ok sayida miRNA'y1 eksprese
ettigini gdzlemlemislerdir.

Dahasi, erkek ve disi embriyolar1 karsilagtirarak, bu arastirmacilar bir

miRNA'nin, miR-518d-5p'nin, erkek embriyolarda 5.6 kat daha fazla eksprese
edildigini ve gelisimin blastosist asamasinda bile bir dereceye kadar cinsel
farklilasmay1 etkiledigini bulmuslardir. mRNA Mir-518-d'nin, miRNA genlerinin
organize edildigi en biiyiik insan kiimesi olan C19MC kiimesine ait olmasi ilgingtir.
Bu kiimelerde, miRNA genleri sadece plasentada eksprese edilir ve plasenta gelisimi
ve implantasyonunda rol oynayabilir.
Daha yakin zamanlarda, Rosenbluth ve ark. miRNA'larin in vitro fertilizasyon kiiltiir
ortamlarinda tespit edilebildigini, burada fertilizasyon yontemine, kromozomal
duruma ve gebelik sonucuna gore farkli sekilde eksprese edildiklerini gostermistir. Bu
sonuclar, miRNA'larin IVF sonras1 basarty1 tahmin etmek icin potansiyel belirtecler
oldugunu gostermektedir.

Yeni teknolojilerin kullanimut ile birlikte embriyo gelisimi hakkinda artan bilgi,
ART'deki klinik sonuglari iyilestirmek amaciyla, kaliteli embriyolarin potansiyel yeni
biyobelirteglerinin tanimlanmasina yol agmastir.

Bu baglamda, miRNA'lar embriyo gelisimi i¢in noninvaziv biyobelirtecler gibi
goriinmektedir. Bazi ¢aligmalar, miRNA'nin bir dizi tiirde embriyo gelisiminde ve kdk
hiicre farklilagmasinda kritik bir rol oynadigini ortaya koymus olsa da, sadece birkag
calisma insan embriyolarindaki miRNA'larin ekspresyonunu analiz etmistir.
Polikistik over sendromu veya erkek faktorii infertilitesi gibi bazi patolojilerde
miRNA sentezinin degisebilecegi zaten bilinmektedir. Ayni sey, tekrarlanan
implantasyon basarisizlig1 olan veya yliksek progesteron seviyeleri olan anormal over
stimiilasyonu olan hastalar i¢in de gegerli goriinmektedir.

McCallie ve ark. yaptig1 bir calismada ilk kez erkek faktori infertilitesi ve
polikistik overleri olan hastalardan tiiretilen morfolojik olarak benzer blastosistlerin
anormal miRNA profilleri sundugunu gézlemlemislerdir. (hsa-let-7a and hsa-miR-24),
PCO'lu hastalar altt miRNA'da azalmis ekspresyon gosterdi (hsa-let-7a, hsa-miR19a,
hsa-miR-19b, hsamiR-24, hsa-miR-92, and hsa-miR-93) Daha spesifik olarak, fertil
kontrol blastosistleri ile karsilastirildiginda, erkek faktorii infertilitesi olan hastalar iki
miRNA'nin ekspresyonunda dnemli bir azalma gostermistir.(116) Bu bulgular, benzer
kalitede embriyolarin, implantasyon basarisizligina katkida bulunan embriyolarda

eksprese edilen anormal miRNA profillerinden kaynaklanabilecek farkli klinik
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sonuglara yol agabilecegini diisiindiirmektedir. Diferansiyel olarak eksprese edilen bu
miRNA'larin gen hedefleri, gen ontolojisi, biyolojik siirecleri ve hiicre biiylimesi ve
transkripsiyonu veya niikleik asit baglanmasi gibi molekiiler fonksiyonlar ile
iliskilidir. Ornegin, has-miR-19a ve has-miR-19b'nin gen hedefleri, interlékin-6 (IL-
6) biliyiime sinyalinin inhibisyonunda rol oynayan SOCS1'in negatif regiilasyonunu
gostermistir.

Daha once de belirtildigi gibi, miRNA'lar gen ekspresyonunun negatif veya
pozitif diizenleyicileri olabilir. MiRNA ekspresyonundaki bir azalma, diizenlemede
yer alan belirli mekanizmalara bagl olarak, bir hedef gen ekspresyonunda bir artisa
veya azalmaya yol agabilir. McCallie ve ark.tarafindan yapilan ¢alismada, 6ngoriilen
tic miRNA hedef geninin, ARIH2, KHSRP ve NFATS'in, erkek faktorii
infertilitesinden veya PCO hastalarindan tiiretilen embriyolarda, fertil hastalara kiyasla
degistigi gosterilmistir. Bunun nedeni, bu tiir blastosistlerde ARIH2 ve KHSRP
ekspresyonunun arttigi ve NFATS'in ekspresyonunun azaldigi degistirilmis miRNA
ekspresyon profiliydi, bdylece miRNA sapmasimnin miRNA hedef genlerinin
degistirilmis ekspresyonuna neden olabilecegini diisiindiirdii .

Cinsiyet veya ploidi durumuna bagli olarak farkli miRNA'larin ekspresyonunu
gosteren bu veriler, miRNA'larin bir insan embriyosunun potansiyelinin umut verici
belirtecleri olarak daha fazla arastirilmasi ihtiyacin1 dogrulamaktadir. Potansiyel
olarak onemli bir diger yol, miRNA'larin embriyo gelisimi ve endometriyal
reseptivitede yerlesik temel fonksiyonlara sahip gen aglarindaki roliinlin daha iyi
anlasilmasidir. Ayrica, miRNA'lar ve kodlayan genler arasindaki ¢apraz regiilasyonun
bilinmesi, belirli klinik kosullara veya prognostiklere 6zgii profillerin tanimlanmasina
yardimct olabilir. Bu dogrultuda, Tan ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligma,
miRNA'larin  preimplantasyon fare embriyosunda kritik fonksiyonlara sahip
pluripotens diizenleyicileri oldugunu vurgulamistir. Gergekten de, arastirmacilar, Oct4
ve Nanog tarafindan dogrudan kontrol edilen miRN-290-295 miRNA kiimesinin,
retinoblastom benzeri 2 (Rbl2) mRNA'y1 hedefleyerek ve preimplantasyon
embriyosundaki Dnmt3b transkripsiyonunun RbI2 regiilasyonu yoluyla DNA
metilasyonunu diizenledigini gosterdi.

Revel ve ark., tekrarlayan implantasyon basarisizligi (RIF) olan hastalarin
endometrium salgisinin , fertil kadinlarinkinden farkli bir miRNA ekspresyonu ile
karakterize oldugunu gostermistir. Calismada, 3.800 genin ekspresyonunu diizenleyen

13 farkl sekilde eksprese edilmis miRNA tanimladilar. Bu miRNA'larin on tanesi asir1
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eksprese edildi (miR 145, 23b ve 99a dahil) ve sadece licli az eksprese edildi (has-

miR-32, 628-5p ve 874)
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Sekil 5.2. Blastosist ve reseptif maternal endometriyum arasindaki baglanma.

Blastosist ve reseptif maternal endometriyum arasindaki baglanma ve b

implantasyonunun sematik diyagrami. Blastosist yiizeyindeki ErbB4, maternal

endometriyum epiteli tarafindan eksprese edilen I-selektin ligandlari (sLE) ile birlikte

blastosist iizerindeki I-selektin reseptorlerine transmembran HB-EGF'ye (LIG

tarafindan modiile edilmis) baglanir.

Adezyon ve implantasyon i¢in diger 6nemli

sinyal yollar1 da gosterilmistir. AA, arakidonik asit; BMP2, bone morfogenetik protein

2; Cox2, siklooksijenaz-2; ENaC, epitel sodyum kanali; ErbB4; epidermal biiyiime

faktori reseptorii 1/4; gp130, glikoprotein 130; HB-EGF, heparin baglayici epidermal

biiytime faktorii benzeri biiylime faktorii; Hoxal0/11, homeobox A10/11; KLF5,
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Kruppel benzeri faktor 5; LIF 16semi inhibitor faktorii; LIFR LIF reseptorii; LPA3,
lizofosfatidik asit reseptorii 3; PG, prostaglandin; PPAR-9; peroksizom ¢ogalticilar —
aktive edici reseptor 6; Wnt4, kanatsiz tip MMTYV entegrasyon sinyal aile tiyeleri.

MiR 145, 23b ve 99a'nin daha Once endometriozis gibi diger endometriyal
disfonksiyonlarla iligkili oldugu gosterilmistir. Aheren kavsaklari, hiicre adezyon
molekiilleri, Wntsignaling ve hiicre dongiisii yollar1 gibi mikro-RNA tarafindan
diizenlenen molekiiler yollar implantasyon i¢in ¢ok dnemlidir, ancak RIF hastalarinda
daha diistiktii

MiRNA-larm RIF iizerindeki etkisi siirekli arastirilmistir. Sunu sdyleye biliriz

ki,sunulan ¢alismalarin timii ayni sonuglar1 elde etmemistir. Bu nedenle, embriyo
implantasyonu sirasinda miRNA'larin oynadigi spesifik rol belirsizligini korumaktadir
ve daha fazla arastirma gerektirmektedir. Bu, miRNA'larin bozulmus endometriyal
reseptiviteyi tanimlamak ve tedavi etmek i¢in kilavuz olarak kullanilabilmesi igin
Oonemli bir adim olacaktir. Embriyo veya endometriyal hiicreler tarafindan sentezlenen
spesifik miRNA'lar, tamamlayict mRNA'larina baglanir, translasyonlarini bastirir ve
embriyo implantasyonunda yer alan hiicresel olaylar1 ve yollar1 modiile eder.
Biz bu ¢alismada en az 2 basarisiz IVF hikayesi (taze ve ya frozen sikluslarda transfer
edilmis 3.ve 5. giin embriyolarinin) olan Tiirk kadin popiilasyonunda miR-146aC>G,
miR-149C>T, miR-196a2T>C, ve miR-499A polimorfizmini arastirip alelik ve
genotipik frekanslari, yas,BMI ve FSH degerlerini, spontan saglikli gebeligi olan
populasyonla karsilastirdik.Calisma grubumuzda anatomik bozuklugu ,trombolitik
hastaligi,enfeksiyoz durumu olanlar1 digladik.Calisma grubumuzda 105, kontrol
grubunda 110 kadin varda.

Benzer calisma daha once Korede yapilmisti. Mart 2010 ile Aralik 2012
arasinda Giliney Kore, Seongnam'daki CHA Bundang Hastahanesi Tiip Bebek
Merkezi'ndeki yapilan ¢alismada RIF -1i 120 hastadan ve 219 kontrol katilimcisindan
kan Ornekleri toplanmis. Tiim hastalar ve kontroller Koreliydi. Korede yapilan bu
calismada da bizim ¢alismaya benzer sekilde calisma grubunu en az 2 basarisiz IVF
hikayesi olan hastalar teskil ediyordu. Caligmada periferik kandan miR-27a miR-
423C, miR449bA, mIiR-604A genlerine bakildi. Calisma grubunda mevcut
caligmamiza benzer sekilde anatomik, enfeksiyoz,trombolitik,hormonal ve ya
otoimmun nedenlere bagli olan RIF hastalari alinmamistir.Calismamizdan farkli

olarak Korede yapilan bu calismada 6zelllikle bu calismadaki embriyo kalitesini
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degerlendirmek icin 6zel bir embriyolog belirlenmis ve embriyo kalitesi en iyi olanlar
transfer edilmis.Ek olarak,Koredeki ¢aligmada her iki gruptan serum Homosistein
diizeyi,Folik asit diizeyi,Prolaktin,Hb,Plt,Total Kolesterol,Urik asit,Kreatinin
degerlerine bakilmistir.Sonug olarak RiF-li kadinlarda bakilan genlerde allelik olarak
anlaml degisiklik izlenmis Ozellikle miR-27a ve aPTT arasinda sinerjik iliski
izlenmis.miR27a ozellikle G alleli olanlarda aPTT zamani1 uzamis olup,trombolitik
olaylarla sebebiyet verebilecegi ve bu nedenle RiF-e sebebiyet verebilecegi
diistiniilmiis. Koreli kadinlarin popiilasyonunda, miR-449bA>G polimorfizminin (AG
+ GG )genotipi RIF prevalansi ile iligkiliydi, Bu olumlu gézlemlere ragmen, RIF
etiyopatolojisinde mikroRNA'larin islevinin altinda yatan belirsizlik devam
etmektedir Yalniz bu ¢alisma da ¢ok kapsamli olmayisi ve mekanizmay1 tam olarak

aciklayamadigi i¢in bu da sadece analiz olarak kabul ediliyor.

Oneriler:

1: Tirkiye'de yasayan diger bolge ve irklarda miRNA polimorfizminin tekrarlayan
abortusla iligkisinin arastirilmasi.

2: miRNA gen ekspresyonu ile tekrarlayan diisiik arasindaki iligskinin arastirilmasi

3: Benzer caligmalarda oOnerilen diger polimorfizmlerin tekrarlayan diisiiklerle
iligkisinin incelenmesi

4: Aile 6ykiisii, kanser vb. diger faktdrleri goz 6niinde bulundurarak baska ¢aligmalarin

yapilmasi.
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