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OZET

YARDIMCI UREME UYGULAMALARINDA LET7-B VE MiR29-A
DUZEYLERININ TEDAVI BASARISINA ETKILERININ ARASTIRLMASI

Mehdi GHADIMZADEH
Ondokuz Mayis Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

TIBBI BIYOLOJI ANA BILIM DALI
Doktora, Temmuz/2023
Danisman: Dog. Dr. Sengiil TURAL

Amag: Infertilite ¢agimizin en onemli sorunlarindan biri haline gelmistir, iireme
bozukluklar1 ve bazen tedavi siireclerinin zorlugu c¢iftler ilizerinde ¢ok agir maddi
manevi yik getirmektedir. Bu calismamizda iki mikro RNA ekspresyon ve ifade
diizeylerinin tedavi sonrasi olusturdugumuz iki grup arasmndaki farkliliklar:
gbzlemlemek ve onlarin yaninda segtigimiz bu iki mikro RNA ile iliskili DNMT3A
ve ERa serum diizeylerinin etkisinin aragtirilmasi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot: Calismamiz, OMU tip fakiiltesi Hastanesi tilp bebek tedavi
merkezine basvurmus toplamda 60 gonillii infertil hastanin katilimiyla
gerceklesmistir. Alinan periferik kan orneklerinden standart yontemler kullanilarak
RNA’lar saflagtirildi. mir-Let7b ve miR-29a ekspresyon dizeylerinin dlcimi ve
kiyaslanmasi igin kantitatif es zamanli PCR teknigi kullanildi DNMT3A ve ERa
duzeyleri, ELISA teknigi ile 6lculdi. Veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

Bulgular: Merkezde yapilan tedavi uygulamasi sonrasi basarili olan grupla basarisiz
olan iki grup arasmdaki miR-Let7b, miR-29a gen ekspresyon ve ifade diizeylerindeki
farkliliklar sirasiyla (p=0.03; p= 0.02) olacak sekilde anlamli bir oranda farklilik
oldugu tespit edilmistir, ayrica daha sonra se¢tigimiz bu iki mikro RNA ile baglantili
iki serum DNMT3A ve ERo konsantrasyon ve ifade diizeylerindeki farkliliklar iki
grup arasinda da tespit edildi. Bu farkliliklar sirasiyla (p=0,04 ; p=0.03) olarak iki
grup arasinda anlamli bir oranda farklilik oldugu tespit edildi, bunlara ilave olarak
DNMT3A ve ERa ifade ve serum konsantrasyon miktari, aralarinda belirledigimiz
iki kriter olan yas ve viicut kitle endeksi parametrelerine bakildiginda ise ERa i¢in
sirastyla (r=0,541) ve (r=0,508), DNMT3A igin ise yas kriterinden negatif
korelasyon (r = -0,654) ve vicut kitle endeksinden pozitif korelasyon (r = 0,542)
oldugu gosterilmistir (p<0,05).

Sonug: Arastrmamizda, infertil hastalarm, MIRNA ekspresyon dlzeylerinin
farklilig1 tedavi sonrasi siirecte hasta bireylerin iizerinde rolii oldugu gosterilmistir.
Calismamiz, infertilite hastalarinda miR-Let7b ve miR-29a ifade dizeylerinin tedavi
sonrast basartya ulagma silirecindeki etkilerinin arastirildigr iilkemizdeki ilk
calismadir.

Anahtar Sozcikler: Infertilite, IVF, Epigenetik, MiRNA



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF LET7-B AND miR29-a LEVELS ON
TREATMENT SUCCESS IN ASSISTED REPRODUCTION APPLICATIONS

Mehdi GHADIMZADEH
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Biology
Ph.D., July/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sengiil TURAL

Aim: Infertility has become the plague of our time, reproductive disorders and
sometimes the difficulty of treatment processes bring a very heavy financial and
moral burden on couples. In this study, it was aimed to observe the differences in the
expression and expression levels of the two microRNAs between the two groups we
created after treatment, and to investigate the effects of serum levels of Dnmt3a and
Era associated with these two microRNAs we selected.

Materials and Methods: A total of 60 infertile patients who applied to Ondokuz
Mayis University Hospital IVF treatment center participated in our study. RNAs
were purified from peripheral blood samples using standard methods. Quantitative
simultaneous PCR technique was used to measure and compare the expression and
expression levels of mir-Let7b and mir-29a. Dnmt3a and ERa levels were measured
by ELISA technigue. The data were evaluated statistically.

Results: The differences in miR-Let7b, miR-29a gene expression and expression
levels of 60 infertile patients who applied to the OMU hospital in vitro fertilization
treatment center were significantly different between the group that became pregnant
after the treatment and succeeded and the two groups that failed to conceive (p=0.04;
p=0.03), respectively. In addition, differences in the concentration and expression
levels of the two serum Dnmt3a and ERa associated with these two microRNAs we
selected later were also detected between the two groups. It was determined that
there were significant differences between the two groups, respectively (p=0.04 ;
p=0.03). , for ERa (r=0.541) and (r=0.508), respectively, for Dnmt3a there was a
negative correlation from age (r = -0.654) and a positive correlation from body mass
index (r = 0.542) (p<0.05).

Conclusion: In our study, it has been shown that the difference in microRNA
expression and expression levels between the two groups of infertile patients has an
effect and role on the patients in the post-treatment period. Our study is the first
study in our country in which the effects of miR-Let7b and miR-29a expression
levels on the process of achieving success after treatment in infertility patients were
investigated.

Keywords: Infertility, IVF, Epigenetics, MiRNA
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1. GIRIS

Infertilite, {ireme gagindaki ciftlerin en az bir yillik korunmasiz diizenli cinsel
iliskisine ragmen gebe kalamama durumu olarak tanimlanmaktadir (Cengiz vd,
2015). infertilite, yasami tehdit eden bir hastalik olarak smiflandirilmamasma karsm,
ciftleri, aileyi ve toplumu ilgilendiren sosyal bir sorundur (Kirca ve Pasinlioglu,
2013). Bu bakis agisindan infertilite; psikolojik, psikiyatrik, sosyal, tibbi ve ailevi
sorunlarla sebebiyet veren, kiiltiirel sorunlara sebep, bu problem ile ugrasan ciftleri

cok ani ve beklenmedik streslerle yiliz yiize birakabilen, bas edilmesi gereken zorlu

bir surectir (Guz vd, 2003).

Gilinlimiizde bu durumla bas edebilmek icin en ¢ok tercih edilen kisirlik
tedavilerinin basinda yardimci lreme uygulamalar1 ve tiip bebek tedavisi
gelmektedir. Insanlarin bu tedaviye basvurma sebeplerinin altinda yatan birgok
faktor vardir. Bunlar, nedeni aciklanamayan kisirlik, enfeksiyon, tiiplerde tikanma,
erkegin sperm kalite diistikliigii, kilo veya ileri yastan kaynaklanabilen durumlardir.
Ancak bu tedavide basariyr yakalayabilmek kadar tedavide basarisiz sonuglarla
karsilagabileceginin de bilincinde olmak gerekir. Arastirmalar yardimci iireme
uygulamalar1 siirecindeki basarisizlik oranmi c¢esitli nedenlere baglamaktadir. Tiip
bebek tedavisinde basarisizliga konu olan birincil sebepler arasinda kalitesiz embriyo
olusumu, embriyonun yanlis ortamda bulundurulmast ve embriyo zarinin
kalmlasmasi yer almaktadir. Ikincil sebepler arasmda rahim i¢c duvarmdaki
bozukluklar, miyom ve polipler, enfeksiyon kaynakli yapisikliklar, pihtilagsma
bozukluklari, bagisiklik sistemi bozukluklar1 gibi pek ¢ok rahim kaynakli sebepler
yer almaktadir. Ugiinciil sebepler enfeksiyonlardan dolay: fallop tiiplerinin yapismis
olmas1 veya daha Once gecirilen cerrahi operasyonlarda tiiplerin zarar gormesi,
tiiplerin tikali olmasi, iclerinde sivi birikmesi ve sivinin da yumurtaliklara dogru
akmasi, ayrica rahimde embriyonun tutunmasini zorlastirmasi sebebiyle tiip bebek
tedavisinde zorluklara neden olabilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar,
epigenetik etkilerin de tiip bebek tedavi bagarisini etkiledigini gostermistir (E. Scalici
vd, 2016)

Dolagimdaki veya “hiicre disr” mikroRNA'lar (miRNA'lar), kanser, jinekolojik
ve gebelik bozukluklar1 gibi c¢esitli hastaliklarin potansiyel teshis ve prognostik
biyobelirtegleri olarak kullanilabilir. Bununla birlikte, kadin infertilitesine ve in vitro

fertilizasyona (IVF) katkilar1 halen bilinmemektedir (E. Scalici vd, 2016).
1



miRNA'lar, protein kodlamayan yaklasik 22 niikleotid uzunlugundaki antisens
RNA’lardir. miRNA’lar biiyiime, farklilasma ve apoptoz dahil olmak {izere temel
hicresel sirecleri dizenleyerek gen ekspresyonunu etkileyebilmektedirler. Hem
normal hem de patolojik durumlarla iliskilendirilmislerdir ve sinyal iletimi i¢in

onemli olabilecegi diisiiniilmektedir (E. Scalici vd, 2016, Butler vd.2019).

Bu c¢alismada c¢ocuk sahibi olamayan ve tedavi ydntemleri uygulanan
kadmlarda yumurta toplama sirasinda alinan periferik kanlardan, let-7b, miR-29a
seviyelerinin gRT-PCR ydntemiyle ve ayrica ELISA yontemiyle, Estradiol Receptor
Alpha (ERa), DNA Metil Transferaz 3a (DNMT3A) konsantrasyonlar1 dlgiilerek
tedavi basarisina etkisinin incelenmesi amaglanmaktadir. let-7b ve miR-29a’nin
secilmesinin nedeni 6nceki ¢alismalarda daha anlamli ¢ikmis olmalaridir (E. Scalici

vd, 2016).

Bilindigi iizere tiip bebek tedavisi aileler iizerinde madden ve manen biiyiik bir
yik ve kulfet getirmektedir. Ulkemiz ekonomisi agisindan baktigimizda, tedavi
stireci oldukca maliyetli olan bu uygulamalarin tedaviye baslamadan once tedavi
basar1 olasiliginin yiiksek seviyede olmasi, ailelerin manevi kayiplarmin ve
sonrasinda dogacak maddi kayiplarin en aza indirgenmesi her zaman
amacglanmaktadir. miRNA'larin tlp bebek tedavi yonteminde yapilan ¢alismalarda
bliyiik bir etkiye sahip oldugu ve tedavi basar1 oranlartyla iliskili oldugu
Onerilmektedir, bu nedenle tedavide en etkin miRNA'larin belirlenmesi, oranlarinin
Olciilmesi ve ona bagli olarak tedavi basar1 oraninin yiizdesi ¢ikartilip ona gore
tedaviye baglanip baglanmamasi aileler ve tedaviyi uygulayacak uzman ekip

iizerinden biiyiik bir stres ve yiikii kaldirmis olacaktir (Cengiz vd, 2015).

miRNA seviyelerinin tedavi basarisina etkisini inceleyen yurtdisinda yapilmis
sinirlt sayida ¢aligma bulunmaktadir. Genetik yapi bilindigi gibi gen havuzu
nedeniyle populasyonlar arasinda farklilik gostermektedir bu nedenle populasyon
genetigi caligmalart 6nem arz etmektedir. Son yillarda infertilite {izerinde genetik
calismalarla beraber Ozellikle intrinsik (metilasyon, antisense ve mikroRNA’lar,
histon modifikasyonu) ve ekstrinsik (dis cevresel faktorler) faktorlerin gen
ekspresyonu Tlizerine etkilerinin incelendigi epigenetik alanindaki c¢aligmalar
infertilite patogenezinin agiklanmasinda 6nem kazanmakta olusu boyle bir ¢alisma
hipotezi kurmaya yonlendirmistir. Tirk popiilasyonundaki kadinlarin periferik

kandaki miRNA seviyelerinin incelendigi ve bu seviyelerin yardimci {ireme

2



uygulamalar1 basarisina etkisinin incelendigi bir ¢alisma heniiz yapilmamistir. Diger
populasyonlarin verileri ile Tirk populasyonu verileri birlestiginde metanalizler
yapilabilecek ve sonuclar ¢ok daha anlamli olacaktir. Genetik ¢alismalarin yanisira
gen ekspresyonunu diizenleyen faktorleri iceren epigenetik bilimi son dénemlerin
daha popiiler ve giincel bir alani olmustur. Ozellikle epigenetik ¢alismalar agisidan
cografi farkliliklar 6nem arz etmektedir. Ulkelerarasi farkliliklarin dneminin yanisira
ayni llkenin farkli cografik bdlgelerindeki gen havuzlarinin bile farkli oldugu
bilinmekte ve bu cografik fakliliklarin dahi popiilasyon genetigi ¢caligmalar agisindan
cok degerli oldugu bilinmektedir. Yardimc1 tireme tekniklerinin son yillarda ne kadar
yaygim oldugu goz oniline alindiginda sonuglarimizin bilim diinyasinda ve bu alanda

onemli bir etkiye ve degere sahip olacagi kanaatindeyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. infertilite

Kisirlik, ciftlerin yaklasik %8-10'unu etkileyen kiresel bir saglik sorunudur.
Tlrkiye gibi giiglii demografik sorunlar1 olan iilkelerde tehdit edici boyutlara
ulasabilen, sosyal, ekonomik ve kiiltiirel sonuglar1 olan ¢ok boyutlu bir sorundur. Son
zamanlarda kisirhik sorunu yasayan ¢iftlerin sayis1 giderek artmakta ve suni
tohumlamay1 tercih etmektedir. Bu ¢alismanin amaci lireme cagindaki kadinlarda

kisirlik nedenlerinin epigenetik agidan arastirilmasidir.

Cocuk dogurma ve gocuk yetistirme her insanin yasaminda son derece dnemli
olaylardir ve tamamlanma, mutluluk ve aile biitiinlesmesi nihai hedefleriyle gii¢lii bir
sekilde iliskilidir. Insan varh@nm cocuk araciligiyla biitiinliige ulastig1 ve bireyin
{ireme ihtiyacin1 karsiladig1 yaygm kabul gérmektedir. Insan dogurganligi, hayvanlar
alemindeki diger tiirlerle karsilastirildiginda ne yazik ki disiiktiir. Diinya Saglik
Orgiitii'niin (WHO) son arastirmalarina gore, ciftlerin yaklasik %8-10'u bir tir
kisirlik sorunu yasiyor. Kiiresel olarak bu, 50-80 milyon insanin entegre bir aile
edinme sorunuyla kars1 karsiya oldugu anlamina geliyor. ABD'de yaklasik 5 milyon
kisi kisirlik sorunu yasarken, Avrupa'da insidansin yaklasik %14 oldugu tahmin
edilmektedir. Infertilite insidans1 cografi farkliliklar ile iliskilidir. Ornegin, baz1 Bati
Afrika topluluklarinda kisirlik orami %50 civarindayken, bazi Bati Avrupa
iilkelerinde %12'dir. Ayni sekilde, oranlarin %3,5 ile %16,7 arasinda degistigi
gelismis iilkelerde oldugu gibi, infertilite oranlarmin %6,9 ile %9,3 arasinda degistigi
az gelismis lilkelerde de farkliliklar goriilmektedir. Nedenlerin cografi farkliliklarla

ilgili oldugu da gdzlemlenmistir. Ozellikle Bat1 iilkelerinde kisirligin en yaygin risk

faktorii yas iken, Afrika'da cinsel yolla bulasan hastaliklardir.

Kisirlik veya infertilite, 35 yas istii kadinlarda, dogum kontrol yontemleri
kullanilmadan ve normal cinsel iliskiye girilirken en az 6 ay veya bir yil
denenmesine ragmen gebe kalamama durumu olarak tanimlanmaktadir. Yardimci
Ureme uygulamalari, cinsel iliski yoluyla elde edilmeyen ddllenme i¢in kullanilan
tim yontemleri igerir. Gegmiste, insanlarin dogurganliklar1 tizerinde ¢ok az
kontrolleri vardi ve ¢ocuk sahibi olamayan ¢iftlerin bu gergegi kabul etmekten baska

careleri yoktu. Buna karsilik, giiniimiizde kisirlik, buna dahil olan ¢iftlerin ruhuna



derinden dokunan nispeten yaygimn bir sorun olsa da, tip bilimi, Yardimc1 Ureme ile
soruna ¢dziim bulma sansini artirmistir. insan yumurtasinm laboratuvarda ilk basarili
dollenmesi 1978 yilinda gerceklesti. Bu islemle ilk cocugun diinyaya gelmesi gergek
bir doniim noktasi oldu ¢iinkii soruna olas1 bir ¢6ziim sundugu i¢in kisir ¢iftlere umut
verdi. Ayrica ABD'de 1981'de yardimci iireme yOntemiyle yapilan ilk basarili
dogum, bu yontemin hizla yayginlasmasina ve uzmanlasmis merkezlerin

kurulmasina yol a¢t1.(Roupa Z vd, 2009).

Kronik fizyolojik durumun daha iyi anlagilmasina yardimci olabilmesi igin
infertilite nedenleri, epigenetik mekanizmalarin degisken olmasi ve buna sebep gen
ekspresyonundaki diizenlenmelere sebebiyet vermesi ve aralarindaki genetik
faktorler ile karmasik ve hala ¢ogu bilinmeyen iligkinin ortaya ¢ikarilmasi
diistiniilmektedir (A.P.A. van Montfoort vd. 2012). Gelisim sirasinda, normal veya
patolojik durumda hiicre dongiistiniin farkli zaman noktalarinda insan genomunun
kodlayict ve kodlayici olmayan kisimlarmin ekspresyonunda karmasik olan cesitli
molekiiler mekanizmalarin 6nemli roliiniin kesfi, infertilite gibi hastaliklarin
karmasikligmin anlasilmasina yardimecr olabilir. Infertilite fenotipi ile iliskili
genomik ve kromozomal varyasyonlarm diizenlenmesinde rol oynayan molekuler
mekanizmalar, ardisik gebelik kayiplar1 veya tekrarlayan diisiikler ve idiyopatik
vakalar halen giincel ¢alisilmakta olan konularin baginda gelmektedir (A.P.A. van
Montfoort vd. 2012). infertiliteyi etkileyen genlerin  ekspresyonunun
diizenlenmesinde yer alan molekiiler mekanizmalar1 anlamak i¢in dncelikle kiginin
epigenotipindeki degisikliklerle birlikte genotip, ¢evre, saglik, beslenme ve yasin
rolii goz 6niinde bulundurulmalidir, bu durum infertilitenin bilinmeyen nedenlerinin
bulunmasinda yardimci olacaktir. Genetik kod, fenotipi belirleyen sabit bilgi
taslagimi ifade ederken, epigenetik kod, fenotipi ¢esitli sinyallere, ¢evresel faktorlere
ve gametleri ve daha sonra zigotu cevreleyen mikro cevreye gore ince ayar yapmak
icin dinamik bir anahat saglamaktadir. Infertiliteyi iki kistma ayirmak miimkiindiir:
Birincil infertilite, bir kez uygun gebelik ge¢irmeyen ciftler anlamina gelirken,
ikincil infertilite, daha Once yasanabilir bir gebelik gecirdikten sonra infertilite
sorunlar1 yaganmasi anlamina gelmektedir (Sami ve Ali, 2006). Bazi1 arastirmalar,
diistik gelirli ortamlarda kisirlik prevalansmin biraz daha yiiksek oldugunu
gostermistir. Bu yaygmligin temel nedeni sosyal, finansal ve tibbi kaynaklarin

yetersizligidir. Infertilitede cinsiyet ve etnik kdken agisindan net bir ayrim yoktur



(Watkins ve Baldo, 2004). Infertilite yasami tehdit eden bir hastalik olmay1p bireyler,
ciftler, aileler ve toplum iizerinde olumsuz etkileri bulunmaktadir (Kirca ve

Pasinlioglu, 2013).
2.2. Tiirkiye’de Infertilite

Diger birgok diinya tilkesi gibi Ulkemizde de yiiksek kisirlik oranlari
gorilmektedir. Yapay tireme teknikleri son yillarda en hizli gelisen saglk
hizmetlerinden biridir ve Tiirkiye, yliksek basar1 oranlar1 ve embriyolar i¢in oldukg¢a
gelismis genetik testler nedeniyle yardimci treme teknikleri ile ilgili saghk
turizminde popdler bir lokasyon haline gelmistir. Prevalans oranlar1 diinya genelinde
%10 ile %20 arasinda degismektedir ancak Sara¢ ve Kog'un (2017) ¢alismasina gore
Tirkiye'de infertilite oranlar1 1993 ve 2013 yillar1 arasinda sirasiyla %15,0'dan %
8,1'e diismiistiir. Ote yandan, hayatinda en az bir kez ART (yapay iireme teknikleri)
kullanmig olan kadmnlarm orani 2008'den 2019'e %1,9'dan %6,2'ye yiikselmistir.
(Kahraman ve arkadaglari, 2021).

2.2.1. Tup Bebekte Basar1t Oramim Etkileyen Etkenler

Anne adaymim yast ve fiziksel durumu tiip bebekte basariy1r etkileyen en
onemli faktorlerden birisidir. Tiip bebekte basar1 oranin dramatik bi¢imde
azalmasinin sebeplerinden birisi anne adaymnin ileri yasidir. Yumurtaliklarin
yaslanmasi, dollenme oraninda azalma, rahim i¢ zarmnm dollenen yumurtayi tutma
yeteneginin azalmasi, endometriozis hastaligi ve miyomlarm goriilme sikliginin
artmasi, dogurganlig1 etkileyebilecek cerrahi miidahaleler gibi problemler ileri yas

ylzinden gittikge artmaktadir.

Infertilitenin 6niine gegmek icin kadmlarda rahim ici yapisikliklar, rahim
icinde miyom veya polip gibi embriyonun tutunmasini engelleyebilen
anormalliklerin saptanmasi ve ortadan kaldirilmasi énemli bir detaydir. Bu amagla
rahim i¢ine siv1 verilerek ultrasonografi esliginde rahim boslugunun normal olup
olmadig1 kontrol edilir. Basit ve hasta i¢in agrisiz bir yontem olan SIS (salin infusion
sonografi) teknigi siklikla kullanilabilir. Ayrica rahim filmi Histerosalpingografi
(HSG), de bu tiir bozukluklar1 gérmek igin siklikla basvurulan bir ydntemdir.
Histeroskopi (H/S) ise rahim i¢ine yerlestirilen ufak bir kamera sistemi ile rahim
boslugunu detayli olarak inceleme sansi veren kolay bir yontemdir. Ayn1 zamanda

rahim igindeki bozukluklar1 diizeltme kolayligi getirmektedir. Histeroskopi



tekrarlayan tlip bebek basarisizligina sahip vakalarda rahime ait faktorleri saptamak

i¢in kullanilir. (Smith S vd. 2003)

Kadinlarda tiip bebek sansini azaltan en 6nemli ve en sik gorilen nedenlerden
birisi tiiplerde sivi toplanmasidir. Tiip bebekte basariy1 etkileyen en dnemli faktorler
arasinda hastaya 0zel olan problemlerin tespiti ve ona en uygun tedavinin
belirlenmesi yani kisiye 6zel tedavinin uygulanmasidir (E. Scalici vd, 2016, Butler
vd.2019).

Dogdugu anda bir kadmin yumurta rezervi belli olmaktadir ve bunu
degistirmek hicbir sekilde miimkiin degildir. Kadin kag¢ yasinda ise yumurtasi da ayni
yastadir, yani kadinlar yaslandik¢a yumurtalar1 da yaslanir. Hatta kimi zaman ¢ok
geng kadinlarda yastan bagimsiz olarak da yumurtalik yaglanmasi goriilebilmektedir.
Yaslanan yumurtalar da gebelik sansini ¢ok Onemli oranlarda azaltmaktadir. Tiip
bebek tedavisi uygulanan hastalarda 20-30'lu yaslardaki anne adaylarmdan 8-10
yumurta toplanirken, 40l yaslardaki hastalardan yumurta toplama sayis1 1-2'ye
diismektedir (E. Scalici vd, 2016, Butler vd.2019).

2.3. In Vitro Fertilizasyon (iVF)

Tiip bebek kisir ¢iftler icin en etkili tedavi yaklagimlarindan biridir. Rutin IVF
prosediirii kisaca ii¢ adimi icerir: yumurtalik stimiilasyonu (uyarimi), IVF ve embriyo

kalturd ve embriyo transferi.
2.3.1. Yumurtalk Uyarimi (Stimiilasyon)

Yumurtalik stimiilasyonu, IVF dogurganlik tedavisinin asamalaridan birisidir.
Amag, kadinin yumurtaliklarmdan miimkiin oldugunca ¢ok sayida olgun yumurta
toplamaktir. Birgok yumurtanin hasat edilmesi, yumurtalardan birinin ddllenme,
rahme geri yerlestirilme ve saglikli bir bebek olma sansmi en iist diizeye c¢ikarir.
Dogal disi lireme dongiisii inanilmaz derecede karmasik oldugundan, yumurtalik
uyarimi da karmasik bir siirectir. Kontrollii yumurtalik stimiilasyonu, IVF sonuglarini
iyilestirmede 6nemli bir rol oynar. Tiip bebek dongiisiinde, miimkiin oldugunca ¢ok
sayida olgun yumurta iireterek basari sansi en iist diizeye c¢ikarilir. Stimiilasyon
asamasi, yumurtaliklarin ¢ok sayida yumurta liretmesini saglamak icin 8-14 gin
boyunca ila¢ enjeksiyonunu igerir. Folikiillerinizin olgunlagsmasi daha yavassa,

stimiilasyon asamasi daha uzun siirer ( L. Das vd. 2017).



Ilaglar, iki anahtar hormonu, Folikiil Uyarici Hormonu (FSH) ve Liitenlestirici
Hormonu (LH) uyarir. Bu hormonlarin belirli etkileri vardir: FSH, adet dongiisii
sirasinda folikiillerin gelismesini uyarir. Normalde, baskin olmayan folikiiller, FSH
seviyeleri diistiigii i¢in yumurtlamadan 6nce oliirler. FSH enjeksiyonlari viicutta daha
yiksek FSH seviyelerini korur ve yumurtaliklarin daha olgun yumurtalar iiretmesini
saglar.Yumurtlamadan hemen Once, daha yiiksek Ostrojen seviyeleri, LH'de
yumurtlamaya neden olan bir yiikselmeyi tetikler. Yumurtlamayr uyaran yiiksek
dozda insan koryonik gonadotropininin (hCG) bir "tetik atis1" siireci baslatir.
Yumurtalik uyarimindan sonra, ancak yumurtlamadan 6nce IVF'nin yumurta toplama

asamasi gelir ( L. Das vd. 2017).
2.3.2. Riskler

Eksojen gonadotropinler, oosit ve embriyo gelisiminin yani sira endometriyal
alicilig1 bozabilir, kromozomal andploidiyi artirabilir ve epigenetik modifikasyonlari
degistirerek perinatal sonuglar ve uzun vadeli saglik iizerinde zararli etkilere yol
acabilir. Ek olarak, birincil damgalama islemi, oogenezde nispeten ge¢ bir asamada
gergeklesir; Siiperoviilasyon sirasinda bir¢ok oositi ayni1 anda olgunlastirmak igin
kullanilan gonadotropik hormonlar, oositlerde imprint kazanimma zarar verebilir.
Alternatif olarak, damgalama islemini tamamlamayan oositler erken salmabilir veya
tedavi olmadan yumurtlamayacak olan Kalitesiz oositler olgunlasabilir (M.D.
Pisarska vd. 2019).Calismalar, Finlandiya'da ART tedavisi goren bekar kizlarin,
dogal olarak gebe kalan kontrollere gore ovulasyon indiiksiyonu nedeniyle daha fazla

major kalp anomalisine sahip oldugunu gostermektedir (M.D. Pisarska vd. 2019).
2.4. IVF ve Embriyo Kultart

Tiip bebek (IVF), dogurganlia yardimci olmak veya genetik sorunlari
onlemek ve c¢ocuk sahibi olmaya yardimci olmak i¢in kullanilan karmasik bir
prosediirler dizisidir. IVF swrasinda, olgun yumurtalar yumurtaliklardan toplanir
(alinr) ve bir laboratuarda sperm tarafindan déllenir. Daha sonra déllenmis yumurta
(embriyo) veya yumurtalar (embriyolar) rahme transfer edilir. Bir tam I\VF déngusu
yaklasik {i¢ hafta siirer. Bazen bu adimlar farkli pargalara boliiniir ve siire¢ daha uzun
siirebilir. Tiip bebek, yardime1 iireme teknolojisinin en etkili seklidir. Islem bir ¢iftin
kendi yumurtalar1 ve spermleri kullanilarak yapilabilir. Veya IVF, bilinen veya

anonim bir dondrden alinan yumurtalari, spermleri veya embriyolar: igerebilir. Bazi



durumlarda, gestasyonel bir tasiyici uterusa implante edilmis bir embriyoya sahip biri

kullanilabilir. (M.D. Pisarska vd. 2019).

Sekil 2.1. In vitro fertilizasyon sirasinda, yumurtalar bir yumurtalik igindeki olgun folikiillerden
cikarilir (A). Yumurtanin igine tek bir sperm enjekte edilerek veya bir petri kabinda
yumurta ile sperm karistirilarak yumurta dollenir (B). Dollenen yumurta (embriyo) rahime
aktarilir (C). ( Kitap: Mayo Clinic Aile Saghigi Kitabi, 5. Bask1)

24.1. Riskler

Optimal bir embriyo kiiltiir ortami, embriyonik gelisim ve akabinde I1VF
tedavisinin basarisi i¢in 6nemlidir. Hangi embriyo kiiltlir ortaminin en uygun oldugu
tartigmalidir (F. Chedin, Vd. 2002). Klinik pratikte farkli kiiltiir besiyerlerinin

kullanilmasi ve insan embriyolarmim blastosist asamasina kadar uzatilmig embriyo



kiiltiiri, preimplantasyon doneminde baski siirecini etkileyebilir (E. R. Gibney vd.
2010).

Fare modellerini kullanan birka¢ c¢aligma, preimplantasyon embriyolarinda
genomik damgalamanin belirli kiiltir kosullar1 tarafindan bozulabilecegini
goOstermistir (Hanna, VVd. 2014) Artan kanitlar, kiiltiir ortamu tipinin IVF ¢ocuklarinda
dogum agirligmmi etkileyebilecegini diisiindiirmektedir (Wu, Vd, 2011). Schieve ve
ark. (Chen, Vd, 2013), ART ile gebe kalan tekillerin diisiik dogum agirligi riskinin
arttigini, genel diizeltilmis risk oranmnm 1.8 oldugunu buldu. Ek olarak,
stiperovulasyondan sonra ve belirli embriyo kiiltiir ortamlarmin kullanimmdan sonra
fare embriyolarinda anormal metilasyon paternlerinin oranlarmin arttigini

bulmuslardir (Ziru Jiang vd. 2017).
2.5. Epigenetik
2.5.1. Gen Ekspresyonunu Module Eden Epigenetik Mekanizmalar

Ozel ve yeni epigenetik isaret kaliplarmin varhigi, somatik hiicrelerde kalitsal
bir degisiklik olarak kabul edilebilir ve hiicreler, DNA zincirini kodlayan genlerin
nikleotid dizilerinde herhangi bir degisiklik olmaksizin hiicresel hafiza olarak saklar
(Mallory AC vd. 2010).

Epigenetik mekanizmalar, DNA veya histonlarda ve bazi durumlarda hem
DNA hem de histonlarda kromatinin geri doniisiimlii modifikasyonlar yoluyla gen
ekspresyonunu diizenler. Fizyolojik faktorlerin  etkisi altinda epigenetik
modifikasyonlar, genomun paketlenmesinde ve yorumlanmasinda ¢ok 6nemli bir rol
oynar. Hiicre icinde, genleri susturmak ic¢in birbirleriyle etkilesime giren Onemli
molekiler ve biyokimyasal olaylar/sirecler, DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlari, RNA ile iliskili susturma ve niikleozom konumlandirmasmnin

yeniden diizenlenmesi islemidir (Borchert GM vd. 2006).
2.5.2.  DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, bir metil (-CH3) grubunun DNA bazlarina post replikatif
kovalent olarak baglanmasidir ve besinci karbonda sitozinin metilasyonu, insan
genomundaki tiim sitozinlerin %5'inden azini temsil eden iyi karakterize edilmis
epigenetik modifikasyondur (Lee YS vd. 2006). DNA'daki sitozin-5 karbonun
metilasyon reaksiyonu (bundan sonra DNA metilasyonu), DNA metiltransferazlar

(DNMT'ler) tarafindan katalize edilir. Bu enzim ailesi, metil grubunu DNA'daki S-
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Adenosil metioninden (SAM) sitozin-5-karbona aktarir. Bes DNMT vardir; DNMT,
DNMT3A, DNMT3B, DNMT3C ve bir kofaktdér olan DNMT3L. Ug farkli siireci
aktif olarak diizenlerler, ki bunlar, bakim(onarim) metilasyonu, de novo metilasyon
ve retrotranspozon aktivitelerinden korunmadir (Carletti MZ vd. 2009). DNMT]I,
DNA'nin yar1 metillenmis bdlgelerinin ebeveyn DNA zincirine gdre tamamen
metillenecek sekilde yenilenmesinden sorumlu tiim insan DNMT'lerinin ana
enzimidir ve replikasyon sirasinda meydana gelen bakim DNA metilasyonu olarak
adlandiriir. DNMT3A ve DNMT3B, yeni CpG bdlgelerinin metilasyonunda yer
aldiklari i¢in esas olarak de novo metilasyonda yer alirlar (Nicholson RH vd. 2004).

DNMT3C, promotdrlerini metilleyerek erkek germ hattindaki evrimsel olarak

geng retrotranspozonlari susturmaktan sorumludur (Watanabe T vd. 2008).

DNMT3 ailesinin beginci iiyesi olan DNMT3L'nin, oositlerde maternal
imprints olusturulmasi ve spermatogenez sirasinda eksprese edilmesi i¢in gerekli

oldugu diistiniilmektedir (Murchison EP vd. 2007).

DNMT?2 bu ailenin bir baska tiyesidir, embriyonik kok hiicrelerle iliskili
olmasma ragmen DNA metilasyonundan yoksundur ve aktif olarak RNA

metilasyonunda yer alir (Tang F vd. 2009).

Memelilerde, genellikle transkripsiyon, sitozinin bir guaninin yaninda
bulundugu ve bir CpG bolgesi adi verilen bir fosfat grubuyla baglandigi1 CG dizileri
acisindan zengin promotdr bolgelerinde baslatilir. DNA'daki bu tiir CpG yogun
bolgeleri, CpG adaciklari olarak bilinir (Luense LJ vd. 2009).

2.5.3. Histon Modifikasyonu

NiKleer histonlar, N-terminallerinde ¢ekirdek histon oktamerinin dis yiizeyine
dogru uzanan ve "histon kuyrugu" olarak adlandirilan pozitif yiikli amino asitlere
sahiptir. Histon kuyruklari sayir olarak 15-38 amino asit igerir ve nikleozom
diizenegini daha yiiksek dereceli kromatin yapilarna tesir eder. Dort cekirdek
histonun amino-terminal kuyruklari, secgilen amino asitlerin enzim katalizli
translasyon sonras1 modifikasyonlarina (PTM'ler) tabidir ve bilgi biriktirme veya
kodunu ¢6zme yetenegine sahiptir. (Xu S vd. 2009). Nikleozom, histon
proteinlerinin (H2A, H2B, H3 ve H4'iin her birinden ikiser adet) olusan bir oktamer
diizeneginin 1.7 kat1 kadar 147 baz DNA sarmalindan olusur ve kromatinin ayri

birimleri olarak bilinir (Gillis AJ vd. 2007). Histonlarin PTM'leri, metilasyon,
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fosforilasyon, asetilasyon, deaminasyon, ADP ribozilasyonu, kuyruk kirpma, prolin
izomerizasyonu, ubiquitilasyon ve sumolasyon islemiyle gen ekspresyonunu ve DNA
histonlar1  (oktamer)  etkilesimlerinin  dinamiklerini  diizenler. Histon
modifikasyonlari, sirastyla yazarlar veya siliciler olarak adlandirilan ¢esitli histon
degistirici enzimler tarafindan aktif olarak eklenir veya ¢ikarilir. Transkripsiyonel
diizenlemeyi organize etmek ig¢in, histon degistirici enzimler, bdlgeye O6zgii bir
sekilde belirli degistirici gruplarla spesifik amino asitlerin modifikasyonunu katalize
eder. Histon modifikasyonlari, ikame edilmis grup tarafindan saglanan elektrostatik
yiikli degistirerek kromatinin yapisal organizasyonunda 6nemli bir rol oynar ve farkl
adaptor proteinler icin bolgelerin taninmasini1 kolaylastirir (Wei YF vd. 2013).
Promoter bolgesindeki transkripsiyon faktér komplekslerine DNA erisilebilirliginin
belirlenmesi ve oktamer c¢ekirdegi ile DNA arasindaki temas, histon

modifikasyonlar1 ile diizenlenir (Lu J vd.2005).
2.5.4. Kodlamayan RNA'lar (hcRNA'lar)

Acik okuma ¢ergevesinin olmamasi nedeniyle bir proteini kodlama yetenegi

olmayan RNA, yaygim olarak kodlamayan RNA (ncRNA) olarak adlandirilir.

Ancak ncRNA'lar, genomik damgalama, X-kromozomu inaktivasyonu,
transpozon, viriis susturma, gelisimsel tasarim ve farklilasma gibi 6nemli iglevlere
katilimlarinin yam sira cis ve trans-'deki diger genlerin ekspresyonunu da diizenler
(Rao P vd. 2013). Genel olarak, ncRNA'larin islevi, gen ekspresyonunun
transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi diizenlenmesidir (Hitachi K vd. 2013).
ncRNA'lar cis olustururken ayn1 kromozom tizerindeki bir veya daha fazla genin
ekspresyonunu diizenlerken, trans formu farkli kromozomlar {izerindeki bir veya

daha fazla genin ekspresyonunu diizenler veya sitoplazmada olgun RNA'lar1 diizenler

(Sang Q vd. 2013).

Genel olarak, ncRNA'lar uzunluklarma veya islevlerine gore smiflandirilir.
Epigenetik ile ilisgkili ncRNA'larin  heterokromatin  olusumunda, histon
modifikasyonunda, DNA metilasyon hedeflemesinde ve gen susturmada rol oynadig1
bildirilmektedir. ncRNA'lar (i) kisa ncRNA'lar (<30 nts) mikroRNA'lar (miRNA 'lar),
kisa enterferans yapan RNA'lar (siRNA'lar) ve piwi etkilesimli RNA'lar (piRNA'lar)
(i) uzun ncRNA'lar (>200 nts) (Roth LW vd. 2014). miRNA'lar, DNA metilasyonu
ile iligkili bir geri besleme mekanizmasi baglaminda gergeklesebilecek boliinme veya
bozulmay: indiiklemek veya translasyonu bloke etmek icin belirli bir hedef
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mRNA'ya baglanirlar (Yang S vd. 2013). IncRNA'lar, kromatin modifiye edici
enzimlerle bir kompleks olusturarak ve genomdaki belirli bolgelere katalitik
aktivitelerini kullanarak kromatin yeniden modellemesinde rol oynar, sonucta
kromatin organizasyonunu ve gen ekspresyonunu degistirir. Ek olarak, IncRNA'lar

transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi diizenlemede islev goriir ve siRNA'larin

oncusudur (Kuang H vd. 2014).

Epigenetik, DNA dizisini degistirmeden kromatinde gen ekspresyonunu ve
genom stabilitesini etkileyen molekiiler modifikasyonlar1 ifade eder. Alternatif olarak
epigenetik, DNA dizilerindeki degisiklikler disindaki mekanizmalarin neden oldugu
fenotipteki degisiklikleri ifade eder. Epigenetik modifikasyonlar, genleri acip
kapatabilir ve hangi genlerin kopyalanacagini belirleyebilir. DNA'nin molekiiler
modifikasyonlar: (niikleotid dizisi degismeden) veya DNA ile yakindan iliskili olan
histonlar epigenetik degisiklikler olarak kabul edilir. Bu, gen ekspresyonunun
epigenetik kontroliinden kaynaklanir, bu nedenle bir cilt hiicresi, karaciger, akciger,
beyin veya kas dokusu hiicresinden farklidir. Doku hiicrelerinin tiimii ayn1 genomu
icerir, ancak genler farkh sekilde ifade edilir ("agik" veya "kapali"), bu da farkh
hiicre fenotiplerini olusturur. DNA metilasyonu aracili epigenetik susturma, genleri
kapatmani bir yoludur ve farkl ifadeye katkida bulunur. Susturma, kismen, genetik
ikizlerin neden fenotipik olarak ayni olmadigini da agiklayabilir. Boylece epigenetik
degisiklikler yoluyla genlerin devre dis1 birakilmasinin  6nemi kolaylikla
algilanabilmektedir (Ziru Jiang vd. 2017). Sperm ve yumurta hicrelerinde meydana
gelen epigenetik degisikliklerin ¢ogu, “yeniden programlama” adi verilen bir slrecte,
ikisi bir araya gelerek dollenmis bir yumurta olusturdugunda ortadan kalkar. Bu
yeniden programlama, fetiisiin hiicrelerinin “sifirdan baslamasina” ve kendi
epigenetik degisikliklerini yapmasmna izin verir (Luense LJ vd. 2019). Ancak
ebeveynlerin sperm ve yumurta hicrelerinde meydana gelen epigenetik
degisikliklerin bir kismi yeniden programlama siirecinden kacabilir ve onu bir
sonraki nesle aktarabilir (Mallory AC vd. 2010). Epigenetik isaretlerin (6rnegin,
DNA metilasyonu, histon metilasyonu vb.) bir neslin kromatini Uzerinde
kazanilabildigi ve gametler (yani sperm ve yumurtalar) yoluyla bir sonraki nesile
kararl bir sekilde aktarildigi bu tiir olaylar, nesiller arasi epigenetik miras olarak

tanimlanir.
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2.6. Germ Hiicreleri Gelisiminin Epigenetik Diizenlenmesi

Testis ve yumurtaliklarin gelismesinde, sirastyla erkek ve diside sperm veya
yumurta (oosit) Greten 6zel hiicrelere germ hucreleri denir. Germ hicrelerinin
gametlere farklilagmasi (gametogenez) ve embriyolart olusturmak iizere gametlerin
yeniden birlesmesi (d6llenme,), epigenetik mekanizmalar tarafindan diizenlenen gen
ekspresyonundaki siddetli degisikliklerin eslik ettigi dramatik hiicresel farklilagma
ile iligkilidir (Weber JA vd. 2010). Erkek ve disi germ hiicreleri, memelilerde
genomik damgalama saglayan ebeveyn damgalariyla farkli sekilde isaretlenir (Gilad
S vd. 2008). Gelisim swrasinda, germ hiicrelerinin epigenetik profili dinamik olarak
degisir ve zigotu destekleme kapasitesinin embriyo gelisimine katiliminda rol oynar
(Resnick KE vd. 2009). Primordiyal germ hiicreleri (PGC'ler) germ hattinin kurucu
hiicreleridir ve gametlerin embriyonik Onciileri olabilir. Gelismekte olan gonadlara
yer degistirme swasinda, PGC'ler, ebeveyne 0zgii epigenetik bilgiyl yeniden
birlestirmek i¢in ¢ok onemli bir olay olan ve cinsiyete 6zgli germ hatt1 gelisimi ve
kimliginin organizasyonu i¢in 6nemli olan genom ¢apmda yeniden programlamay1
deneyimler (Marfella R vd. 2013). Bununla birlikte, epigenetik programlama, g¢esitli
faktorlerin degismesine karsi hassastir. Degistirilmis epigenetik durumlar bir sonraki
nesle aktarilabilir ve yavrularm sagliini ve gelisimini etkileyebilir, saglik ve

hastaligin gelisimsel kokenlerine katkida bulunabilir (Zheng H vd. 2013).
2.7. IVF Ve Epigenetik

Epigenetik, DNA dizisinde degisiklik olmaksizin gen ekspresyonundaki
kalitsal degisiklikler olarak tanimlanir (Yao N vd. 2010). DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlari, mikro-RNA'lar ve niikleozomlar etrafinda DNA'nin daha yiiksek
sirali paketlenmesi dahil epigenetik modifikasyonlar, embriyonik, fetal ve dogum
sonrast gelisimde gerekli olan zamansal ve uzaysal gen ekspresyon modellerini
etkileyebilir (Christenson LK. 2010). DNA metilasyonu, lizerinde en ¢ok ¢aligilan
epigenetik mekanizmadir. DNA demetilasyonu ifadeyi aktive ederken, gen ifadesini
inhibe edebilir. Gametogenez ve erken preimplantasyon gelisimi sirasinda iki DNA
metilasyonu ve demetilasyonu dalgasi vardir (Xu S vd. 2011). Bu nedenle,
yumurtalik stimiilasyonu, destekli doéllenme ve IVF'de yer alan diger in vitro
manipilasyonlar,  preimplantasyon  embriyolarinda DNA  metilasyonunun
stirdiiriilmesi ile gametlerde DNA metilasyonunun kurulmasini bozabilir (Ma L vd.

2007). Genomik damgalamanm bozulmasmm, Beckwith-Wiedemann sendromu
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(BWS), Prader Willi sendromu ve Angelman sendromu (AS) gibi birkag insan
genetik sendromuna neden oldugu iyi bilinmektedir (Clark EA vd. 2000). Genel
popiilasyonda damgalama bozukluklarmin insidanst ¢ok disiiktir (15.000
yenidoganda 1), %0.01'den azdir. Dolayisiyla, Asiste Ureme Teknolojileri (ART)
tarafindan tasarlanan yavrulardaki damgalama bozuklugu, sanildig1 kadar siddetli

degildir (Gillis AJ vd. 2007).
2.8. Kromatin Ve Epigenetik Mekanizmalar

Kromatin, DNA'nm hiicre ¢ekirdegi icinde paketlendigi yapidir. Kromatinin
temel birimi, iki kopya histon H3, H4, H2A ve H2B iceren bir histon oktamerinin
etrafina sarilmis 147 baz DNA c¢iftinden olusan niikleozomdur. Niikleozomlar daha
sonra daha yiksek dereceli kromatin yapilarma sikistirilir. Kromatin paketleme
derecesi dinamik olarak diizenlenir ve heterokromatik (yogun paketlenmis kromatin,
transkripsiyonel olarak bastirilmis) veya Okromatik (erisilebilir kromatin,
transkripsiyonel olarak aktif) olabilir. Karmasik bir epigenetik mekanizma agi,
kromatin durumunu ve dolayisiyla transkripsiyonu diizenlemek i¢in calisir (Sekil
2.2). En 1iyi ¢alisilan kromatin modifikasyonlari, memelilerde CpG bolgelerinde
meydana gelen DNA metilasyonu (Doerfler, 2008) ve Nterminal histon
kuyruklarmin modifikasyonudur. DNA'da, bir CG dimerinin sitozin iiyesi, karbon
5'te metillendiginde besinci bir baz gorevi goriir. Yogunluga ve konuma bagl olarak
bu isaret, gen inaktivasyonu ve heterokromatin olusumu ile iligkilidir. Metillendikten
sonra, Smetil CpG, S faz1 sirasinda kopyalanir. Bu nedenle, memelilerde metil
gruplarmmn DNA'ya birikmesi, de novo (DNMT3) ve agrrlikli olarak bakim
(DNMT1) aktivitesi sergileyen iki DNA metiltransferaz ailesi (DNMT'ler) tarafindan
katalize edilir (Cheng ve Blumenthal, 2008), oysa higbir demetilaz tanimlanmamistr.
Histon kuyruklarinin translasyon sonrasi modifikasyonlari, metilasyon, asetilasyon,
fosforilasyon, ubikitinasyon ve sumilasyonu igerir ve ¢ok cesitli enzimler tarafindan
biriktirilip uzaklagtirildiklar: icin DNA metilasyonundan daha dinamik bir yapiya
sahip olduklar1 diisliniiliir. Genellikle transkripsiyonun baskilanmasinda yer alan
DNA metilasyonunun aksine, histon kuyruk modifikasyonlar1 hem baskilayicit hem
de aktive edici ¢ok ¢esitli islevler sergiler ve genellikle tek bir gen seviyesinden
biiyiilk kromatin alanlarma kadar olan islevsel durumu tanimlamak igin yararhdir.
Histon isaretleri, etkilerini ya dogrudan kromatinin yapisini degistirerek ya da

transkripsiyon faktorleri ve ATP'ye bagl kromatin yeniden modelleme kompleksleri
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gibi kromatin baglayici faktorlerin ise alinmasi yoluyla gosterir (A.P.A. van
Montfoort vd. 2012).

Histon varyantlarmin dahil edilmesi ve ¢ok ¢esitli kodlama yapmayan uzun ve
kiigiik RNA'larin kullanimi ile birlikte, bu modifikasyonlar, kromatin sikistirma,
niikleozomal doluluk ve lokalizasyon gibi kromatin alanlarmin yapisal yonlerini

diizenlemek i¢in ¢ekirdegin iginde karmasik ve hassas bir agda etkilesime girer.
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Sekil 2.2. Bir Kromatin Alanmin Ozellikleri. Belirli bir kromatin alanmi tamimlayan kovalent ve
yapisal Ozelliklerin sematik gosterimi. Farkli katkida bulunan faktorler golgeli kutularda
vurgulanmistir. Kesikli ¢izgi, iki bitigik alan arasindaki bir ayrimi temsil eder. (Margueron
ve Reinberg'den , 2010).

2.9. Genomik Imprinting

Genomik imprinting, genellikle kiimeler halinde organize edilen anne veya
babaya ait gen alellerini susturmak i¢in ¢aligir. Genomik imprintinge tabi tutulan gen
kiimeleri/genler, bir imprinting kontrol bolgesi (ICR, ayrica germ hatt1 farkli olarak
metillenmis bolge veya germ hatt1 imprint kontrol bolgesi olarak da adlandirilir)
tarafindan diizenlenir. Bir kiimede, yalnizca baba alelinden eksprese edilen genler,
yalnizca maternal alelden eksprese edilen genlerle birlikte var olabilir. Bununla
birlikte imprint kontrol bdlgesi iki germ hattindan birinde CpG metilasyonu ile
isaretlenir. Dolayistyla metilasyon, cinsiyete 6zgii bir sekilde meydana gelir ve

dollenme (fertilizasyon), embriyonik ve sonraki gelisim boyunca korunur. (Reem
Sabry vd. 2019).
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Sekil 2.3. Germ Hattinda Damgalama (imprinting). Germ hiicresi ve embriyonik gelisim sirasinda
baski kontrol bolgelerinde metilasyon izlerinin silinmesi, olusturulmast ve siirdiiriilmesi.
Baski kontrol bolgeleri (IC1) ve IC2 6rnek olarak gosterilmistir. Gri, modifikasyonu belirtir
ve beyaz, karsilik gelen alellerde degisiklik olmadigmi gosterir. Ebeveyn kromozomlari
cinsiyetlerine gére mavi (erkek) veya kirmizi (disi) olarak isaretlenir. Gelismekte olan

embriyodaki okuma oklarla gésterilmistir. ( Reik ve Walter (2001).

2.10. Mikro RNA’larin IVF Uzerindeki Etkisi

Transkripsiyon sonrasi gen diizenlemesi, erkek ve disi germ hiicre
fonksiyonunda hayati bir rol oynar, ancak somatik hticrelerdeki bu diizenleyici sureci
ve bunun lireme dokusu gelisimi ve islevi lizerindeki etkisini anlamamiz hala tam
olarak anlagilamamistir. Memeli hiicrelerinde, mikroRNA (miRNA), transkripsiyon
sonrast anahtar diizenleyicilerdir ve hedef mRNA'larmin translasyonunu veya
bozulmasm modiile ederek islev gormektedirler. Olgun miRNA, stem loop (sap-
ilmik) pre-miRNA'nin RNase III enzimi Dicerl tarafindan boliinmesiyle sonuglanan
cok adiml bir siiregle sentezlenir. MiRNA diizenlemesinin kapsamini belirlemek ve

bir temel olusturmak icin miRNA profili olusturma, iireme dokular1 ve hiicreleri
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icinde ¢ok sayida miRNA'nin varligmi gdstermistir. Ayrica, birka¢ ¢aligma lireme
dokularindaki miRNA ekspresyonunun hipofiz ve gonadal hormonlara yanit olarak
degistigini gostermistir (Reem Sabry vd. 2019). MikroRNA'lar (miRNA'lar)
transkripsiyon sonrast gen regiilasyonu, doku gelisimi ve farklilagsmasi sirasinda
onemli bir rol oynar. MikroRNA'lar, transkripsiyonel baski veya bozunma yoluyla
gen ekspresyon stabilitesini hedefler ve 6zellikle oosit olgunlagmasi ve folikiilogenez
sireci olmak tizere ilireme endokrin fonksiyonlarmin kontroliinde 6nemli bir rol
oynayabilir. MiRNA'larm son zamanlarda oOnemli transkripsiyonel gen
diizenleyicileri olarak tanimlanmasi, transkripsiyonel gen diizenlemesinin organ
islevinde oynadigi role iliskin bilgimizde bir patlamaya yol agmistir. MikroRNA’lar,
translasyonu etkilemek i¢in hedef mRNA'nin 3' c¢evrilmemis bolgesine baglanan
yaklagik 21 niikleotid (nt) uzunlugundaki RNA molekiilleridir. Genlerin %1 ila
%5'min  miRNA'y1r kodladigi ve mRNA'nmn %30'una kadar ekspresyonunu
diizenledikleri tahmin edilmektedir. MikroRNA'larin hiicre proliferasyonu,
farklilagmas1 ve apoptoz dahil bircok biyolojik siiregte 6nemli roller oynadigi yapilan

bir ¢ok calismada gosterilmistir (Reem Sabry vd. 2019).

MikroRNA genleri, genler arasinda (yani, intergenik) ve genlerin intronlari
icinde bulunur ve birka¢g durumda eksonlarda bulunur veya tiim intronu olusturur.
Sonug olarak, miRNA ya bagimsiz olarak (intergenik ve intronik) ya da bir intron
veya ekson iginde bulunuyorlarsa bir mRNA ile art arda kopyalanabilir. ik uzun
birincil miRNA transkripti kapatilir (metil-7-GpppG) ve poliadenile edilir ve bu
nedenle, transkripsiyona biiyiik olasilikla polimeraz II veya III aracilik eder.
Cekirdek icinde, birincil miRNA, RNA baglayic1 protein, DiGeorge sendromu kritik
bolge 8 tarafindan baglanir ve RNase III enzimi Drosha tarafindan bir ~70-nt Kok-
ilmekli pre-miRNA olusturmak tizere boliintir (Sekil 2.4.). Exportin 5 ile ¢ekirdekten
disa aktarildiktan sonra, pre-miRNA, bir gecici ~21-nt RNA dupleksi olusturmak
iizere ikinci bir RNase III enzimi Dicer tarafindan daha da boliiniir. Dubleksin bir
ipligi tercihen Dicer, transaktivasyon yanit elemani RNA baglayici protein ve birkag
farkli argonaut proteinden olusan biiyiik bir protein kompleksi olan RNA kaynakl
susturma kompleksine (RISC) yiklenir. RISC icinde miRNA, hedef mRNA
transkriptinin 3' ¢cevrilmemis bolgesine, miRNA'mm 5' ucu ile mRNA, tohum dizisi
ad1 verilen 7-8-nt bolgesi arasinda neredeyse kesin hedef spesifikligi ile baglanir. Bu

baglanma, 80S ribozomlarmnin birlestirilmesini Onleyen 0Okaryotik translasyon
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baglatma faktorii 6 ile RISC etkilesimi yoluyla translasyonu bloke edebilir
(Chendrimada ve digerleri, 2007) veya baslatmadan sonra translasyonun inhibisyonu
yoluyla bloke edilir. Bu nedenle miRNA'nin transkripsiyon sonrasi gen
diizenlemesini 3 yoldan 1'inde etkiledigi gosterilmistir: translasyon inhibisyonu,

translasyon gelistirme ve mRNA bozulmasi. (Reem Sabry vd. 2019).
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Sekil 2.4. MikroRNA (miRNA) Biyogenezi Ve Fonksiyonunun Calisma Modeli. Cekirdek icinde
miRNA, RNA polimeraz Il (Pol-II) tarafindan ¢ift sarmalli bir birincil miRNA'ya (pri-
miRNA) katlanan tek sarmalli RNA'ya kopyalanir. Primer-miRNA daha sonra hicre
cekirdegine DiGeorge sendromu kritik bolge geni 8§ (DGCRS) tarafindan baglanir ve daha
sonra prekiirsor premiRNA'y1 verecek sekilde Drosha tarafindan béliiniir. Pre-miRNA daha
sonra gekirdekten exportin-5 (Exp5) yoluyla sitoplazmaya tasinir ve burada RNase III
endoniikleaz Dicer tarafindan ¢ift sarmalli bir miRNA'ya boliintirler. Cift sarmalli miRNA,
biri parcalanmakta ve diger sarmal, argonaute proteinlerle bir kompleks (Ago) olusturarak,
RNA indiikleyen susturma kompleksini (RISC) olusturan 2 tek sarmal olarak ayrilir. RISC
daha sonra hedef mRNA'ya baglanir ve bu da ya translasyon baskisina, translasyon
gelistirmesine ya da transkript bozulmasina yol agar.

(http://www.journalofanimalscience.org/content/87/14 suppl/E29)
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2.11. Kadin infertilitesinde Mikro RNA’larin EtKisi Ve Rolu

Dogurganlik, ¢iftlerin klinik gebelik elde etme yetenegi olarak tanimlanir. Bir
cift herhangi bir koruma olmaksizin 1 yil diizenli cinsel iliskiye girdikten sonra
hamile kalamazlarsa infertil olarak adlandirilirlar. Diinyadaki ¢iftlerin yaklasik
%17's1 kisirliktan muzdariptir. Kadin faktorleri kisirlik vakalarmin yaklasik %40'in1
olusturmaktadir. Erken yumurtalik yetmezligi, polikistik over sendromu (PCOS) ve
endometriozis gibi g¢esitli hastaliklar kadinlarmn dogurganhigini etkiler ve kisirhiga
neden olabilir. Genetik faktdrler muhtemelen kisirligm nedenlerindendir. Okaryotik
hiicrelerdeki genomun g¢ogu parcasi protein dizilerine g¢evrilmez. Mikro RNA'lar
(miRNA'lar), kodlamayan RNA'larin yaklasik 18 ila 25 niikleoid dizisidir; bir
proteini kodlamasalar da miRNA'lar gen ekspresyonunda énemli bir role sahiptir ve
protein iiretimindeki prosediirlerin yaklasik %50'sini diizenlerler. Ayrica miRNA'lar
hiicre buylmesi, sinyal iletimi, apoptoz ve patolojik stire¢ dahil olmak (zere
hicredeki bircok fizyolojik siireci derinden etkiler. Ayrica serum, plazma, idrar,
folikiiler sivi ve beyin omurilik sivis1 gibi hiicre dis1 sivilarda da bulunabilirler.
Ayrica, tarama ve prognoz bozukluklarinda biyobelirte¢ olarak kullanilmak {izere

farkli hiicre durumlar1 tarafindan degistirilirler (M. Z. Carletti vd. 2014).

miRNA'lar kadin genital sisteminin tiim hiicrelerinde bulunmaktadir, bu
nedenle miRNA'larmn kusurlar1 kadinlarm tireme yetenegini etkileyebilir. Ayrica adet
dongusunde uterus endometriyumunu diizenlerler. Ayrica bir oosit ve ¢evresindeki
somatik hiicrelerde (graniiloza ve tekal hiicreler) bulunan folikiilde, miRNA'larin
graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu, apoptozu, oosit olgunlasmasi ve oositlerin
apoptozunda 6nemli rolleri olduguna dair kanitlar yapilan bazi ¢alismalarda
bulunmustur. Caligmalar, fertil ve infertil kadinlarda miRNA ekspresyon miktarinin
farkli oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, farkl jinekolojik malignite tiirlerinde ve
infertilite ile giiclii bir iliskisi olan PCOS'lar, primer yumurtalik yetmezligi (POI) ve
endometriozis gibi ¢esitli kadin hastaliklarinda miRNA diizensizligi gdzlenmistir.
Ayrica, implantasyon penceresini tanimlamak ve yardimci iireme teknolojisi

sonuclarini iyilestirmek i¢in miRNA'lar kullanilabilir.
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Sekil 2.5. Yumurtalik Fonksiyonunun Modiilasyonunda Anahtar miRNA'lar. (A) yumurtalik olusumu

ve gelisiminde rol oynayan miRNA'lar. (B) yumurtlama siirecini ve dollenmis oosit
olusumunu diizenleyen miRNA'lar. (C) Graniiloza hiicrelerinde 17 B-estradiol sentezinin
modilasyonundan sorumlu olan miRNA. (D) oosit ig¢inde bulunan miRNA'lar. (E)
graniloza hicrelerinde ifade edilen miRNA'lar. Yesil okun takviyeyi, kesikli oklarmn ise
diizenlemeyi gosterdigine dikkat edilmelidir.( 17 B-HSOR, 17 beta hidroksisteroid
oksidoredlktaz; miR, mikro RNA). (Cell Biochem Funct. 2021;39:955-969.)
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Sekil 2.6. miRNA'lar ve IVF. Onceki aragtirmalara dayanarak, bu sematik sekilde gorebileceginiz

gibi, bir IVF prosediiriiniin farkl1 adimlarinda bir grup miRNA yer almaktadir. Yesil ok,
karsilik gelen miRNA'larin ilgili islemle pozitif olarak baglantili oldugunu gosterirken
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kirmizi oklar, bahsedilen miRNA'lar ve belirli islemler arasindaki olumsuz etkilesimleri
gosterir (Aslinda, miRNA-372 ve miR-645 IVF basarisizligi ile iligkilidir ve miRNA-191
hem IVF basarisizhigi hem de andploidi embriyolarmm olusumu ile iligkilidir). (Cell
Biochem Funct. 2021;39:955-969.)

PCOS'ta GC'lerde miR-29a'nin asag1 regiilasyonu: antral folikiil (over igindeki
primer folikll) ve estradiol tiretimini arttirir ve GC'lerin hiicre dongiisii ilerlemesi,

aromataz ekspresyonu olarak GC'lerin gogalmasini arttirdig1 bildirilmistir.

Endometriozis hastaliginin epigenetik dogasinin miRNA'larin diizenlenmesine
kadar uzandigini gosteren diferansiyel Let-7b metilasyonu yapilan g¢alismalarda

belirlenmistir. (Dana A.Meixell ve ark, 2022). Let-7b dizenleyici bdlgesinin

metilasyonu, endometrioziste bu MiIRNA'nin azalmis seviyelerini agiklamaktadir ve
kanserde Let-7b'nin duzenlenmesinde rol oynayan bélgelerden farkli oldugu
saptanmigtir. Ekspresyonun azalmasina yol agan hastalia 6zgii mekanizmalarin
anlasilmasi, endometriozis etiyolojisinin daha iyi anlagilmasina ve yeni tedavi

seceneklerinin gelistirilmesine olanak saglayabilir.

Bizim ¢alismamizda segtigimiz iki miRNA (let7-b ve miR29-a) infertiliteye
sebep olan 6zellikle polikistik over sendromu (PCOS) ve endometriyozis (zerine

etkileri oldugu da yapilan ¢alismalarda gézlemlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hasta ve Kontrol Grubu Secimi

Calismamiza, Samsun ve gevre illerde yasayan, Ondokuz Mayis Universitesi
(OMU) Tip Fakiiltesi, Kadin Dogum ve Hastaliklar1 Anabilim Dalinda yapilan klinik
degerlendirmeler sonucunda infertilite tanis1 konan ve OMU tiip bebek merkezinde
yardime1 iireme teknikleri uygulanan 60 infertil kadin dahil edildi, bu 60 kisilik grup
daha sonra gebe kalip basarili olanlar (kontrol) ve gebe kalamayaip basarisiz olanlar

(hasta) olmak tizere ikiye ayrildi.

Aragtirmamiz, Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'nun (KAEK) 14.11.2019 tarihli ve OMU KAEK 2019/746 nolu etik kurul
karariyla onaylanmustir. ilaveten, Ondokuz Mayis Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu Baskanlig1 tarafindan PYO.TIP.1904.21.002 proje numarasi ile

Doktora Tez Projesi olarak desteklenmistir.

3.2. Power Analizi

Open Epi programi ile yapilmis olup, Giic=%80 alinarak yapilan gii¢
analizinde herbir grupta bulunmasi gereken minimum birey sayis1 n=21 olarak
hesaplanmis ve her bir gruba en az n=30 birey olacak sekilde caligmaya 60 kisinin

alinmasina karar verilmistir.

3.3. Periferik Kan Numunelerinin Toplanmasi

Ornekler 1 Aralik 2020 ile 31 Mart 2021 tarihleri arasinda toplandi. Tiim
katilimcilara calisma hakkinda bilgi, imza i¢in bilgilendirilmis onam formu, genel
saglik ve yasam tarzi sorunlar ile birlikte EDTA’l tiipler i¢inde 2ml periferik kan
ornekleri toplanmistir. OMU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Genetik
laboratuvarmda RNA izolasyonu ve mikroRNA analiz ve ekspresyonu

caligmalarinda istifade edilmek lzere alinan kan 6rnekleri —20°C’de saklanmustir.

3.4. Cahsmamizda Kullanilan Cihazlar

= Otoklav (Nive OT 4060, Turkiye)
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= Derin Dondurucu (Arcelik, Tirkiye)

= Vorteks (Clifton Cyclone, Ingiltere)

» Bidistile Su Uretim Cihaz1

= Santrifuj (NUve NF048, Turkiye)

= Mikroplaka spektrofotometre cihazi (Thermo Fisher, Multiskan Go)

» RNA sayac1: Nano-drop (Jenway Genova Nano, Ingiltere)

= Kantitatif es zamanli PCR cihazi: Bio-Rad CFX96™ Real-Time System (Bio-
Rad, ABD)

3.5. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Materyaller

= %100’liik Etanol (Sigma-Aldrich, Almanya)
= Kloroform (MERCK, Almanya)
» [sopropanol alkol (Sigma-Aldrich, Almanya)
» TRIZOL (GENEzol™ Reagent)

3.6. Cahsmamizda Kullanilan Kitler

= cDNA sentez kiti: TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Litvanya)

= Revers transkripsiyon primerleri: TagMan TM MicroRNA Assays (Applied
Biosystems, ABD)

= gRT-PCR icin endojen kontrol primer-prob: TagMan® MicroRNA Assay
RNUG6B (Applied Biosystems, ABD)

= gRT-PCR primer-problar: TagMan® MicroRNA Assay hsa-miR-29a 5p ve
TagMan® MicroRNA Assay hsa-miR-let7b-5p (Applied Biosystems, ABD)

»gRT-PCR Master Mix: TagMan® Universal Master Mix IlI, no UNG
(Applied Biosystems, ABD)

= insan Estradiol Receptor Alpha Elisa Kiti: Bioassay Technology Laboratory
(BT LAB,Cin)

»insan DNA Methyl Transferas 3A Elisa Kiti: Bioassay Technology
Laboratory (BT LAB,Cin)

3.7. Periferik Kandan RNA izolasyonu
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Trizol manuel RNA izolasyonu yontemiyle daha Onceden toplanan kan
orneklerinden total RNA’nin izolasyon islemi gerceklestirildi. Caligmaya
baslamadan once kullanilacak pipet uglar1 ve 1.5ml’lik ependorf tiipleri otoklavda
steril edildi. Periferik kan numuneleri ¢alisma siireci baslamadan once —20°C’de

muhafaza edilen dolaptan oda sicakligina getirilerek ¢ozdiiriildii.

Total RNA’nin izolasyonu periferik kan 6rneklerinden asagida belirtilen siireg

sekilde gerceklestirildi:

1. Sterile edilmis 1.5ml’lik bir mikro santrifiij tiipiin i¢cine 200ul tam kan 6rnegi

alind1

2. Ependorf tiip igerisindeki kan 6rnegi tizerine 700ul Trizol eklendi ve vorteks

yapilarak homojenize edildi.
3. Olusan homojen karisim oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakild:.

4. Homojen karigim tizerine 140ul kloroform eklendi ve 20 saniye kuvvetlice

vortekslendi.
5. Oda sicaklhiginda 5 dakika inkiibasyona birakildi.
6. Inkiibasyon sonrasmda, +4°C’de 12.000xg’de 15 dakika santrifiij yapildi.
7. Santrifiij sonrasi1 tiipte olusan iist s1v1 faz1 yeni bir steril tiip i¢ine aktarildi.

8. Sivi faz iizerine 350 ul isopropanol eklendi ve maksimum hizda

vortekslendi.
9. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildi.
10. Inkiibasyon sonrasinda, +4°C’de 12.000xg’de 10 dakika santrifiij yapildi.

11. Siipernatant atildi, dipte olusan beyaz veya sefaf pellet tizerine 700 pl, %75

ethanol eklendi. Sonras iyice pipetaj yapildi.
12. +4°C’de 7.500xg’de 5 dakika santriflij yapildi.

13. Siipernatant atildi, ependorf tiipte dipte kalan RNA’lar oda sicakliginda 10
15 dk bekleterek hafif¢e kurutuldu. Uzerine 50 ul RNAase free su eklendi ve iyice
pipetaj yapildi.

14. Elde edilen RNA o6rneklerinin miktar1 ve safligi Nano-drop ile 260nm’de
olculda.
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15. RNA 6rnegi, sonraki islemlere kadar —80°C’de muhafaza edildi.

3.8. Revers Transkripsiyon ile cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA icindeki miRNA 0Orneklerinden, cDNA sentez Kkiti ile
cDNA sentezi yapildi. Asagidaki tabloda verildigi ters transkripsiyon PCR reaksiyon
karigim verilerine dayanarak elde edilen miRNA’dan cDNA sentezi gergeklestirildi.

(toplam reaksiyon hacmi 15ul)

Tablo 3.1. PCR Ters Transkripsiyon Reaksiyon Karigimi

Bilesenler Ornek Basina Hacim (ul)
dNTP 10 mM 0.15ul
(50U/pl) MultiScribe™ Revers Transkriptaz 1ul
Revers Transkripsiyon Buffer 10X 1.5ul
RNase Inhibitor 20U/ pul) 0.19ul
Nikleaz icermeyen su 4.16pl
Toplam 7 ul

cDNA sentezi asagidaki sekilde gergeklestirildi:

1. Teste tabi tutulacak 5X RT primerler ve her bir RNA 6rneginin ¢ozdurilme

islemi buz tzerinde gergeklestirildi.

2. Kullanmadan 6nce tipleri hafifce vorteksleyip daha sonra icerikleri dibe

toplamak i¢in ¢ok kisa santrifiij yapildi.

3. Her bir 6rnek i¢in kit igerisindeki RT master mix’ten 7ul alind1 ve daha
onceden hazirladigimiz Sul RNA 6rnegi ile karigtirildi. Hafifce karigtirdiktan sonra,
kisa bir santrifiij yapilarak karigim tiipiin dibinde toplandi.

4. Elde edilen toplamda 12ul’lik RT master mix artt RNA karigimina 3pl 5X
RT primer eklendi. Daha sonra tiplerin iyi bir sekilde karistirilmasi igin inversiyon
metodu uyguland: ve karisim ¢ok kisa siireligine santriflij yapilarak tiipiin dibinde

topland1.
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5. Inkiibasyon islemi icin tiiplere yaptigimiz bu islemlerden sonra 5 dakika

boyunca buz ustiinde uygulama yapildu.

6. Sonraki asamada tiipler PCR cihazi i¢ine konularak asagidaki Tablo’da

gosterilen PCR programu ile reaksiyonlar gergeklestirildi.

7. PCR cihazi ile yapilan reaksiyon sonrasinda elde edilen cDNA ornekleri,

real time PCR (QRT-PCR) analiz islemine tabi tutulana kadar —20°C’de saklandu.

Tablo 3.2. PCR Ters transkripsiyon programi

Sire Sicaklik (°C)

1 30 dakika 16
2 30 dakika 42
3 5 dakika 85
4 ©

3.9. Real time PCR (qRT-PCR) Yéntemi ile Kantitatif Ol¢iim

Ger¢ek zamanli PCR'nin temel amaci, ¢ok kiiclik bir miktar olsa bile bir
numunedeki spesifik niikleik asit dizilerini kesin olarak ayirt etmek ve Olgmektir.
Real-time PCR, bir numunedeki belirli bir hedef sekans1 amplifiye eder, ardindan
floresan teknolojisini kullanarak amplifikasyon ilerlemesini izler. Amplifikasyon
sirasinda, floresan sinyalinin bir esik seviyesine ne kadar hizli ulastigi, orijinal hedef
sekansin miktar1 ile bagntilidir ve bdylece kantifikasyon miimkiin olur. Ek olarak,
nihai {riin, ¢ift sarmalli {riinlin ne zaman "eridigini" belirlemek i¢in artan
sicakliklara tabi tutularak daha fazla karakterize edilebilir. Bu erime noktasi, liriin
uzunluguna ve niikleotit bilesimine bagl benzersiz bir 6zelliktir. Bu gérevleri yerine
getirmek i¢in, geleneksel PCR, gercek zamanli PCR'ye doniismek {izere son teknoloji
floresan kimyalar1 ve enstriimantasyonla birlestirilmistir.(Mark A vd. 2008) Gercek
zamanli PCR, floresan tabanli teknoloji kullanilarak her bir amplifikasyon dongiisii
sirasinda liretilen amplikon miktarint 6lger. Gergek zamanli PCR, reaksiyonun ug

noktasindaki iirlin miktarin1 6lgmenin aksine, PCR reaksiyonunun iistel fazindaki
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amplikon dretimini olgebilir. Amplikon, "gercek zamanli" olarak veya iiretilirken,
amplifikasyon prosediirii sirasinda floresan etiketli bir substrat ile biriken iiriinii
etiketleyerek ve saptayarak izlenir. Bu yontemin, konvansiyonel PCR'ye gore,
azaltilmis dongii sayist nedeniyle artan hiz, tirlinlerin PCR sonrasi jel elektroforez
tespiti eksikligi ve amplikon tespiti i¢cin kullanilan floresan boyalarin daha yiiksek

hassasiyeti dahil olmak iizere bir¢ok avantaji vardir.(Dean F Vd.2014)

Bizim galigmamizda 6zgiil dizilere baglanan iki-isaretli TagMan prob yontemi
kullanilmistir, bu yontem en yiiksek sinyal veren prob sistemidir. TagMan problari,
farkli dalga boylarinda yayilan iki floresan boya ile etiketlenmistir (Sekil 3.4). Prob
sekansmin, iki PCR primeri arasindaki ilgili DNA hedef bolgesinde spesifik olarak
hibritlenmesi amaglanir. "Reporter" (R) boyasi prob dizisinin 5'-ucuna eklenirken,
"sondiiriici" (Q) boyasi 3'-ucunda sentezlenir. Bu yontemde Oncelikle TagMan
problar1 baglanir, primerler bir sonraki asamada PCR’nin primer baglanmasi
evresinde baglanir ve Taq polimeraz ile uzama gergeklesir. Floresan 1simanin agiga
¢ikmasi i¢in Taq polimerazin 5'-ekzonlkleaz aktivitesi ile proba bagli florofor
kesilir.
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Sekil 3.1. Tagman Prob Sistemi.
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3.9.1. Primerlerin Secilme islemi

‘www.ncbi.nlm.nih.gov’ sitesinden iki mikro-RNA ile ilgili bilgiler (miR-
let7b-5p ve miR-29a-5p) elde edildi. ‘http://www.mirbase.org’ veritabani Mikro-
RNA ile ilgili dizilerin belirlenmesinde kullanildi. Asagidaki Tablo’da primer
dizileri, mikro-RNA genleri ve mikro-RNA’lara ile ilgili bilgiler yer almistr.

Tablo 3.3. miR-let7b-5p ve miR-29a-5p’ye ait tanimlar ve diziler

miR-let7b-5p miR-29a-5p

Gen Ad1 miRlet7-b miR29-a

Gen ID 46113686 130876747

Genomik Yerlesim 22013.31 7932.3

Ekzon Sayisi 1 1

miRBase ID Hsa-miR-let7b-5p, M10000063 Hsa-miR-29a-5p, M10000087
miRBase Erisim

Numarasi MIMATO0000063 MIMATO0004503
MikroRNA

Dizisi 5-UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU-3" 5-ACUGAUUUCUUUUGGUGUUCAG-3'

3.9.2. Cahsmada Kullamilan iki Mikro RNA Hsa-miR-let7b-5p Ve Hsa-

miR-29a-5p Ekspresyon Diizeylerinin Olgiilmesi

Hsa-miR-let7b-5p ve hsa-miR-29a-5p’nin real-time PCR (qRT-PCR) slreci
icin ‘TagMan MicroRNA Assay hsa-miR-let7b-5p’ ve ‘TagMan MicroRNA Assay
hsa-miR-29a-5p’ ile ‘TagMan Universal Master Mix II, no UNG’ kullanildi. Kontrol
endojen olarak ‘TagMan MicroRNA Assay RNU6B’ iki miRNA ile karsilastirma ve

veri normalizasyonu igin kullanild.
Real-time PCR (qQRT-PCR) analiz siireci asagidaki sekilde gergeklestirildi:

1. En basta TagMan MicroRNA Assay (20X) ve daha dnceden hazirladigimiz

cDNA 6rnekleri buz ustunde ¢ozuldiruldi.
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2. Kullanmadan 6nce ‘TagMan Universal Master Mix II, sisesi nazikce

karigtirild.

3. Reaksiyon sayilar1 cihazda kullanacagimiz her bir assay i¢in hesaplandi. Her

bir reaksiyon iki tekrarli olarak yapilmaya karar verildi.

4.Hazirlanan her bir plate de, cDNA Orneklerinin her biri i¢in, bir endojen

kontrol assay, bir mMIRNA assay seklinde hazirlandi.

5. Real-time PCR (gQRT-PCR) reaksiyon toplami 20ul hacim olacak sekilde

hazirlandi.

6. Real-time PCR (gQRT-PCR) reaksiyon karigimlari, 1.5ml’lik mikro santrifiij
tiiplerinde her bir assay i¢in ayr1 ve steril olacak sekilde, Tablo’daki miktarlar ve
bilesenlere goére hazirlandi. Tiipler kullanilmadan dnce hafifce karistirild:r ve kisaca

santrifij islemi yapildu.

7. Mikro pipetler ile daha onceden hazirlanan cDNA 6rnekleri ve Real-time
PCR (gRT-PCR) reaksiyon karisimi, her bir 6rnek i¢in iki tekrar olacak sekilde 96-
kuyucuklu plate i¢ine aktarildi.

8.Biitiin islemlerin sonunda hazirladigimiz 96’11 plate, es zamanli PCR cihazina

yuklendi.

9.Daha 6nceden ayarlanan programa gore Tablo’da verilen bilgilere dayanarak

1s1 dongii cihazi real-time PCR (qRT-PCR) ayarlandi ve reaksiyon gergeklestirildi.

Biitiin gerceklesen islemlerimiz ve miRNA’larin ekspresyon analizleri,
KITAM’da bulunan real-time PCR (qQRT-PCR) (Bio-Rad CFX96™ Real-Time
System) cihazi kullanilarak yapildi. AACT metodu kullanilarak real-time PCR (QRT-
PCR) yapildiktan sonra miRNA ekspresyon diizeyleri, hedef miRNA’larin Ct
degerlerinin endojen kontroliin Ct degerine normalize edilerek belirlendi. 224" ile

gen ekspresyonundaki rolatif degisimler hesaplandi.

Tablo 3.4. Real-time PCR (qRT-PCR) reaksiyon karigimlar1

Bilesenler Bir reaksiyon icin hacim (ul)
1 TagMan MicroRNA Assay (20X) Tl
2 cDNA 1,33ul

30



3 TagMan Universal Master Mix I1, with UNG 10pl

4 Nukleaz icermeyen su 7,67ul

5 Toplam hacim 20pl

Tablo 3.5. miR-let7b-5p ve miR-29a-5p ifade diizeylerinin olgiildiigii Real-time PCR (gRT-

PCR) programi1
Asama Sicaklik (°C) Sire
1 UNG Aktivasyonu 50 2 dakika
2 Enzim Aktivasyonu 95 10 dakika
3 Denatiirasyon 95 15 saniye
4 Baglanma/Uzama 60 60 saniye 40 dongu

3.10. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Enzime bagli immiinosorbent deneyi (ELISA), kat1 bir yiizeye bagl antikorlar
veya antijenleri saptamak ve 6lgmek i¢in basit ve hizli bir tekniktir. En hassas immiin
testlerden biri olan ELISA, laboratuvar arastirmalarinda, hastalik biyobelirteclerinin
teshisinde ve ¢esitli endiistrilerde kalite kontroliinde ticari deger sunar. Bu teknik,
yiizeye baglh bir antijene baglanan enzime bagh bir antikor kullanir. Daha sonra,
orijinal numunede bulunan antijen miktariyla iliskili bir renk degisikligi veya 151k
sinyali Uretmek icin bir substrat eklenir. Bu boliim, polistirenle immobilize edilmis
antijeni saptamak i¢in birgok ELISA biciminden biri olan dolayli ELISA'y1
gerceklestirmek igin gerekli prosediirleri saglar. Otomasyon ve ¢ogullama i¢in bir 6n
kosul olan bu tahlil teknigini optimize etmeye yonelik metodolojik yaklagimlar da
aciklanmaktadir. Geleneksel olarak 96-kuyulu veya 384-kuyulu polistiren plakalarda
uygulanan teknoloji, otomasyondaki artigla birlikte diger platformlara da yayildi.
Antijen epitopuna ve spesifik antikorun mevcudiyetine bagh olarak, ELISA

kurulumunda farkhiliklar vardir. Dort temel bicim, dogrudan, dolayli, sandvi¢ ve
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rekabet¢i ELISA'lardir. Direkt ELISA, bir antijen ve antijene 6zgu enzim konjuge

antikor gerektiren en basit formattir.

Kullandigimiz bu serum sandvig Kiti, plazma, hiicre kiiltiirii siipernatanlarinda
insan estradiol reseptorii ve DNA Methyl Transferas3a, asitler, doku homojenatlari
veya diger biyolojik sivilarin dogru kantitatif tespiti i¢cindir. Kullandigimiz Kit bir
enzim baglantili immiinosorbent testidir (ELISA). Kit icindeki plaka, insan ERa,
DNMT3a antikoru ile 6nceden kaplanmistir. Ayr1 ayr1 olarak Numunede bulunan ER
ve DNMT3a eklenir ve kuyucuklarda kaplanmis antikorlara baglanir. Ardindan
biyotinlenmis insan Era ve DNMT3a antikoru eklenir ve numunedeki ERa'ya ve
DNMT3a’ya baglanir. daha sonra streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis Era ve
DNMT3a antikoruna baglanir. inkiibasyondan sonra baglanmamis streptavidin-HRP
bir yikama asamasi sirasinda yikanir. daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenir ve insan
Era ve DNMT3a miktartyla orantili olarak renk gelisir. reaksiyon asidik stop

soliisyonu eklenerek sonlandirilir ve absorbans 450 nm'de 6lgiiliir.

Alman kan &rneklerinden elde edilen plazmada ELISA ydntemiyle miR29a
hedef geni ile baglantili olarak insan DNA Metiltransferaz 3A ve miRlet7b hedef

geni ile baglantili olarak insan Estradiol Reseptor Alfa diizeyleri incelenmistir.

Bu c¢alismada BT LAB (Bioassay Technology Laboratory) ELISA Kkitleri

kullanilmstir.

3.10.1. Reaktif hazirlama
1. TUm reaktifler kullanimdan 6nce oda sicakligina getirildi.

2. Standart, 24 ng/ml standart stok soliisyonu olusturmak i¢in 120 ml standard1
(48 ng/ml) 120 ml standart seyreltici ile sulandirildi. Seyreltme yapmadan 6nce
standardin hafif ¢alkalama ile 15 dakika oturmasina izin verildi. 12 ng/ml, 6 ng/ml, 3
ng/ml ve 1.5 ng/ml ¢ozeltiler Gretmek icin standart stok soltisyonunu (24 ng/ml) 1:2
standart seyreltici ile seri olarak seyrelterek ¢ift standart noktalar hazirlandi. Standart
seyreltici sifir standart (0 ng/ml) olarak islev gorlr. Kalan solisyon -20 C'de
donduruldu ve bir ay iginde tekrardan gerek goriilmesi halinde hazir sekilde

bekletildi. Onerilen standart ¢dzeltilerin seyreltilmesi asagidaki gibi hazirlandi:
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24 ng/ml 5 Nolu Standard 120 pl orijinal standard +
120pl seyreltici standard

12 ng/ml 4 Nolu Standard 120 pl 5 Nolu standard +
120pl seyreltici standard
6 ng/ml 3 Nolu Standard 120 pl 4 Nolu standard +
120pl seyreltici standard
3 ng/ml 2 Nolu Standard 120 pl 3 Nolu standard +
120pl seyreltici standard
1,5 ng/ml 1 Nolu Standard 120 pl 2 Nolu standard +

120pl seyreltici standard

Yikama tamponu: 500 ml 1x yikama tamponu elde etmek i¢in 20 ml yikama
tamponu konsantresini 25x deiyonize veya damitilmis distile su iginde seyreltildi.
Eger konsantrede kristaller olusmussa, kristaller tamamen eriyene kadar hafifce

karistirildi.

3.10.2. islem prosediirii

1. Tum reaktifler, standart solisyonlar ve numuneler talimatlara gore
hazirlandi. kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Uygulama oda

sicakhiginda gergeklestirildi

2. Uygulama icin gereken strip (serit) sayisini belirlendi. Karistiricilari

kullanmak i¢in gergevelere yerlestirildi. kullanilmayan stripler 2-8 °C'de saklanildi.

3. Standart kuyuya 50 pl standart eklendi. not: standart soliisyon biyotinlenmis

antikor igerdiginden standart kuyuya antikor eklenmemesine dikkat edildi.

4. Numune kuyularina 40 pl numune eklendi ve ardindan birinci plaka numune
kuyularma 10 pl anti DNMT3A antikoru ve ikinci plaka numune kuyularma 10 pL
anti ER antikoru eklendi, ardindan numune kuyularina ve standart kuyulara 50 pl
streptavidin-HRP eklenildi (kor kontrol kuyusu harig). iyice karigtirildi. Plakanin
iizeri bir kapatic1 ile ortiildii. 37 c'de 60 dakika inkiibe edildi

5. Kapatici ¢gikartildi ve plakalar yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Kuyular en
az 0,35 ml yikama tamponu ile her yikama igin 30 saniye ila 1 dakika bekletildi.
otomatik yikama i¢in, her kuyu aspire edildi veya bosaltild1 ve yikama tamponu ile 5

kez yikandi. plakalar kagit veya diger emici malzeme iizerinde iyice kurutuldu.
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6. Her kuyucuga 50 pl substrat sollisyonu A eklenildi ve ardindan her
kuyucuga 50 ul soliisyon B eklenildi. Yeni bir kapatict ile kaplanmis plakalar,
karanlikta 37°C'de 10 dakika inkibe edildi.

7. Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenildikten sonra, mavi rengin hemen

sartya donistiigi gézlemlenildi.

8. Durdurma solusyonunu ekledikten sonra 10 dakika iginde 450 nm'ye
ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanilarak hemen her kuyunun optik

yogunlugu (OD degeri) belirlenildi.

Elde edilen butiin sonuglar SPSS programinda (Version.26) analiz edilmistir.
Carpiklik ve basiklik degerlerine bakilarak gruplarin varyanslariin homojen olup
olmadig1 incelenmistir. Shapiro-Wilk testi ile de gruplara ait verilerin normal
dagilima uyup uymadigi incelenmistir. Bagmmsiz iki 6rneklem t testi homojen
oldugu kabul edilen gruplar igin uygulanmistr. Mann-Whitney U testi ve
Spearman’s Korelasyon analizi farkli gruplarin parametrelerini karsilastirmak igin ve
Regresyon analizi icin kullanilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi tiim testler icin

p<0,05 olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. hsa-miR-let7b-5p ve hsa-miR-29a-5p ifade duzeyleri

Ondokuz Mayis Universitesi hastanesi tiip bebek tedavi merkezine bagvurmus
toplamda 60 infertilite hastanin tedavi islemi uygulandiktan sonra basarili olup gebe
kalanlar ile (kontrol) basarisiz olup gebe kalamayanlardan (hasta) izole edilen
periferik kanlardan sectigimiz iki mikro RNA’nm (miR-let7b-5p ve miR-29a-5p)
ekspresyon ve ifade dizeyleri verileri kantitatif es zamanli real-time PCR (qRT-
PCR) yontemi ile irdelenip tahlil edilmistir. SNnORNA-U6 (TagMan MicroRNA Assay

RNUG6B) endojen kontrol olarak veri normalizasyonu igin kullanild.

Tablo 4.1. Kontrol Ve Hasta Gruplarin Klinik Ve Demografik Ozellikleri

Degiskenler Kontrol Hasta P Degeri
Yas 32257 342+438 0,04
BMI (Kg/m?) 24.7+28 274 +£26 0,03
Déngii uzunlugu (Giin) 29.4+1.7 282+1.2 0,3
LH (mIU/mL) 12.84 £ 6.75 13.47 £7.33 0,6
FSH (mIU/mL) 6.20 £ 3.43 6.69 + 3.23 0,5
P Degeri
Tuketiyor 14 12 0,6
Sigara Tlketmiyor 9 12 0,8
Kullanim1 '
Birakmis 9 4 0,2
Tuketiyor 5 8 0,4
Alkol ; .
Tiiketimi Tiketmiyor 22 18 0,7
Birakmis 5 2 0,5
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Real-time PCR (qRT-PCR) yapildiktan sonra, AACT (Delta-Delta CT) metodu
kullanilarak miRNA ekspresyon diizeyleri, elde edilen endojen kontrolin Ct
degerlerinin 1518inda hedef miRNA’larin CT (cycle threshold) degerlerine normalize
edilerek belirlendi. Genlerin ifade edilmesi ve ekspresyonlarin’daki rolatif ve

gozlemlenebilir degisimlere ise 2 24T ile metodu ile hesapland.

Elde edilen biitiin sonuclar hipoteze uyup uymadiklarini belirlemek igin SPSS
uygulamasini 26’nc1 siirtimii istifade edilerek istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Basiklik ve ¢arpiklik testi ile gruplara ait verilerin normal dagilima uyup uymadiklari
incelendi. Gruplarin normal dagilim gosterdigi gozlemlendikten sonra bagimsiz iki
orneklem t testi uygulanip uygulanmayacagmin kontrolu igin levene testi ile
degisirliklerin (varyans) bagdasik (homojen) olup olmadigi incelmis ve bagimsiz iki
orneklem t testi homojen oldugu kabul edilen gruplar i¢in uygulanmistir. Spearmans
korelasyon ve Mann-whitney U testi analizi farkli gruplarin parametlerini
karsilastirmak i¢in kullanildi fakat anlamli bir iligki tespit edilemedi. istatiksel olarak

anlamli kabul edilebilmesi i¢in P degerinin 0.05’den kii¢lik olmasi1 gereklidir.

Tablo 4.2. Normallik Testi

Shapiro-Wilk

Istatistik df Sig.
Basarih Grubunun miR-Let7-b 2—AACt 0,974 32 0,467**
Basarisiz Grubunun mir-Let7-b 2—AACt 0,969 28 0,681**
Basarilh Grubunun miR-29%a Z—AACt 0,921 32 0,062**
Basarisiz Grubunun  mir-29a Z—AACt 0,957 28 0,298**

**0,05 ‘den biiyik ise veriler normal ve homojendir

Shapiro wilk testi ile miR29a ve mirLet7b ekspresyon ve ifade edilme
diizeylerinin homojen ve orantili dagilip dagilmadigi (sirastyla: P=0.146 : P=0.278)
SPSS uygulamasi ile belirlendi. Bagimsiz iki 6rneklem t testi homojen oldugu
gosterilen verilerin parametrelerle karsilastirilmast i¢in uygulanmis ve her iki mikro

RNA igin anlamli bulgular elde edilmistir. (p<0.05).
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Ayrica Skewness (¢arpiklik) ve Kurtosis (basiklik) degeri de incelenmistir

(Tablo 4.4). Tabachnick ve Fidell (2013) ‘e gore carpiklik ve basiklik

<+1,5 arasinda ise veri normal dagilim gdstermektedir.

Tablo 4.3. Basiklik ve Carpiklik Degeri

degeri -1,5 <X

istatistik Standart hata

Basarili Grubun Carpiklik 0,08 0,24
Let7-b 2-AACt
Basiklik 0,3 0,58
arpiklik -0,4 0,43
Basarisiz Grubun Garp
Let7-b 2-AACt
Basiklik 0,6 0,56
Basarili Grubun Carpklik 0,8 0,53
miR29-a 5,-AACt
Basiklik 0,3 0,65
arpiklik 0,2 0,23
Basarisiz Grubun Carp
miR29-a ,-AACt
Basiklik 0,6 0,56

SS:Standart sapma

Sekil 4.1. Let7-b Ve miR29-a’ya ait 244 degerlerinin Histogram Ve Normalite Grafikleri

Histogram

Frequency

o 20 40 EQ BEQ

DDCT_MiR29A

37

—— Mormal

Mean = 3 92
Std Dev. =2104
M=



Freguency

Expected Normal

Expected Normal

Histogram

1,0 20 30

DDCT_LET7B

40 50

Normal Q-Q Plot of DDCT_LETTB

a 2

Observed Value

Normal Q-Q Plot of DDCT_MIR29A

e®

»°°

’.

0 2 4

Observed Value

38




Iki grup (kontrol-hasta) arasmdaki hsa-miR-let7b-5p’nin ifade diizeyleri
istatistiksel olarak bakilip ve kiyaslandiginda anlamli bir fark bulundu (p<0.011).
Basarili gruptaki Toplam 32 hastanin 26’sinda miR-let7b-5p’nin ifade diizeyinde
azalma ve 6’smnda miR-let7b-5p’nin ifade diizeyinde artis gozlendi. Basarisiz
grubunda toplam 28 hastanm 12’sinde miR-let7b-5p’nin ifade diizeyinde azalma ve
16’sinda ise artis gozlemlenmistir. Basarisiz grubunda miR-let7b-5p’nin ifade

diizeyinde maksimum 1.36 kat artis gézlemlendi.

hsa-miR-29a-5p’nin iki grup arasindaki ifade diizeyleri farkliliklar: istatistiksel
olarak kiyaslandiginda yine anlamli bir fark bulundu (p<0.021). Basarili gruptaki
Toplam 32 hastanin 24’iinde miR-29a-5p’nin ifade diizeyinde artis ve 8’inde miR-
29a-5p’nin ifade diizeyinde azalma gozlendi. Basarisiz grubunda toplam 28 hastanin
8’inde miR-29a-5p’nin ifade diizeyinde artis ve 20’sinde azalma gozlemlenmistir.
Basarili grubunda miR-let7b-5p’nin ifade diizeyinde maksimum 1.68 kat artis

g6zlemlendi.

Hsa-miR-Let7b ifade ve ekspresyon diizeylerine bakildiginda ve istatiksel
olarak kiyaslayip bakildiginda gebe kalamayip hasta grubunda olanlarin, gebe kalip
kontrol grubunda olanlara mukayese edildiginde 1,31 kat artis gosterdigi (p=0.03) ve
fark edilebilir bir oran ve miktar oldugu goriilmiistiir. Hsa-miR-29a ekspresyon ve
ifade seviyeleri istatiksel olarak bakilip mukayese edildiginde gebe kalip kontrol
grubunda olanlarin, gebe kalamayip hasta grubunda olanlara mukayese edildiginde

1,6 kat artis gosterdigi (p=0.02) ve anlamli bir fark oldugu gézlemlenmistir.
4.2. Serum DNMT3A Ve ERo Konsantrasyon Miktarinin Belirlenmesi

DNMT3A ve ERa ifade edilme ve serum konsantrasyon dizeyinin, IVF
tedavisine basarili olma etkisi Ondokuz Mayis Universitesi hastanesinde yardmmc1
ureme teknikleri (IVF) uygulanan 60 gonilli katilimcidan alinan periferik kan
numunelerindeki serum diizeylerine ELISA teknigi kullanilarak &liiliip ve bakild.
Curve expert 1.4 programu ile serum konsantrasyonundaki rélatif degisimler tek tek
bakilarak hesaplandi. Elde edilen bitun sonuclar ve veriler ve bilgiler curve expert
1.4 programu ile incelenip ve analiz edildikten sonra her iki enzim i¢in standart egri

olusturuldu.
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Sekil 4.2. DNMT3A Ve ERa’ya Ait Standart egri tablolar1

DNMT3A Standart egri ER Standart egri

a¥ ¥
E ® g [\
< s 0
3 £
=t 4 c 4
5 P o @’L-““
> >
a g
g s @¥
c c
g o
2 9] c o]
o) o
~ X

o] o]

[\ o T
o, 23 oo 06 13 19 25 32 38
optik yogunluk (OD-450) optik yogunluk

Asagidaki tablolarda gosterildigi gibi curve expert 1.4 programi ile formulize
edilip hesaplanmis verilerin 1s1ginda her iki grup (kontrol ve hasta) arasindaki
konsantrasyon farkliliklar1 ve ifade edilme oranlarindaki degisimler ortaya

konulmustur.

Sekil 4.3. Basaril1 Ve Basarisiz Gruplar Arasindaki DNMT3A Ve ERa Konsantrasyon Farki

Era Gruplar Arasindaki Dnmt3a Gruplar Arasindaki
Konsantrasyon Fark1 Konsantrasyon Fark1
50 20.00
48 15.00
46 10.00
o
42 0.00
Basarili Basarisiz Basarih Basarisiz

Elde ettigimiz biitiin sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi ve hipoteze
uygunluklart SPSS 26.0 siirtimii kullanilarak test edildi. Basiklik ve carpiklik testi
uygulayarak olusturulan iki gruba ait bilgi ve verilerin normal dagilima uyup
uymadig1 test edilip ve incelendi. Levene testi ile varyanslarin homojen olup
olmadig1 incelenmis ve bagimsiz iki 6rneklem t testi homojen oldugu kabul edilen
gruplar i¢in uygulanmistir. Spearmans korelasyon analizi ve Mann-whitney U testi

farkli gruplarin parametrelerini karsilastirmak igin kullanildi ve gruplar arasinda
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anlamli bir iliski oldugu tespit edildi, genellikle P degerleri 0.05’den az ve kiiciik

olan veriler istatiksel olarak anlamli ve manali kabul edilmektedir.

Bagimsiz iki 6rneklem ti testi ERo. ve DNMT3A ifade diizeylerine uygulanmis
ve anlamli fark edilebilir sonuglar elde edilmistir. (p<<0.05). Levene testi ile
DNMT3A ve ERa ifade diizeylerine baktigimizda DNMT3A icin P degeri 0.6, ERa
icin ise P degeri 0.1 olarak SPSS programi tarafindan hesaplandi ve homojen dagilip
dagilmadig1 belirlendi. Bagimsiz iki 6rneklem t testi homojen oldugu gosterilip
belirlenen verilerin parametrelerle karsilastirilmasi igin uygulanmis ve her iki
serumun ekspresyonu ve ifade edilmesinde anlamli bilgi ve sonuglar elde edilmistir
(p<0.05). DNMT3A serum konsantrasyon ve ifade edilme dlzeylerine istatiksel
olarak bakilip mukayese edildiginde kontrol grubunda olanlarin, hasta grubunda
olanlara kiyasla 1.72 kat artis gosterdigini ve anlamli bir ayrim oldugunu gozlemleye
bildik. (p=0.04). ERa ifade ve serum konsantrasyon miktarlari istatiksel olarak
kiyaslanip bakildiginda ise hasta grubunda olanlarm, kontrol grubunda olanlara
kiyasla 1.1 kat artis gOsterdigi ve anlamli bir ayrim oldugu goézlemleye bildik.
(p=0.01).

Viicut ve yas kitle endeksi parametreleri arasindaki iligkiler bakilip
incelendiginde ise DNMT3A ve ERa serum konsantrasyon ve ifade diizeyleri, ERa
adma her iki kriter i¢in pozitif korelasyon (r=0,508) (r=0,541), ve DNMT3A admna
yas kriteri i¢in (r= -0,652) negatif, Vicut Kitle endeksi kriteri (r=0,546) icin ise
pozitif korelasyon oldugu saptand1 (p<0,05).
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5. TARTISMA

Calismamizda, infertilite yasayan kadmlarin durumunun, bireyin genel saglik
faktorleri ve muayene sirasinda tiip bebek tedavisi igin gerekli fiziki sartlar ve
hormonal diizeylerinin géz Oniine alinarak, infertil kadinlarin Let7-b ve miR29-a
ekspresyon diizeylerinin olast etkileri arastirildi. Bununla birlikte DNMT3A ve ERa
serum konsantrasyon diizeyleri de belirlendi.

Ondokuz Mayis Universitesi hastanesi tiip bebek tedavi merkezine basvurmus
infertil hastalar ve tedavi sonrasi gebe kalip basarili olan grubun basarisiz olan gruba
kiyasla iki grup arasindaki let7-b ifade diizeyinde anlamli bir fark oldugu ve basaril
olan grupta basarisiz olan gruba kiyasla miR-Let7b’nin daha az ifade edildigi ve
anlamli ve fark edilebilir bir ayrim oldugu saptanmistir (P=0.03). Ayni sekilde
incelenen diger mikro RNA (miR-29a) ifade diizeyinde de iki grup arasinda farkh
ifade diizeylerine sahip olduklar1 gozlemlenmistir. Kontrol grubunda hasta grubuna
kiyasla daha fazla ifade edildigi gozlemlenmis ve (p= 0.02) bulanarak iki grup
arasindaki ifade diizeyinde anlamlhi bir fark oldugu acik bir sekilde gozlemlene
bilmistir. Daha sonra incelenen serum DNMT3A ve ERa ifade diizeylerinde de iki
grup arasinda anlamli farkliliklar tespit edilmistir. DNMT3A ifade miktar1 kontrol
grubunda hasta olan gruba kiyasla daha fazla ifade edildigi ve P degeri (p=0,04)
bulunarak anlamli bir fark oldugu saptanmustir. Ayrica iki grup arasindaki ERa. ifade
diizeyini incelendiginde yine iki grup arasinda anlamli bir fark oldugu tespit
edilmistir. ERa ifade diizeyi kontrol grubunda hasta grubuna kiyasla daha az ifade
edildigi ve P degeri (p=0.01) bulanarak iki grup arasindaki ifade diizeylerinde
anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir. Daha sonra ¢alisma sirasinda belirledigimiz
birka¢ kriter arasinda bulunan yas ve viicut kitle endeksine ait parametreler
arasindaki baglantilar ve iligkiler incelendiginde, DNMT3A ve ERa serum
konsantrasyon duizeyi, elde edilen veriler 1s1ginda ERa igin pozitif korelasyon (r =
0,541), (r = 0,508) ve DNMT3A icin ise yas kriterinde negatif (r = -0,652), vicut
Kitle endeksi kriterinden pozitif korelasyon (r = 0,546) gostermistir, elde edilen bu
veriler 1g18inda anlamli korelasyon oldugu saptanmistir (p<0,05). Sonu¢ olarak
kisisellestirilmis bir IVF stratejisinin basariya ¢ok daha fazla bir oranda ulasilip ve
gelistirilmesine yonelik dolasimdaki bu miRNA'larin, klinik gebelik basar1 diizeyinin
tahmin edilmesinde ve gelismesinin daha fazla miimkiin kilinmasinda rolii

olabilecegi hipotezi her gegen gun daha da fazla diisiiniilmektedir.
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Bu calisma, IVF/ICSI prosediirii uygulanan hastalardan alinan periferik kanda
dolasan iki mikro RNA'nin (let-7b, miR-29a) ekspresyon profillerini arastirmistir. Bu
dolagimdaki mikroRNA'lar, kadinlarin yumurtalik rezerv durumuna, gonadotropin
tedavilerine ve/veya IVF sonuclarma gore farkli sekilde ifade edildigi

gozlemlenmistir (J. M. Moreno vd. 2015).

Onceki calismalar, let-7b'nin memeli ve insan yumurtahiklarinda graniiloza ve
kiimiiliis hiicrelerinde eksprese edildigini bildirmistir (Qian Yang vd. 2018). Buna
gore, PCOS'lu hastalarda gozlenen let-7b ekspresyonundaki anlamli azalma, bu
anormal folikiilogenezi yansitiyor olabilir (Qian Yang vd. 2018). Gergekten de, let-
7b'nin yumurtalik folikiiler gelisiminde 6zel bir rol oynayabilecegi bildirilmistir.
Spesifik olarak, let-7b, aktivin reseptorii I ve Smad2/3 genlerini hedefleyerek kegi
yumurtaliginda TGF-f sinyal yolunu diizenledigi yapilan calismalarla ortaya
konulmustur (E. Scalici vd. 2016).

Anormal 0Ostrojen reseptorii (ER) ekspresyonu, infertil hastalarda zayif
folikuler gelisime ve yumurtlama yetmezligine de katkida bulunabilir. MiRNA'larin
erken embriyo gelisimindeki 6nemi bircok memeli tiirlinde gosterilmistir (E. Scalici
vd. 2016). embriyo kalitesine gore periferik kan dérneklerinde let-7b'nin anlamli farkl
ekspresyonunu gozlemlememesine ragmen, periferik kandaki let-7b seviyesinin
embriyo gelisim potansiyeli ile onemli 6l¢iide iliskili oldugunu yapilan ¢aligmalarda

bulunmustur (Qian Yang vd. 2018).

Aslinda, periferik kan'daki let-7b seviyeleri 6nemli 0lcide blastokist
olusumunu ve genislemesinin 6ngorildigii yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (J. M.
Moreno vd. 2015). Let-7b'nin Caenorhabditis elegans'ta gelisimsel zamanlamay1
diizenleyebilecegi daha oOnce yapilan bir caligmada gosterilmisti (Tal Imbar vd.
2015). Bu nedenle, periferik kandaki let-7b ekspresyonunun degerlendirilmesi, IVF
sirasinda en iyi embriyo kiltlirii stratejisini tanimlamak i¢in yararli olabilecegi

diisiiniilmektedir (Qian Yang vd. 2018).

Ek olarak, periferik kandaki miR-29a seviyeleri, yapilan bir ¢alisma
grubundaki en kaliteli embriyo oranina kiyasla daha yiiksek hassasiyetle (%83,3)
klinik gebelik sonucunu onemli dl¢iide Ongdrdiigiinii gostermistir (E. Scalici vd.
2016). Yapilan bir diger calismada MiR-29a, embriyo implantasyonu sirasinda sigan

uterusunda ylksek oranda eksprese edildigi ve ekspresyonu, blastosist aktivasyonu
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ve uterus desidualizasyonu ile diizenlendigi ortaya konulmustur (Reem Sabry vd.

2019).

Iliging bir sekilde, miR-29a ekspresyonu, hem folikiiler hem de endometriyal
tarafta hareket ederek gebelik sonucunu etkileyebilir, bu da uygun folikiler ve

endometrial ortamlarin gebe kalmak igin gerekli oldugu hipotezini destekler (E.

Scalici vd. 2016).

Yapilan bir diger ¢alismada MII oositlerinde yukari regiile edilen birkag DNA
metiltransferazin (DNMT'ler) miR29a tarafindan hedeflendigini gosterilmistir (Reem
Sabry vd. 2019).

Ayrica, DNMT ekspresyonunun miR29a'ya bagimli regiilasyonunun
degistirilmesi, oositlerde anormal DNA metilasyonuna yol agan temel molekiiler
olaylardan biri oldugu ve iireme potansiyelinde bir azalma ile iligkilendirildigi
yapilan c¢aligmalarda ortaya konulmustur (Qian Yang vd. 2018). Yapilan ayni
calismada ayrica miR29a’nin karsit islevlere sahip genleri hedefleyebilecegini
gostermektedir (M Farsimadan vd. 2021). Ornegin, miR29a'nin hem anti-apoptotik
(BCL2 ve MCL1) hem de pro-apoptotik (CASP7) genleri hedefledigi goriildii, bu da
yumurtalik yetmezligine yol agabilecek patolojik durumlarda rol oynayabilecegini

disiindiiriiyor (Reem Sabry vd. 2019).

Sonug olarak, insan periferik kan orneklerinde miRNA ekspresyon profili,
infertil kadmnlar1 etkili bir sekilde aymrt etmek ve blastosist gelisimini ve klinik
gebelik sonuglarini tahmin etmek icin biyobelirtecler saglayabilir. Bununla birlikte,
oosit mikro ortamindaki spesifik rolleri, gonadotropinler tarafindan diizenlenmesi ve
kadin kisirhigmna katilimlar1t daha fazla arastirilmalidir. Bu yeni potansiyel
biyobelirtecler, kisisellestirilmis IVF stratejilerini gelistirmek ve kadin kisirlhigi
yonetiminde yeni terapotik hedefler belirlemek icin gunlik uygulamada

kullanilabilir.
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6. SONUC

Arastrmamizda OMU hastanesi tiip bebek merkezine basvurmus toplamda 60
gondllu infertil hastanin ve tedavi sonrasi gebe kalma durumuna gore basarili veya
basarisiz olanlarin miR_let7b, miR-29a ve serum DNMT3A, ERa etkileri incelenmis
ve iki grup arasindaki ifade diizeylerinde anlamli farkliliklar oldugu gézlemlenmistir.
Iki grup arasindaki Let7b ifade diizeyine baktigimizda basarili (kontrol) grupta
basarisiz (hasta) olan gruba kiyasla daha az miktarda ifade edildigini, miR29a
ekspresyon ve ifade edilme diizeyinde ise basarili (kontrol) grupta basarisiz (hasta)
olan gruba kiyasla daha fazla eksprese ve ifade edildigini gézlemleye bildik. Elde
edilen sonuglara bakildiginda kisisellestirilmis bir IVF stratejisinin gelistirilmesine
yonelik dolasimdaki bu her iki miRNA'nin, klinik gebelik olasiligint ve basarisinin
tahmin edilebilmesinde potansiyel ve muhtemel bir rolii olabilecegi diisiiniilmekte ve
IVF siirecinin zorlugu ve karmasikligina bakildiginda o6zellestirilmis tibbi bakimi
daha da fazla kolaylastirilmasi, taze ve faydali biyobelirteclerin saglanabilecegi

diislincesi olusmustur.

Ayrica arastirmamizin diger boliimiinde her iki mikro RNA ile baglantili olan
iki hormon diizeyinin (DNMT3A Ve ERa) basarili (kontrol) ve basarisiz (hasta) olan
grup verileri kiyaslanip bakildiginda, ekspresyon ve ifade miktarlarmdaki anlamli ve

ciddi farkliliklar her iki grup arasinda gOriilmiistiir.

ER-o prognostik dneme sahip oldugundan bu hormonun ifade diizeyi ve
ekspresyonu acgiklanamayan infertilite ile bagli 6nemini agik bir sekilde gostermistir
ve ayrica her iki grup arasindaki farkli ifade diizeylerine bakildiginda ifade miktar1
basarisiz olan grupta basarili olan grupla mukayesede artis gostermistir.
Endometriyal ER-a ekspresyonundaki artis veya azalma ve buna bagli olarak ifade
diizeyindeki herhangi bir bozulma, rahim aliciliinda kusurlara yol acan ve
aciklanamayan infertilite veya kisirliga etken caligmalarda, elde edilen mevcut

verilere dayanarak katkida bulunabilecegi gosterilmistir.

Yapilan diger ¢aligmalarda implantasyon iizerinde etkili olabilecegi diisiiniilen
DNMT3A iki grup arasindaki ifade diizeyi farkliliklarmna bakildiginda ise basarisiz
(hasta) grupta basarili (kontrol) grubuna kiyasla diisiis gosterdigi, yalniz elde edilen

bilgilerin infertil hastalara tam olarak nasil bir etkiye sahip oldugunu anlaya bilmek
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ve daha agiklayict olabilmesi adina bu konuyla ilgili daha fazla detayli ¢aligmalar

yapilmasi1 6ngoriilmektedir.

Bu ¢alisma, infertil hastalarda miR-Let7b, miR-29a, serum DNMT3A ve ERa
tedavi sonrasi ifade diizeylerini ve olast etkilerini arastirildig1 ve literatiire katkida
bulanabilecegini diislindiigiimiiz lilkemizde ve karadeniz bdlgesinde yapilan ilk

caligmadir.

Sonug olarak implantasyon sirasinda yer alan bitiin etken biyobelirteclerin ve
embryo implantasyonu strecinde endometriumun gegici olarak uygun hale gelmesi,
(endometriyal reseptivitedeki) o an olusan biitiin durumlari, iliskileri ve baglantilar
yoneten bitin mekanizmalarin en iyi ve agik sekilde anlagilmasi, agiklanamayan
infertilite icin yeni tedavi edici (terap6tik)stratejilerin olusmasi ve bu konuyla alakali
yapilacak biitlin calismalarin katki saglayabilecegi ve ¢ok daha agiklanabilir olacagi

diisiincesini her gegen giin daha da gii¢lendirmektedir.
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