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I. GIRIS

Implantasyon, blastokistin maternal endometrial yiizeye baglanarak plasentay1
olusturmasi ve bu yolla bliyiiyen fetiis ile maternal sirkiilasyon arasinda iletisim kurulmasi
olarak tanimlanmstir (1,2). Implantasyon, embryo ile endometrium arasindaki kompleks ve
sofistike iligkinin sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bir ¢ok molekiiliin rol oynadigi
implantasyon olaymi ¢ok sayida gen kontrol etmektedir. Imprint (damgalanmis) genler,

implantasyonda 6nemli rol oynadiklar1 diisiiniilen genlerdir.

Bugiin icin ortaya koyulan ve yaklasik yiiz kadar oldugu diisliniilen damgalanmis
genlerin hemen tiimii implantasyon, plasentasyon ve embriyofetal gelisim i¢in gereklidir ve
normal gelisim i¢in uygun dozlarda ve uygun zamanlarda aktivasyonlari énemlidir. H19 ve
IGF-2 {izerinde en ¢ok calisilmig, dnemi c¢esitli caligmalarda ortaya konmus damgalanmis
genlerden ikisidir. H19 ve IGF-2 genlerinin postnatal hayatta bir¢ok dokuda ekspresyonlarinin
azalip kaybolma noktasina gelirken endometriumda belirgin derecede eksprese edilmeleri ve
ozellikle de ekspresyonlarinin menstriiel siklusun fazlariyla uyumlu olarak degismesi ve geg
sekretuar donemde zirve yapmasi (3) bu genlerin implantasyonda gorev alabileceklerini
diisiindiirmektedir. Siklusun 21. giiniiyle siklusun sonu arasinda en iist diizeyde eksprese
edilen H19 ve IGF-2’nin implantasyonun embryo tarafinda Onemli rolii oldugu zaten

bilinirken, endometrium tarafindaki fonksiyonlar1 arastirilmamistir.



Bu noktadan yola ¢ikarak, bu ¢alismada, aciklanamayan infertilitesi olup daha 6nce en
az 3 basarisiz intrauterin inseminasyonu olan hastalardan siklusun ge¢ sekretuar déoneminde
alinan endometrial biopsilerdeki IGF-2 ve H19 ekspresyonunun, fertilite sorunu olmayan
kadinlardan siklusun ge¢ sekretuar doneminde alinan endometrial biopsilerdeki IGF-2 ve H19

ekspresyonuyla karsilastirilmasi amaglanmigtir.

Infertil bir ¢iftin baslangic degerlendirmesinde yapilacak temel tetkikler basit olup,
erkek faktoriinli aragtirmak icin bakilan semen analizini, tubal faktorii degerlendirmek icin
yapilan histerosalpingografiyi ve oviilasyonun gosterilmesini igermektedir. Bu temel
tetkiklerinde herhangi bir anormallik tespit edilemeyen c¢iftlerde tan1 “agiklanamayan
infertilite”dir. Ag¢iklanamayan infertilite tanis1 almis ciftlerde infertiliteye neden olacak bir
faktor mutlaka vardir ancak bu faktor temel tetkiklerle ortaya konamamaktadir.
Implantasyonda rol oynayan mekanizmalardaki bozukluk bdyle bir tabloya yol agabilir. Bu
fikirden yola ¢ikarak aciklanamayan infertilitesi olan hastalarda implantasyonda rol alan
molekiillerin ekspresyonunun normal fertil kadinlardan farkli olup olmadigini ortaya
koyabilmek i¢in ¢esitli calismalar yapilmistir. Bir ¢calismada, integrin ailesinde bulunan VLA-
1 (very late activating antigen-1) ekspresyonunun, agiklanamayan infertilitesi olan kadinlarda,
fertil kadinlara kiyasla farkli oldugu gosterilmistir (4). B-1 integrin ekspresyonunu temel alan
bir ¢caligmada ise aciklanamayan infertil grupla fertil grup arasinda fark bulunmustur (5). LIF
ve IL-11in temel alindig1 bir ¢alismada ise iki grup LIF ekspresyonu agisindan benzer ancak
IL-11 ekspresyonu agisindan farkli bulunmustur (6). Ac¢iklanamayan infertiliteyi agiklamak,
ve bu hastalarda olas1 implantasyon kusurunu gosterebilmek icin implantasyonda rol alan

hemen hemen tiim molekiillerin kullanildig1 ¢cok sayida arastirmayi literatiirde gérmekteyiz.



Ancak, implantasyon, plasentasyon ve fetal gelisim i¢in Onemleri ortaya konmus
imprint (damgalanmis) genlerin ekspresyonlarinin agiklanamayan infertil grupla fertil grupta
fakli olup olmadigim1 aragtirmaya yonelik bir c¢alisgma bugiine kadar yapilmamistir.
Literatiirde, bu konuyla ilgili yapilmig olan bu ilk ¢aligmada biz, elde edilen sonuglarin
“aciklamayan infertilite”si olan hastalarin infertilitesini agiklama g¢abalarina yeni bir bakis
acist getirmesini ve iizerinde ¢ok az calisilmig bu alanda yeni gelismeleri tetiklemesini

amagladik.



II. GENEL BiLGIiLER

Basarili implantasyon i¢in saglikli bir blastokistin, reseptivitesi normal bir
endometriuma, dogru zamanda ulasmasi gereklidir. Her menstriiel siklusun kisa bir
boliimiinde endometrium implantasyon i¢in uygundur ve bu doneme “implantasyon
penceresi” denir. Normal bir siklusta embryo endometrial kaviteye oviilasyondan yaklasik 4
gilin sonra girer (7). Endometriumun reseptivitesi oviilasyondan sonra yaklasik 6-8 giinde

baslar ve yaklagik 4 giin stirer (8).

Bugiline kadar yapilan ¢alismalar insan embryosunun implantasyonunda bir¢ok agama
oldugunu gdstermistir (9). Implantasyonun ilk asamasi olarak embryo polarite gostermekte ve
bir kutuptan endometriuma yaklagmaktadir. Bu yonelme ‘“appozisyon” olarak anilir ve
appozisyonun gerceklestigi sirada bir sonraki asama olan adezyon i¢in hazirliklar baglar ve
uterin sekresyonlar icinde 1-3 giin kalan blastokist zona pellusidasindan kurtularak kendini
adezyona hazirlar. Blastokistin endometrial yiizeyle temas etmesiyle birlikte “adezyon”
gergeklesir. Insan uterusunda implantasyon noktas1 genellikle orta hatta olup iist kisimda ve
posterior duvardadir. Son basamak, blastokistin epiteli gegmesi ve stromaya dogru ilerlemesi

ile karakterize “invazyonun” baslamasidir.

Tim bu basamaklar temelde seks steroidlerinin ve diger hormonlarin kontrol ettigi ¢ok
sayida gen aktivasyonu ve inaktivasyonu ile giden oldukca karisik alt noktalardan olusur.
Endometrium, implantasyonla iliskili oldugu bilinen en az 3 sitokin sentezlemektedir: colony-
stimulating factor-1 (CSF-1), leukemia-inhibitory factor (LIF) ve interlokin-1 (IL-1) (10).
CSF-1 hem endometrium hem de preimplantasyon embryoda eksprese olur. CSF-1 mutasyonu

olan ratlarin implantasyon kaybi nedeniyle infertil olduklar1 bulunmustur (11). Benzer sekilde



gorev yapan LIF ve IL-1 genlerinde mutasyon olan ratlarin da infertil oldugu bulunmustur
(12). Implantasyonun adezyon basamaginda “cell adhesion molecule (CAM) family” olarak
adlandirilan ve integrin, selektin, cadherin ve immunoglobulin olmak {iizere 4 alt gruptan
olusan bir gen ailesi rol almaktadir. Bu molekiiller glikoprotein yapisinda olup hiicre-hiicreye
adezyonun gerceklesmesini saglamaktadirlar (13). Integrinler transmembran hiicre yiizey
reseptorii olup kollajen, fibronektin ve lamininleri baglarlar. Endometrial integrin
ekspresyonu siklik dalgalanma gdosterir ve implantasyon doneminde en yiiksek seviyeye ulagir
(14). Blastokist de benzer sekilde implantasyonla uyumlu olacak diizeylerde integrin eksprese
eder (15). Selektinler de glikoprotein yapisinda olup P-selektin, L-selektin ve E-selektin
olmak tizere 3 formda bulunurlar. Preimplantasyon embryoda yiiksek miktarda L-selektin
ekspresyonu tespit edilmistir (16). Cadherinler de glikoprotein yapisindadir ve E-, P- ve N-
cadherin olmak {iizere 3 formda bulunurlar. E-cadherin molekiiliiniin preimplantasyon
gelisimde 6nemli oldugu bulunmustur (17). Immiinglobulin ailesi genis olup en énemli iiyesi
“intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)"dir. Tiim bu molekiillerin yaninda, insan
blastokistinin endometriuma implantasyonunda, prostaglandinler, tromboksanlar, biiylime
faktorleri gibi ¢ok cesitli molekiiller rol alir. Bu kadar karmasik mekanizmalar1 ve molekiilleri
iceren implantasyon olayinda rol alan genlerin bir kisminin imprint (damgalanmis) gen olmast
sasirtict olmayacaktir. Insanda yaklasik olarak 100 tane imprint gen tanimlanmis olup bunlar

temel olarak implantasyon ve fetal gelisimde rol almaktadirlar.

Genomik imprinting, genetik materyalin paternal ya da maternal kokenli olmasina
bagli olarak hem kromozomal hem de allelik diizeyde farkli ifade edilmesidir ve normal
embriyofetal gelisim ve biiyiime i¢in imprinted (damgalanmig) genlerin dogru kurulmasi,

korunmasi ve aktarilmasi gereklidir (18,19). Bu asamalardaki herhangi bir kusur bu genlerin



aktivitelerini degistirerek gelisimi herhangi bir noktada durdurabilir ya da anormal gelisime

yol acabilir.

Insan embryosu igin epigenetik programlamanin gerceklestigi iki kritik donem
mevcuttur: birincisi gametogenez donemi digeri ise preimplantasyon donemidir (20).
Gametogenez sirasinda gerceklesen programlama “imprinting” (damgalanma) mekanizmasi
icin esastir. Damgalama mekanizmasi anneden ve babadan gelen genlerin farkli olarak ifade
edilmesine imkan tanimaktadir. Gonadlara giren primordial germ hiicrelerinde demetilasyon
islemi hem damgalanmis hem de damgalanmamis tiim genler igin gergeklesir ve hiicreler
erkekte mitozda ve kadinda mayozda beklemeye baslarlar. Takiben, hiicre siklusunun
devaminda, spermlerde daha fazla olmak iizere yeniden metilasyon islemi baslar ve hem
sperm hiicresinin hem de ovumun genetik materyalleri tiim genleri icine alacak sekilde
metillenmis olur. Eger fertilizasyon gerceklesirse ikinci bir kez hizli bir demetilasyon siireci
baglar fakat bu donemdeki demetilasyondan damgalanmis genler korunurlar (21). Diger
genlerde ise implantasyondan hemen Once tekrar metilasyon gerceklesir (22).
Implantasyondan hemen o6nce gerceklesen bu epigenetik programlamada esas hedef
implantasyon, biiylime ve gelisimi etkileyen ve damgalanmis olan genlerdir. Damgalanmis
genler, diger genlerden farkli olarak, ikinci demetilasyon isleminden etkilenmediklerinden
fertilizasyondan sonra da metillenmis durumlarin1 korurlar ve implantasyon &ncesi
gerceklesen bu metilasyon ve demetilasyon asamalarindan etkilenmezler ve bu yolla

etkilerinin uygun dozda aktif olmalar1 saglanir.
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Lucifero D ve ark. Hum Reprod Update 2004 (22).

HI19 geni maternal alelden transkripte olur ve insanda gosterilen sayili damgalanmis
genlerden biridir (23,24). Gen lokusu 11pl15.5 olup IGF-2 genine yakin lokalizasyonda
bulunmaktadir (25). Farkli olarak IGF-2 geni paternal alelden transkripte olur (26). Bu iki
genin ortak cis-regulatuar sekanslar1 vardir (27,28) ve bir ¢ok dokuda ayni anda eksprese
olurlar (29). IGF-2’nin ¢esitli dokular i¢in 6nemli bir proliferasyon ve differansiasyon gorevi
iistlendigi iyi bilinmekle birlikte H19 geninin tam fonksiyonu uzun yillardan beri yapilan
caligmalara ragmen halen net olarak anlagilamamistir. H19 un proteine translasyonu olmaz ve
RNA molekiilii olarak fonksiyon goriir (30). Baz1 dokularin proliferasyon ve differansiasyonu
sirasinda  yogun bir sekilde eksprese olmasi nedeniyle diizenleyici gorevi iizerinde
durulmaktadir. H19 ekspresyonu 6zellikle embryogenez ve fetal hayatta belirgin olup (31),
postnatal donemde birgok dokuda ekspresyonu baskilanir (32). Aym1 zamanda H19’un bir
onkofetal RNA oldugu ve bu geni eksprese eden dokulardan gelisen cocukluk c¢agi

tiimorlerinde ekspresyonunun belirgin oldugu gosterilmistir (33,34).



H19 geninin ekspresyonunun postnatal hayatta nadiren devam ettigi dokulara ilging iki
ornek over ve endometriumdur (3). H19’un endometrium ve overde endometrial ve follikiiler
degisikliklere paralel olarak siklik ekspresyonu oldugu bulunmustur (3). Buna gore,
proliferatif fazda endometriumdaki stromal hiicrelerde orta derecede H19 ekspresyonu oldugu
bulunmustur (fetal endometriumdaki H19 ekspresyonundan biraz daha az). Ekspresyonu
oviilasyonla birlikte hemen diismekte ve erken sekretuar fazda oldukga diisiik seyretmektedir.
Daha sonra H19 ekspresyonu giderek artmakta ve siklusun 21. giiniinde oldukg¢a yiiksek

seviyelere ulagtiktan sonra hafif artisla siklusun sonunda en yiiksek degerine ulagmaktadir.

Ayni calisma, IGF-2 ekspresyonunun da endometriumda izlendigini ve menstriiel
siklusun donemleriyle degistigini gostermistir (3). Proliferatif faz ve erken sekretuar donemde
cok diisiik seviyelerde bulunan IGF-2 ekspresyonu gec¢ sekretuar fazda yiiksek seviyelere
ulagmaktadir. Bu yoniiyle H19’a benzer sekilde eksprese olan IGF-2, H19’dan farkli olarak

yalniz stromal hiicrelerden degil ayn1 zamanda glandiiler epitelden de eksprese edilir.



I1I. GEREC VE YONTEM

3.1. Aracg ve Gerecler
3.1.1.Cihazlar
e Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya)
e Spin vortex ( Biosan FV-2400, Rusya )
e Kuru isitict blok (Biosan TDB-120, Rusya)
e Manyetik karistiric1 (Assistent TMA 2071, Almanya)
e Masaiistii mini santrifiij (Hettich Mikro 22, Almanya)
e Masaiistli mini sogutmali santrifiij (Hettich Mikro 22R, Almanya)
e Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000, ABD )
e pH metre (WTW 422, Almanya)
e Mikropipetler (CLP Bt10, Bt100, Bt1000 Beta pipetor, ABD)
e Derin dondurucu (-86°C) (Sanyo MDF-U53865, Japonya)
e Derin dondurucu (-30°C) (Sanyo MDF-U333, Japonya)
e Giivenlik Kabini (DanLaf VFRS 1206, Danimarka)
e Azot tanki (Air liquide GT212, Fransa)
e Thermal Cycler (Thermo Hybaid PCR-sprint, ABD)
e Real time PCR cihaz1 (Roche LightCycler, Almanya)
e Jel goriintiileme sistemi (Kodak Gel Logic 100, ABD)
e Mikrodalga firin (Argelik MD553, Tiirkiye)
e Elektroforez gii¢ kaynagi (Thermo EC250-90, ABD)
e Elektroforez tanki (Thermo Midicell Primo EC330, ABD)

e UV transluminator (LKB 2011, ABD)



3.1.2. Kimyasal Maddeler

Tris-HCI (Sigma, ABD)

KCI (Sigma, ABD)

MgCl, (Fermantas, Litvanya)

CaCl, (Merck, Almanya)

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

Serum fizyolojik (Eczacibasi, Tiirkiye)

Steril distile su (Eczacibasi, Tiirkiye)

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

Izopropanol (Amresco, ABD)

Saf etanol (Carlo Erba, italya)

DNaz I recombinant (Roche, Almanya)

TagMan Master mix (Roche, Almanya)

IGF-2, H19 ve GADPH primerleri (Tibmolbiol, Almanya)
IGF-2, GADPH, H19 LNA problar1 (UPL, Almanya)
PCR tamponu (Fermantas, Litvanya)

dNTP karisimi1 (Fermantas, Litvanya)

Taq DNA polimeraz (Fermantas, Litvanya)

Agaroz (ONBIO Inc., Kanada)

Etidyum Bromiir (Sigma, ABD)

Tris baz1 (Sigma, ABD)

Borik asit (Merck, Almanya)

Gliserol (Sigma, ABD)



e Orange G (Sigma, ABD)
e Rsal ve Apal restriksiyon enzimleri ve tamponlar1 (Fermentas, Litvanya)

e 100 b¢ molekiiler agirlik belirteci (Fermentas, Litvanya)

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

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

3.2. Cozeltilerin Hazirlanisi

3.2.1. 0.5 M EDTA (pH: 8) Cozeltisi Hazirlanisi

e EDTA186.1¢g

e 800 ml distile su

Kimyasallar ¢oziindiikten sonra 1 litre olacak sekilde iizerine distile su eklendi ve pH

ayarlandi.

3.2.2. 5X TBE Cozeltisi Hazirlanis1

o Tris bazi 54¢
e Borik asit 275¢g
e 0,5MEDTA (pH:8) 20 ml

Kimyasallar ¢6ziindiikten sonra 1 litre olacak sekilde tizerine distile su eklendi.

3.2.3. 1X TBE Cozeltisi Hazirlanisi

5X TBE’ den 200 ml alinarak iizerine 800 ml distile su eklenerek 1000 ml’ye tamamlandi.



3.2.4. Etidvum Bromiir Cozeltisi Hazirlanisi

10 mg etidyum bromiir 1 ml distile suda ¢dziilerek hazirlandi.

3.2.5. Orange G Jel Yiikkleme Tamponu Hazirlanisi

e Gliserol 55ml
e Orange G 100 mg
e X TBE c¢ozeltisi 45 ml

Karstirilarak ¢oziiliir.

3.3. Agaroz Jel Hazirlanisi
%2’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 2 g agaroz hassas terazide tartildi. 1X TBE ¢ozeltisi
ile 100 mI’ye tamamlandi. Mikrodalga firin kullanilarak kaynatildi. Agarozun homojen bir
sekilde erimesinden ve sicaklik 60°C’ ye diistiikten sonra 3 ul etidyum bromiir eklendi.
Hazirlanan karisim elektroforez tepsisine dokiildii. Jel donduktan sonra yatay elektroforez

tankina yerlestirildi. Jelin {izerini ortecek sekilde 1X TBE ¢6zeltisinden eklendi.

3.4. Yontemler

3.4.1. Calisma Grubu ve Klinik Ozellikler

Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan
desteklenen 01/2005-65 kodlu bu c¢alisma iiniversitemiz yerel etik kurulu tarafindan
onayland1. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali’na
basvuran 30 birey ¢aligmaya dahil edildi. A¢iklanamayan infertilite tanim olarak en az 1 yillik
diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebelik elde edememis ve yapilan temel
infertilite tetkiklerinde diizenli oviilasyonu oldugu tespit edilmis, histerosalpingografileri
normal olup tubal faktorii ekarte edilmis ve semen analizi normal olup erkek faktorii ekarte
edilmis hastalar olarak kabul edildi. Bu kriterlere sahip olan 15 hasta ¢alisma grubunu

olustururken, fertilitesini kanitlamig 15 saglikli kadin kontrol grubunu olusturdu. Kontrol



grubundaki saglikli kadinlarin en az 1 yasayan ¢ocuklarinin olmasi ve obstetrik dykiilerinde
basarisiz implantasyonu diisiindiirecek spontan abort, blighted ovum ya da missed abort gibi
bir dykiilerinin olmamas1 sart1 arandi. Agiklanamayan infertilite grubuna dahil edilen tiim
hastalar primer infertildi. Hi¢birinde daha 6nce klinik gebelik elde edilememisti. Bu hastalarin
hepsinin histerosalpingografisi normal olarak degerlendirilmis ve higbirinde tubal faktor
diistiniilmemigti. Caligmaya alinmadan once laparoskopisi yapilmis 7 hastanin higbirinde
infertiliteyi aciklayacak patolojik bulgu saptanmamisti. 15 hastadan 2’sine calisma Oncesi
histeroskopi yapilmisti. Bu iki hastanin birine polipektomi yapilmis digerinin endometrial
kavitesi normal olarak degerlendirilmisti. Tiim hastalarin eslerinin sperm analizleri yapilmisti
ve hicbirinde anormallik tespit edilmemisti. Tiim hastalarda daha 6nce en az 3 kez oviilasyon

indiiksiyonu ve intrauterin inseminasyon denenmis ancak gebelik elde edilememisti.

Hem hasta hem de kontrol grubundakiler ¢alismaya alinmadan dnce arastirma

konusunda bilgilendirildi. Tiim olgulardan aydinlatilmig onamlar1 alindi.

Aciklanamayan infertilitesi olan hastalarla fertil kadinlarin endometriumundaki
H19 ve IGF-2 imprint genlerinin ekspresyonlarinin karsilastirildigi bu ¢alismanin en 6nemli
noktasi hastalardan yapilan endometrial giinlemeydi. Tiim 6rneklemeler luteal fazda siklusun

20-26 giinleri arasinda yapildi. Bu periyoda karar verirken su faktorler géz 6niine alindi:



- Her menstriiel siklusun kisa bir bolimiinde endometrium implantasyon igin
uygundur ve bu doneme “implantasyon penceresi” denir. Endometriumun reseptivitesi
oviilasyondan sonra yaklasik 6-8 giinde baslar ve yaklasik 4 giin siirer (35). Bu da siklusun

20-26. giinleri arasina denk gelir.

- H19 ekspresyonu oviilasyonla birlikte hemen diismekte ve erken sekretuar fazda
oldukca diisiik seyretmektedir. Daha sonra H19 ekspresyonu giderek artmakta ve siklusun 21.
giiniinde oldukca yiiksek seviyelere ulastiktan sonra hafif artigla siklusun sonunda en yiiksek
degerine ulasmaktadir (3). IGF-2 ekspresyonu da proliferatif faz ve erken sekretuar dénemde
cok diisiik seviyelerde iken gec sekretuar fazda yiiksek seviyelere ulasmaktadir. Bu yoniiyle

H19’a benzer sekilde eksprese olmaktadir.

- Secilen 20-26 giin arasindaki periyot hem implantasyon penceresini olusturmakta

hem de H19 ve IGF-2 ekspresyonunun yiiksek diizeyde oldugu doneme denk gelmektedir.

Orneklemelerin tamamu steril pipelle kaniilii ile yapilmis olup érnekleme sonucu elde
edilen doku iki esit parcaya ayrilarak hem genetik inceleme hem de patolojik olarak Noyes
klasifikasyonuna (36) gore endometrial giinleme gergeklestirilmistir. Ayrica, drneklemenin

yapildig1 giin hastalarin serum progesterone seviyelerine de bakilmistir.

Ayrica her iki grupta, implantasyon ve basarili gebelik iizerine etki edebilecekleri
diisiiniilerek tiroid fonksiyon testleri ve tam trombofili paneli bakildi (37). Tiroid fonksiyon
testleri normalken, yalniz tiroid antikor pozitifliginin goriildiigli durumlarin infertilite tizerine

etkileri net olmadigindan tiroid antikorlar1 rutin olarak bakilmadi (38).



3.4.2.Endometriyvum Dokusundan Total RNA Saflastirilmasi

Hastalardan steril pipelle ile alinan endometriyum Ornekleri steril petride serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra RNA izolasyonuna uygun (50mg- 100mg) biiyiikliiklerde
steril bistiiri ile kiigiik parcalara ayrildi. DNaz ve RNaz free 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine
alinan doku ornekleri hizli bir sekilde siv1 azot i¢inde donduruldu. Ornekler izole edilinceye

kadar - 80°C’ de saklandi.

Doku oOrneklerinden total RNA saflastirma islemi peqGOLD TriFast™
dokudan RNA izolasyon kiti kullanilarak, asagida yazili olan protokole goére yapildi.

Kontaminasyonu engellemek amaci ile islemler giivenlik kabininin i¢inde gergeklestirildi.

1- 1.5 ml’ lik ependorf tiip i¢inde bulunan 50-100 mg arasindaki dokular ¢6ziinmeden
pastle ile homojenize edildi.

2- Homojenat lizerine 1000 mikrolitre (ul) TriFast eklendi ve oda sicakliginda 5 dk
bekletildi.

3- 200 ul kloroform eklenerek, 15 sn boyunca karistirildi ve 10 dk oda sicaklifinda

tutuldu.

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

5- Ust faz yeni bir steril 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarildi ve {izerine 500 pul
izopropanol eklenip karistirildi.

6- Ornekler 1.5 saat -20 °C’de bekletildi. 11.500 rpm’de 10 dk 4°C’de santrifiij edildi.

Stipernatant atildi.



7- DNA kontaminasyonunu engellemek icin 60 pl DNaz (pg basina 5U DNaz), 300 ul
DNaz Buffer I ve 400 ul DEPC’li su eklenerek 30 dk 37 °C sicakliginda bekletildi.

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

9- 12.000 rpm’de 10 dk 4 °C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan siipernatant atild.

10- 1000 pl %75’lik alkol ( taze hazirlanir) eklenerek, 12.000 rpm’de 10 dk 4 °C’de
santrifiij edildi. Pelete dokunmadan siipernatant atildu.

11- Peletin {izerine tekrar 1000 pl %751k alkol eklenerek, 12.000 rpm’de 10 dk 4 °C’de
santrifiij edildi. Pelete dokunmadan siipernatant atildi.

12- Pelet kurumaya birakildi. 30-50 ul DEPC’li su ile sulandirildi. Caligma giiniine kadar

-80 °C’ de saklandh.

3.4.3. cDNA Sentez Tepkimesi

Elde edilen RNA’lar spektrofotometre’de [RNA i¢in 260 nanometre’de (nm);
protein i¢in 280 nm] Olcililerek mikrolitre/ mikrogram (pl/ug) miktarlart ve safliklar
belirlendi. Primer olarak random hegzamerler kullanilarak ¢cDNA sentez kiti ile total
RNA’dan cDNA sentezi gerceklestirildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve

miktarlar1 tablo-1’de verilmistir.



Tablo I. RT-PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon

Hacim

Steril H,O-PCR grade -

Reaksiyon Tamponu Ix (8mM MgCl,)
dNTP ImM

Random hegzamerler 60 uM

RNaz inhibitorii 20 tinite (U)

Ters Transkriptaz 10U

Total RNA l pg

RNA  miktarina
degisken

4 ul

2 ul

2 ul

0.5 ul

0.5 ul

1 pg olacak sekilde

gore

RT-PCR karisimi ince ¢eperli 0.2°lik tliplere hazirlandiktan sonra saflastirilan

total RNA eklendi.

3.4.3.1. RT-PCR Programi

Otomatik 1s1 dongii cihaz1 asagida belirtilen programa ayarlanarak elde edilen

RNA’lardan cDNA elde edildi.



Sicaklik Zaman Dongii sayisi

Primer Baglanmasi 25°C 10 dk 1 dongii
Ters transkripsiyon 50 °C 60 dk 1 dongii
Inaktivasyon 85 °C 5dk 1 dongii
Sogutma 4°C - 1 dongii

Reaksiyon sonrast cDNA oOrnekleri Real Time PCR’da kullanilincaya kadar

-20°C’de saklanda.

3.4.4. H19 ve IGF-2 Genlerinin ifadelenmesinin Real-Time PCR ile Degerlendirilmesi

H19 ve IGF-2 genlerinin ifadelenmesinin kantitatif degerlendirmesi i¢in Light
Cycler™ (LC) cihazi kullamldi (Sekil-2). Amplifikasyonlar 10 pl toplam tepkime hacmi
icerisinde, cDNA, bolgeye 6zgli primerler, UPL TaqMan probu ve LC TagMan Master mix
kullanilarak gerceklestirildi. H19 ve IGF-2 gen ifadelenmesini normalize etmek icin elde
edilen cDNA ornekleri, GADPH genine 6zgii primer ve UPL TagMan probu kullanilarak da

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

A: Real Time PCR cihazi

B:PCR tepkimesi igin gerekli sicaklik, siire ve dongii sayisinin bilgisayar ortaminda girildigi program

sayfasi

C:PCR tepkimesi i¢in hazirlanan karisimin konuldugu cam malzemeden {iretilmis kapiller

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

3.4.4.1. H19 Geninin Ifadelenme Diizeyinin Kantitatif Analizi

H19 genine ait UPL prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bolgesindeki
yerlesimleri sekil 3’ de gosterildi. UPL’den siparis edilen prob ve primerlerin

Ozelliklerini gosteren sekil UPL assay design sayfasindan alindi.



ProbeFinder has designed an optimal real-time PCR assay for:
NR_002196.1 Homo sapiens H19, imprinted maternally expressed transeript (H19) on chromosome 11.

Assay rank 1
Use probe #46 (cat. no. 04688068001)

Primer Length Position Tm %BGC Sequence
Left 20 1500 - 1518 &0 5§  ttacttoctocacggagtog
Right 20 1564 - 1583 54 §0  gotogotagomcoatttott
Amplicon (84 nt)

ttacttootocacggagtoggoacactatggotqooctotggyotoooaqaacocacaacatganagasatgrtgotacocago

The search was for intron spanning assays.

This assay has: All criteria met.

Length of intron(s) spanned by this assay: 78 nt

df

1 AA LA =

ttacttectocacggagten atgoctys tretttaccacgatqgoten

rregettotitacticotocacggagtoggeacactatortgoockotyggctoragaactraaacat gagaaatog tactace
il /“?\ e
i

Sekil III. H19 genine ait UPL prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bolgesindeki yerlesimleri

Sekil 3° de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-time PCR tepkimesi
LC cihazinda gerceklestirildi. Tepkime karigimini hazirlamak igin kullanilan kimyasal

maddeler tablo 2’de gosterilmistir.



Tablo I1. H19 real-time PCR tepkime karisimi1

Son konsantrasyon Hacim
dH,O - 6.2 ul
MgCL (25 mM) 4 mM 1.2 pl
H19 PrimerF (10 pmol/ul) 2.5 pmol 0.25 ul
H19 PrimerR (10 pmol/ul) 2.5 pmol 0.25 ul
H19 TagMan prob (100 pmol/ul) 10 pmol 0.1 pul
TagMan mix (10x) Ix I ul
cDNA - 1 ul

3.4.4.2. IGF-2 Geninin Ifadelenme Diizeyinin Kantitatif Analizi

IGF-2 genine ait UPL prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bdlgesindeki

yerlesimleri sekil 4’de gosterildi. UPL’den siparis edilen prob ve primerlerin 6zelliklerini

gosteren sekil UPL assay design sayfasindan alindi.



ProbeFinder has designed an optimal real-time PCR assay for:
BC000531.1]BC000531:EMBL[TRANDOO00100333:ASTD|HIT000029713:HAnvDB([IMAGpI58J0364:RZPD|IRALpI62P 021:RZPD
Homo sapiens insulin-like growth factor 2 (somatomedin A}, mRNA [cDNA cloneMGC:B683 IMAGE:2964584), complete cds.

Use probe #60 (cat. no. 04688580001)

Primer Length Position Tm ®GC Sequence
Left 18 788 - 807 1] it aagtocgagagagacgtat
Right 23 800 - 832 60 43 tocaggtgtoatattggasgaac
Amplicon (B4 nt)

aagtoogagagggacgtgtogaccoctoogacogtgot tooggacaacttooooagatacooogtgygoaagtiot tooaatatgacas
ctgga

The search was for infron spanning assays.

This assay has:

Length of intron(s) spanned by this assay: 281 nt

60

1 AAA 17

I L5 I

1t e 892

Sekil IV. IGF-2 genine ait UPL prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bdlgesindeki yerlesimleri

Sekil 4’ de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-time PCR tepkimesi
LC cihazinda gerceklestirildi. Tepkime karigimini hazirlamak igin kullanilan kimyasal

maddeler tablo 3°de verilmistir.



Tablo III. IGF-2 Real-time PCR tepkime karisimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,O - 6.2 ul
MgCL (25 mM) 4 mM 1.2 ul
IGF-2 PrimerF (10 pmol/ul) 2.5 pmol 0.25 pul
IGF-2 PrimerR (10 pmol/ul) 2.5 pmol 0.25 ul
IGF-2 TagMan prob (100 pmol/ul) 10 pmol 0.1 pl
TagMan mix (10x) 1x 1 ul
cDNA - 1 ul

3.4.4.3. GADPH Geninin ifadelenme Diizeyinin Kantitatif Analizi

GADPH genine ait UPL prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bdlgesindeki

yerlesimleri sekil 5°de gosterildi. UPL’den siparis edilen prob ve primerlerin 6zelliklerini

gosteren sekil UPL assay design sayfasindan alindi.



ProbeFinder has designed an optimal real-time PCR assay for:
NM_002046.3 Homo sapiens glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), mRNA.

Assay rank 1
Use probe #60 (cat. no. 04688589001)

Primer Length Position ™m %GC Sequence
Left 19 83 -101 60 58 agccacatogotcagacac
Right 19 130 - 148 60 53 goccaatacgaccaaatoe

Amplicon (66 nt)

agccacatcgotcagacaccatggggaaggtgaaggtcggagtcaacggatttggtegtattggge

The search was for intron spanning assays.
This assay has: All criteria met.

Length of intron(s) spanned by this assay: 1631 nt
60

1 AA A A A A A 1310

agccacatcgotcagacac  tggogasg CCtasaccagoataacocy

?gﬁgagccacatcgctcagacaccatggggaaggtgaaggtcggagt?giggtcgwt tgggcgcctggtf%g
237 1631

Sekil V. GADPH genine ait UPL prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bolgesindeki yerlesimleri

Sekil 5°de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-time PCR tepkimesi
LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karisimini hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal

maddeler tablo 4’de gosterildi.



Tablo IV. GADPH Real-time PCR tepkime karigimi1

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

Real-time PCR karigimlar1 hazirlandiktan sonra kapiller tliplere dagitildi ve
iizerine cDNA’ler eklendi. Kapiller tiipler 3000-5000 rpm’de 10 sn santrifiij edildi. Ttpler
yerlestirildikten sonra LC cihazinda asagida belirtilen amplifikasyon programi kullanilarak

PCR tepkimesi gergeklestirildi. IGF-2, H19 ve GADPH genleri i¢in ayn1t PCR programi

kullanildi.



3.4.4.4. H19. IGF-2 ve GADPH LC Deney Programi

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Dongtiler 1

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

Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0




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

Program Verisi Deger

Dongtiler 50

Analiz Modu Cogalma

Sicakhik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10 sn 20 sn

Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0 10.0




Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger
Dongtiler 1
Analiz Modu -
Sicakhik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 30 sn
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

Reaksiyon sonucu herbir bireye ait H19, IGF-2 ve GADPH genleri mRNA
ifadelenme diizeyini gosteren crossing point (Cp) degerleri belirlendi. H19 ve IGF-2

ifadelenme diizeyleri GADPH ifadelenme diizeyine gore normalize edildi.

3.4.5.Endometriyvum Dokusunda H19 ve IGF-2 Genlerinin metilasyon

diizevylerinin (allelik ifadelenmesi) Belirlenmesi

HI19 ve IGF-2 genlerinin allelik ifadelenmelerini belirlemek amaciyla
endometriyum dokularindan genomik DNA elde edildi. H19 geninde tanimlanan (rs2839704)
ve IGF-2 geninde tanimlanan (rs680) polimorfizmleri Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) yontemiyle belirlendi. Heterozigot olan drneklerin, RNA’ larindan elde
edilen cDNA’ lar ayni primerler kullanilarak ile ¢ogaltildi ve RFLP yontemiyle

genotiplendirildi. DNA ve cDNA genotiplendirme sonuglari karsilastirildi. Buna gére; DNA



ve cDNA genotipi heterozigot olan Ornekler biallelik, DNA genotipi heterozigot, cDNA

genotipi homozigot olan 6rnekler ise monoallelik olarak kabul edildi.

3.4.5.1. Dokudan Genomik DNA Eldesi

Calismaya dahil edilen her bireyden steril pipel ile alinan endometriyum
orneklerinden High Pure PCR Template preparation kit kullanilarak genomik DNA elde

edildi. DNA eldesinde kullanilan kit protokolii asagida belirtilmistir.

1- Kiigiik parcalara ayrilmigs doku 6rnegi tizerine 200 ul doku parcalayici tampon, 40 pl
Proteinaz K eklenerek tim doku tamamen pargalanana kadar 1 saat 55 °C’ de
bekletildi.

2- 200 pl binding buffer eklenerek 70 °C” de 10 dk bekletildi.

3- 100 pl izopropanol eklenerek karistirildi.

4- Kalan doku parcalar1 pipet yardimiyla uzaklastirildi.

5- Toplama tiipiine kitin iginden cikan filtre yerlestirildi. Ornegin sivi kismu filtreye
aktarild.

6- 8000 g’ de 1dk santrifiij edildi.

7- Filtre yeni bir tiipe yerlestirildi.

8- 500 pl inhibitér removal buffer eklendi.

9- 8000 g’ de 1dk santrifiij edildi.

10- Filtre yeni bir tiipe yerlestirildi.

11- 500 pl wash buffer eklendi.

12- 8000 g’ de 1dk santrifiij edildi.

13- Filtre yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

14- 500 pl wash buffer eklendi.



15- 8000 g’ de 1dk santrifiij edildi.

16- Tiipiin altindaki s1v1 dokiildii ve filtre ayni tiipe yerlestirildi.

17- 13000 g’ de 5 dk santrifiij edildi.

18- Filtre yeni 1.5 ml’ lik ependorf tlipe aktarildi. Daha dnceden 1sitilmig elution buffer’
dan 200 pl eklendi.

19- 8000 g’ de 1 dk santrifiij edildi. Elde edilen genomik DNA -20 °C’ de saklandi.

3.4.5.2. Genomik DNA’dan H19 Geni (rs2839704) Polimorfizminin

Belirlenmesi

H19 geni rs2839704 polimorfizmini igeren bolge 6zgiil primerler esliginde

cogaltild1.

3.4.5.2.1 H19 Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

Asagida belirtilen primerler kullanilarak 654 bg’lik bolge ¢ogaltildi. Bolgeyi
cogaltmak iizere sec¢ilen primerlerin genomdaki yerlesimleri asagidaki sekil 6’da

gosterildi.



HI19F (Forward Primer) 5’-TAC AAC CAC TGC ACT ACC TG-3’

H19R (Reverse Primer) 5’-GAA TGC TTC AAG GCT GC-3’

= i

2461 CTGGGCCTTTGANTCCGGACACANMACCCTCTAGCTTGGANNTGANTATGCTGCACTTTR

VCTACTCT G 3T

LCTACCTGACTCAGGAATCGGCTCTGGAAGGTGAGCACCAGCECTCCTTE

2581 CGGRAGCCTCCAGGCCCCCGAGCACCCTGCCCCCATCCCACCCACGTGTCGCTATCTCTA
2641 COTCAACCTACACCAACCACACCTCATCACCCCAACATCAAACACACCATCCCARACACCA
2701 GCGCCCGCAGCACCCACCCCGCACCGGCGACTCCATCTTCATGGCCACCCCCTGCGGCGG
2761 ACGGTTGACCACCAGCCACCACATCATCCCAGAGCTGAGCTCCTCCAGCGGGATGACGCC
2821 GTCCCCACCACCTCCCTCTTCTTCTTTTTCATCCTTCTGTCTCTTTGTTTCTGAGCTTTC
2881 CTGTCTTTCCTTTTTTCTGAGAGATTCRAAAGCCTCCACGACTCTGTTTCCCCCGTCCCTT
2941 CTGRATTTAATTTGCACTAAGTCATTTGCACTGGTTGGAGTTGTGGAGACGGCCTTGAGT

rs2839704

!

3001 CTCAGT*ICGAGTGTGCGTGAGTGTGAGCCACCTTGGCAAGTGCCTGTGCAGGGCCCGGCC

)

Rsal
3061 GCCCTCCATCTGGGCCGGGTGACTGGGLECCGGCTGTETGCCCGAGGCCTCACCCTGCCC

3121

Sekil VI. H19 gen bolgesini ¢ogaltan primerler ve bolgenin genomdaki yerlesimi ve rs2839704 polimorfizmi

icin kullanilan Rsal restriksiyon enzimi ve kesim yeri. Referans: ENSG00000130600 giris no’lu dizi.



H19 gen bolgesini ¢cogaltmak icin kullanilan malzemelerin oranlar1 asagidaki tablo

5’te gosterilmistir.

Tablo V. H19 gen bolgesi PCR karigimi

Stok Son derisimi Total Hacim: 50 pl
dH,O - - 31.8 ul
PCR tamponu 10x 1x 5ul
MgClL, 25 mM 2.5mM Syl
DMSO - %4 4 ul
dNTP 10 mM 100 uM 0.5ul
HI19F 100 pmol/ul 50 pmol/pl 0.5 ul
HI9R 100 pmol/ul 50 pmol/pl 0.5 ul
Tag DNA polimeraz 50/l 1.0 U/l 0.2l
DNA - - 2.5 ul

PCR tepkime karisimi tablodaki miktarlara gore hazirlandi. Karisim PCR

tiiplerine dagitildiktan sonra saflastirilan genomik DNA’dan 2.5 ul eklendi. Otomatik 1s1

dongii cihazinda tablo 6’da belirtilen programa gore PCR tepkimesi uygulandi.

Tablo VI. H19 PCR programi

Derece Stire Dongii Sayisi
Ayrilma 94°C 5dk T 1
94°C 30 sn
Primer Baglanmasi 65°C 1 dk 30
Zincir Uzamasi 72°C 1 dk
Zincir Uzamasi 72°C 5 dk 1




Cogaltilan PCR iiriinlerinin analizi agaroz jel elektroforezi yontemi ile

gerceklestirildi.

3.4.5.3. cDNA’dan H19 Geni (1rs2839704) Polimorfizminin Belirlenmesi

H19 152839704 polimorfizmini igeren bdlge 06zgilil primerler esliginde
cogaltild1.

3.4.5.3.1 H19 Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

Asagida belirtilen primerler kullanilarak 573 bg¢’lik bolge cogaltildi. H19
geninin genomik DNA’dan ve cDNA’dan ¢ogaltilmasi sirasinda ayni primerler kullanilmastir.
Elde edilen iiriinler arasindaki fark ekzonlar arasina giren intron biiyiikliigiinden
kaynaklanmaktadir. Bolgeyi ¢ogaltmak {izere secilen primerlerin genomdaki yerlesimleri

sekil 7°de gosterildi.



HI19F (Forward Primer) 5’-TAC AAC CAC TGC ACT ACC TG-3’

H19R (Reverse Primer) 5’-GAA TGC TTC AAG GCT GC-3’

1621
legl CTCTGGARAGGTGRAAGCTAGAGGARCCAGACCTCATIAGCCCARACATCRAARGACACCATCG
1741 GRAACAGCAGCGCCCGCAGCRACCCACCCCGCACCGGIGACTCCATCTTCATGGCCACCCCC
1801 TGCGGCGGACGGTITGACCACCAGCCACCACATCATCCCAGAGCTGAGCTCCTCCAGCGGG
1861 ATGACGCCGTCCCCRCCACCTCCCTCTICTTCTTTITCATCCTITCTGTICTCTTTGTTTCT
1921 GAGCULITCCrErCrrrCcr I CTGAGAGAT ICAAAGCCTCCACGACTC TG CCCC
1981 CGTCCCTTCTGAATTTAATTITGCACTAAGTCATTTSCACTGGTTGGAGTTGTGGAGACGG

rs2839704

l

2041 CCTTGAGTCTCAGT*ICGAGTGTGCGTGAGTGTGASCCACCTTGGCAAGTGCCTGTGCHGG

1

Rsal

2101 GCCCGGCCGCCCTCCATCTGGGCCGGGETGACTGGGIGCCGECTGTGTGCCCGAGGCCTCA

Sekil VII. cDNA’dan H19 geni rs2839704 polimorfizmini igeren bolgenin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler,

Rsal restriksiyon enzimi ve kesim yeri. Referans: ENST00000252900 giris no’lu dizi.



H19 gen bolgesini ¢cogaltmak icin kullanilan malzemelerin oranlar1 asagidaki tablo

7’de gosterilmistir.

Tablo VII. H19 gen bolgesi PCR karigimi

Stok Son derisimi Total Hacim: 50 pul
dH,O - - 318wl
PCR tamponu 10x Ix Sul
MgCl, 25 mM 2.5 mM 5ul
DMSO - %4 4 ul
dNTP 10 mM 100 uM 0.5ul
HI19F 100 pmol/ul 50 pmol/pl 0.5 ul
HI9R 100 pmol/ul 50 pmol/pl 0.5 ul
Taq DNA polimeraz 5U0/ul 1.0 U/ul 0.2 ul
cDNA - - 2.5l

PCR tepkime karisimi tablodaki miktarlara gore hazirlandi. Karisim PCR
tiiplerine dagitildiktan sonra ¢cDNA’dan 2.5 pl eklendi. Otomatik 1s1 dongii cihazinda tablo

8’de belirtilen programa gore PCR tepkimesi uygulandi.

Tablo VIII. H19 PCR programi

Derece Siire Dongii Sayisi
Aynlma 94°C 5dk 1
94°C 30 sn )
Primer Baglanmasi 55°C 1 dk S~ 30
Zincir Uzamasi 72°C 1 dk
7

Zincir Uzamast 72°C 5dk 1




Cogaltilan PCR iiriinlerinin analizi agaroz jel elektroforezi yontemi ile

gerceklestirildi.

3.454. HI19 Geni PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde

Degerlendirilmesi

PCR firiinlerinin analizi agaroz jel elektroforez yontemi ile gerceklestirildi.
Amplifikasyon sonras1 ornekler % 2’lik agaroz jelde molekiiler agirlik belirteci esliginde 50
dk 100 volt sabit akimda yiiriitiildii. Jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip fotografi

cekildi.

3.4.5.5.H19 Geni PCR Uriinlerinin Rsal Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Rsal, Rhodopseudomonas sphaeroides’ den elde edilen bir restriksiyon
enzimidir. Cift zincirli DNA’y1 5"-GTYAC-3’ dizisinden tantyarak kesim yapar. Guanin (G)
iceren allel ise ilgili enzim i¢in kesim noktasi tasimamaktadir. Adeninden Guanine (A—GQG)
bir niikleotit degisimi olmasi halinde Rsal enziminin tanidigi bolge kaybolur ve kesim
gerceklesmez.

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

bireylerde ise 654, 488 ve 166 b¢ olmak iizere ii¢ bant olusur.

cDNA’ dan PCR tepkimesi sonrast 573 b¢’lik PCR iirlinli Rsal restriksiyon
enzimi ile kesilmistir. Kesim sonucu niikleotit degisimi olan (GG) bireylerde 573 bg’lik tek
bant, her iki allelinde niikleotit degisimi tagimayan (AA) bireylerde 407 ve 165 bg’ lik iki

bant, heterozigot (AG) bireylerde ise 573, 407 ve 165 b¢ olmak {izere {i¢ bant olusur.



3.4.5.5.1. Deneyin Yapilisi

1- 1.5 mI’lik ependorf tiipiliniin i¢ine 15 pl PCR {iriinii konuldu.

2- 17 pul son hacim igerisinde 10 U Rsal restriksiyon enzimi ve 1 pl 10X Buffer
Tango tamponu [ 33 mM Tris-asetat (pH 7.9:37°C), 10 mM magnezyum
asetat, 66 mM potasyum asetat, 0.1 mg/ml BSA] eklendi.

3- 37 °C’ de bir gece kuru 1s1tic1 blokta inkiibe edildi.

4- Inkiibasyon sonrast tiiplerin i¢ine 5 ul Orange G jel yiikleme boyasi eklendi.

5- % 2’lik agaroz jelde molekiiler agirlik belirteci esliginde 50 dk 100 volt

sabit akimda yiiriitiildii. Jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip

fotografi ¢ekildi.

3.4.5.6. Genomik DNA ve cDNA’dan IGF-2 Geni (rs680) Polimorfizminin

Belirlenmesi

IGF-2 geni rs680 polimorfizmini igeren bdlge 0Ozgiil primerler esliginde

cogaltildi. cDNA ve genomik DNA’ dan elde edilen PCR iirlinlerinin biiytikliikleri, reaksiyon

sirasinda kullanilan malzemelerin oranlari ve PCR kosullar1 aynidir.

3.4.5.6.1 IGF-2 Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

Asagida belirtilen primerler kullanilarak 292 b¢’ lik bolge PCR ile ¢ogaltildi.

Secilen primerlerin genomdaki yerlesimleri asagidaki sekil 8’de gosterilmistir.



ApaP1F (Forward Primer) 5’CTT GGA CTT TGA GTC AAATTG G ¥

ApaP1R (Reverse Primer) 5’GGT CGT GCC AAT TAC ATT TCA TTT GCA3’

5 CTTGGACTTTGAGTCARATTGG 3
29341 TCCCTTGGACTTTGAGTCARATTGGCCTGRACTTGAGTCCCTGRAACCAGCARAGAGRAARR
rs680

!

29401 GAAGGICC*CCAGAAATCACAGGTGGGCACGTCGCTGCTACCGCCATCTCCCTTCTCACGG

!

Apal
29461 GAATTTTCAGGGTAAACTGGCCATCCGAARATAGCAACAACCCAGACTGGCTCCTICACTC

29521 CCTTTTCCATCACTARARATCACAGAGCAGTCAGAGGGACCCAGTARGRACCARAGGAGGS

295681 GAGGACAGAGCATGAARACCAAAATCCATGCAAATGAAATGTAATTGGCACGACCCTCAC

aF el alunbdYalninbt:Yadinlnk Yy Yalalaalalnfal i "X
30 ACGTTTACTTTACATTARCCGTGCTGGE o

U o LV R B o Vo ANV N AN R N L

Sekil VIII. IGF-2 gen bdlgesini ¢ogaltan primerler ve bolgenin genomdaki yerlesimi ve rs680 polimorfizmi igin

kullanilan Apal restriksiyon enzimi ve kesim yeri. Referans: ENSG00000167244 giris no’lu dizi.



IGF-2 gen bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan malzemelerin oranlar1 agagidaki

tablo 9°da gosterilmistir.

Tablo IX. IGF-2 gen bolgesi PCR karigimi

Stok Son derisimi Total Hacim: 50 pl
dH,0 - - 37.7 ul
PCR tamponu 10x Ix Sul
MgCl, 25 mM 1.5 Mm 3ul
dNTP 10 mM 100 uM 0.5 ul
ApaP1F 100 pmol/ul 50 pmol/pl 0.5ul
ApaP1R 100 pmol/pl 50 pmol/pl 0.5 ul
Taq DNA polimeraz 5U0/ul 1.0 U/l 0.2 ul
DNA veya cDNA - - 2.5 ul

PCR tepkime karisimi tablodaki miktarlara gore hazirlandi. Karisim PCR
tiiplerine dagitildiktan sonra saflastirilan genomik DNA veya ¢cDNA orneginden 2.5 pl
eklendi. Otomatik 1s1 dongii cihazinda tablo 10’da belirtilen programa gore PCR tepkimesi

uygulandi.

Tablo X. IGF-2 PCR programi

Derece Siire Dongii Sayisi
Ayrilma 94°C 5dk 1

94°C 30 sn
Primer Baglanmasi 55°C 1 dk 30
Zincir Uzamasi 72°C 1 dk

Zincir Uzamast 72°C 5dk 1




Cogaltilan PCR iiriinlerinin analizi agaroz jel elektroforezi yontemi ile

gerceklestirildi.

3.4.5.7 IGF-2 Geni PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde

Degerlendirilmesi

PCR f{iriinlerinin analizi agaroz jel elektroforez yontemi ile gerceklestirildi.
Amplifikasyon sonrasi érnekler % 2’lik agaroz jelde molekiiler agirlik belirteci esliginde 50
dk 100 volt sabit akimda yiiriitiildii. Jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip fotografi

cekildi.

3.4.5.8. IGF-2 Geni PCR Uriinlerinin Apal Restriksivon Enzimi ile Kesimi

Apal, Acetobacter pasteurianus’ un Apal genini tasityan E. coli’den elde edilen
bir restriksiyon enzimidir. Cift zincirli DNA’y1 5-GGGCCYC-3’ dizisinden taniyarak kesim
yapar. PCR tepkimesi sonrasi1 292 b¢’lik PCR f{iriinii Apal restriksiyon enzimi ile kesilmistir.
Bu bolgede guanin (G) igeren allel Apal enzimi i¢in kesim noktasi igerir. Adenin (A) igeren
allel ise ilgili enzim ic¢in kesim noktasi tagimamaktadir. Guaninden adenine (G—A) bir
niikleotit degisimi olmasi halinde Apal enziminin tamidigr bolge kaybolur ve kesim
gerceklesmez. Dolayisi ile enzim kesiminden sonra niikleotit degisimi olan (AA) bireylerde
292 bg’lik tek bant, her iki allelinde niikleotit degisimi tasimayan (GG) bireylerde 226 ve 65

be¢’lik iki bant, heterozigot (GA) bireylerde ise 292, 226 ve 65 bg olmak {izere ii¢ bant olusur.



3.4.5.8.1 Deneyin Yapilist

1- 1.5 mI’lik ependorf tiipiliniin i¢ine 15 pl PCR {iriinii konuldu.

2- 17 pl son hacim igerisinde 10 U Apal restriksiyon enzimi ve 1 pl 10X
Buffer B [10 mM Tris-HCI (pH 7.5; 37°C), 10 mM MgCl,, 0.1 mg/ml BSA]
tamponu eklendi.

3- 30 °C’ de bir gece kuru 1s1tic1 blokta inkiibe edildi.

4- Inkiibasyon sonrast tiiplerin i¢ine 5 ul Orange G jel yiikleme boyasi eklendi.

5- % 2’ lik agaroz jelde molekiiler agirlik belirteci esliginde 50 dk 100 volt
sabit akimda yiiriitiildii. Jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip

fotografi ¢ekildi.

3.4.6 Istatistiksel Analiz Yontemleri

Iki gruptaki hastalar1 yas, tiroid fonksiyon testleri, gen mutasyonlar1 disindaki trombofili
faktorleri, 6rnekleme giinleri ve progesterone seviyelerini agisindan karsilastirmak i¢in Mann-
Whitney U testi kullanilmistir. FV Leiden, MTHFR ve protrombin gen mutasyonlari
acisindan fark olup olmadigini anlamak ig¢in ki-kare testi uygulanmistir. Hasta ve kontrol
grubu endometriyum dokularinda izlenen IGF-2 ve H19 mRNA ifadelenmesine ait veriler
REST (2005 Beta V1.9.9) program ile karsilastirilmistir. Anlamlilik degeri p< 0.05 olarak

kabul edilmistir.



IV. BULGULAR

Aciklanamayan infertil gruptaki hastalarin timii primer infertil hastalardi. Bu gruptaki
ciftlerin ortalama infertilite siiresi 73.2 + 53.2 ay (minimum: 18 ay; maksimum: 216 ay)
olarak bulunmustur. Tiim hastalarin ¢aligma oncesi yapilmis histerosalpingografileri mevcut
olup, hepsi normal olarak degerlendirilmistir. 15 hastadan 7’sine ¢alismadan 6nce laparoskopi
uygulanmisti ve higbirinde patolojik bulgu tespit edilmemisti. 15 hastadan 2’sine calisma
oncesi histeroskopi yapilmisti. Bu iki hastanin birine polipektomi yapilmis digerinin
endometrial kavitesi normal olarak degerlendirilmisti. Onbes hastanin eslerine ¢alisma oncesi
sperm analizi yapilmistir. Buna gore, ortalama sperm sayist 99.4 + 95.1 milyon (minimum: 15
milyon; maksimum: 296 milyon) ve ortalama sperm motilitesi yiizde 56.3 + 9.8 (minimum:

%?33; maksimum: %73) olarak bulunmustur.

Bu hastalara ortalama 3.8 + 1.5 (minimum: 3; maksimum: 8) intrauterin inseminasyon
yapilmisti. Hicbir hastada klinik gebelik elde edilememisti. Her hasta i¢in yapilan toplam
intrauterin inseminasyon sayisi ve intrauterin inseminasyon Oncesi yapilan oviilasyon

indiiksiyonunda kullanilan ilaglar tablo 11°de 6zetlenmistir.



Tablo XI. infertil hastalarin OI + IUI sikluslarinin 6zeti

Hasta IUI 6ncesi kullanilan ilag IUI sayis1
1 Puregon 3
2 Klomen + Puregon 8
3 Puregon 3
4 Puregon 4
5 Klomen + Gonal F 6
6 Puregon 3
7 Klomen + Gonal F 4
8 Klomen 3
9 Puregon 3
10 Gonal F 4
11 Gonal F 3
12 Puregon + Gonal F 4
13 Puregon + Gonal F 4
14 Klomen 3
15 Klomen + Puregon 3




Bunun yani sira fertilitesi bilinen 15 hastadan olusan kontrol grubunda ortalama
gravida 2.8 (minimum: 1; maksimum: 8) ve ortalama parite 2.3 (minimum: 1; maksimum: 4)
olarak tespit edildi. Kontrol grubundaki hastalarin higbirinin obstetrik dykiisiinde spontan
abortus, missed abortus ya da blighted ovum gibi basarisiz implantasyon ve gebeligi
diisiindiirecek bir bulgu yoktu. Ac¢iklanamayan infertilite nedeniyle calismaya dahil edilen 15
hastanin yas ortalamasi 30.6 + 5.5 iken kontrol grubunu olusturan 15 hastanin yas ortalamasi
31.7 + 4.0 olarak tespit edildi ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(p=0.738). Her iki gruptaki kadinlar saglikli bireyler arasindan secilmis ve kronik hastaliklar

olanlar ¢alisma dis1 birakilmistir.

Bu calismada her iki grup tiroid fonksiyon testleri agisindan da degerlendirildi.
Aciklanamayan infertilite grubunda ortalama TSH degeri 1.9 + 0.9 plU/ml iken kontrol
grubunda 1.9 + 0.7 plU/ml olarak bulunmustur ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark tespit edilmemistir (p=0.709). Ac¢iklanamayan infertilite grubunda ortalama serbest T3
degeri 2.6 + 0.5 pg/ml iken kontrol grubunda 2.7 + 0.5 pg/ml olarak bulunmustur ve iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p=0.803). Aciklanamayan
infertilite grubunda ortalama serbest T4 degeri 1.1 + 0.2 ng/dl iken kontrol grubunda 1.1 + 0.3
ng/dl olarak bulunmustur ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit

edilmemistir (p=0.289).

Ayrica, her iki gruptaki hastalarin trombofili panelleri de incelenmistir. Her iki
gruptaki hastalardan higbirinin antitrombin 3 seviyesi normal sinirlarin disinda degildi
(normal sinirlar: % 80-120). Hasta grubunda ortalama antitrombin 3 degeri % 98.6 + 7.3 iken
kontrol grubunda ortalama antitrombin 3 degeri % 100.9 + 10.4 olarak bulunmustur ve her iki

grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p=0.723).



Aciklanamayan infertilite grubundan 4 hastanin, kontrol grubundan ise 3 hastanin
protein C seviyeleri normalden diisiik bulundu (normal sinirlar: % 70-130). Hasta grubunda
ortalama protein C degeri % 84.7 + 24.9 (minimum: % 56; maksimum: % 128) iken kontrol
grubunda ortalama protein C degeri % 91.1 + 31.4 (minimum: % 53; maksimum: % 132)
olarak bulunmustur ve her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit

edilmemistir (p=0.708).

Aciklanamayan infertilite grubundan 3 hastanin, kontrol grubundan ise 5 hastanin
protein S seviyeleri normalden diisiik bulundu (normal sinirlar: % 65-140). Hasta grubunda
ortalama protein S degeri % 91.3 + 30.7 (minimum: % 45; maksimum: % 132) iken kontrol
grubunda ortalama protein S degeri % 86.5 + 32.1 (minimum: % 45; maksimum: % 124)
olarak bulunmustur ve her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit

edilmemistir (p=0.693).

Aciklanamayan infertilite grubundan 3 hastanin, kontrol grubundan ise 4 hastanin
aktive protein C rezistansi (APCR) seviyeleri normalden yiiksek bulundu (normal deger: < %
0.86). Hasta grubunda ortalama APCR degeri % 0.69 + 0.17 (minimum: % 0.40; maksimum:
% 0.90) iken kontrol grubunda ortalama APCR degeri % 0.65 + 0.22 (minimum: % 0.30;
maksimum: % 0.98) olarak bulunmustur ve her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark tespit edilmemistir (p=0.588).

Ayrica, trombofili paneli kapsaminda tiim hastalarin faktdor V Leiden mutasyonlari,
protrombin gen mutasyonlari1 ve metilen tetrahidrofolat gen mutasyonlari arastirilmistir. Tim

hastalarin sonuglari tablo 12°de 6zetlenmistir.



Tablo XII. Trombofili paneli sonuglari
FV Leiden MTHFR MTHFR Protrombin
C677T A1298C

Hasta 1 Normal Normal Normal Normal
Hasta 2 Heterozigot Heterozigot Normal Normal
Hasta 3 Heterozigot Normal Normal Heterozigot
Hasta 4 Normal Heterozigot Normal Heterozigot
Hasta 5 Normal Heterozigot Normal Normal
Hasta 6 Normal Normal Normal Normal
Hasta 7 Normal Normal Heterozigot Normal
Hasta 8 Normal Normal Normal Normal
Hasta 9 Heterozigot Normal Normal Normal
Hasta 10 Normal Normal Normal Normal
Hasta 11 Normal Normal Normal Heterozigot
Hasta 12 Heterozigot Heterozigot Normal Normal
Hasta 13 Heterozigot Normal Normal Normal
Hasta 14 Normal Normal Normal Normal
Hasta 15 Normal Normal Heterozigot Normal
Kontrol 1 Normal Normal Heterozigot Normal
Kontrol 2 Normal Normal Normal Normal
Kontrol 3 Normal Normal Normal Normal
Kontrol 4 Normal Normal Normal Heterozigot
Kontrol 5 Normal Heterozigot Heterozigot Normal
Kontrol 6 Heterozigot Heterozigot Normal Normal
Kontrol 7 Normal Normal Normal Normal
Kontrol 8 Normal Normal Normal Normal
Kontrol 9 Heterozigot Normal Heterozigot Heterozigot
Kontrol 10 Normal Heterozigot Normal Normal
Kontrol 11 Normal Normal Normal Normal
Kontrol 12 Normal Normal Normal Normal
Kontrol 13 Normal Normal Normal Normal
Kontrol 14 Normal Heterozigot Normal Normal
Kontrol 15 Heterozigot Normal Normal Normal




Faktor 5 Leiden mutasyonu ac¢isindan degerlendirildiginde, hasta grubunda %66.6
heterozigotluk varken kontrol grubunda 9%33.3 heterozigotluk bulunmustur ve iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0.409). MTHFR C677T
mutasyonu her iki grupta da %26.7 oraninda heterozigot olarak tespit edimistir. MTHFR
A1298C mutasyonu agiklanamayan infertilite grubunda %13.3 heterozigot iken kontrol
grubunda %20.0 heterozigot olarak bulunmustur ve iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamistir (p=0.568). Protrombin gen mutasyonu ise agiklanamayan
infertilite grubunda %20.0 heterozigot iken kontrol grubunda %13.3 heterozigot olarak

bulunmustur ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir (p=0.568).

Endometrial 6rnekleme sonuglar: tablo 13°te gosterilmistir. Buna gore, agiklanamayan
infertilite grubunda endometrial 6rnekleme yapilan giiniin ortalama degeri 21.8 + 1.7 iken
kontrol grubunda endometrial 6rnekleme yapilan giiniin ortalama degeri 21.5 + 0.8 olarak
tespit edilmis ve bu acidan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir
(p= 0.596). Ayrica her iki grup endometrial 6rnekleme yapilan gilinlerde bakilan serum
progesteron seviyeleri acisindan degerlendirildiginde, agiklanamayan infertilite grubunda
ortalama serum progesteron seviyesi 11.3 + 6.3 ng/ml ve kontrol grubunda ortalama serum
progesteron seviyesi 9.7 + 3.5 ng/ml olarak bulunmustur ve iki grup arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmamaistir (p=0.281).



Tablo XIII. Serum progesteron ve endometrial glinleme sonuglari

Orneklemenin Serum progesteron | Noyes klasifikasyonuna
yapildig1 seviyesi gore endometrial
siklus giinii (ng/ml) giinleme sonucu
Hasta 1 21 8,60 erken sekretuar
Hasta 2 20 13,60 22.giin
Hasta 3 22 16,10 21.glin
Hasta 4 21 9,70 erken sekretuar
Hasta 5 21 13,60 17.giin
Hasta 6 21 13,60 proliferatif endometrium
Hasta 7 21 3,10 17.glin
Hasta 8 21 2,30 erken sekretuar
Hasta 9 21 13,70 19.giin
Hasta 10 25 8,80 23.giin
Hasta 11 24 10,00 26.giin
Hasta 12 21 27,50 17.glin
Hasta 13 26 2,30 26.giin
Hasta 14 21 12,80 2]1.giin
Hasta 15 21 13,20 18.giin
Kontrol 1 21 1,20 24.¢gilin
Kontrol 2 22 12,50 17.glin
Kontrol 3 21 9,30 26.giin
Kontrol 4 22 9,00 interval
Kontrol 5 23 9,40 22.glin
Kontrol 6 22 5,70 25.giin
Kontrol 7 21 11,40 16.giin
Kontrol 8 23 11,50 22.glin
Kontrol 9 21 12,40 23.giin
Kontrol 10 20 10,90 erken sekretuar
Kontrol 11 22 12,80 23.glin
Kontrol 12 22 15,30 24.giin
Kontrol 13 21 10,30 22.glin
Kontrol 14 21 6,50 26.gilin
Kontrol 15 21 7,20 23.giin




HI19 ve IGF-2 genlerinin ifadelenmesinin kantitatif degerlendirmesi i¢in Light
Cycler™ cihaz1 kullanildi. H19 ve IGF-2 gen ifadelenmelerini normalize etmek i¢in hasta ve
kontrol gruplarina ait her bir cDNA 6rnegi, GAPDH genine 6zgii primer ve UPL TagMan

probu kullanilarak c¢alisildi.

H19 ve IGF-2 genlerinin normalize etmek i¢in segilen GAPDH geninin mRNA
diizeyinde ifadelenmesini kantitatif olarak gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait

amplifikasyon egrisi sekil 9°da gosterilmistir.
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Sekil IX. Hasta ve kontrol grubunu olugturan bireylerin GAPDH geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini
kantitatif olarak gosteren amplifikasyon egrileri; GAPDH geni Real Time PCR tepkimesine ait Cr (treshold

cycle) degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresans sinyali izlenmektedir.



HI19 geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini kantitatif olarak gosteren Real-Time

PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi sekil 10°da gosterilmistir.
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Sekil X. Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin H19 geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini kantitatif
olarak gosteren amplifikasyon egrileri; H19 Real Time PCR tepkimesine ait Cr (treshold cycle) degerleri yatay

eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresans sinyali izlenmektedir.



IGF-2 geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini kantitatif olarak gosteren Real-Time

PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi sekil 11°de gosterilmistir.
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Sekil XI. Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin IGF-2 geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini
kantitatif olarak gdsteren amplifikasyon egrileri; IGF-2 Real Time PCR tepkimesine ait Cr (treshold cycle)

degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresans sinyali izlenmektedir.

Relatif gen ifadelenmesi sonuglart REST programi kullanilarak “Pfaff]” matematiksel

yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida belirtilmistir.




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

ifadelenme oranini1 géstermektedir.

4.1. H-19 Geninin ifadelenme Diizeyinin Degerlendirmesi

H19 geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesinin hasta grubunda kontrol grubuna gore
yaklasik 4 kat daha az oldugu goriildii (ifadelenme oranmi= 0.237). Hasta grubundaki mRNA
ifadelenmesindeki bu azalma istatistiksel olarak da anlamli bulundu (p=0.0001). H19 mRNA
ifadelenmesinin hasta ve kontrol gruplar arasindaki istatistiksel degerlendirmesi tablo 14’te

gosterilmistir.

4.2. IGF-2 Geninin ifadelenme Diizevinin Degerlendirmesi

Hasta ve kontrol gruplart karsilastirildiginda IGF-2 mRNA ifadelenmesinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (p=0.015). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda
hasta grubundaki IGF-2 mRNA ifadelenmesinin yaklagik 1.5 kat arttig1 belirlendi (ifadelenme
orani=1.557). IGF-2 mRNA ifadelenmesinin hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki istatistiksel

degerlendirmesi tablo 14’te gosterilmistir.



Tablo XIV. IGF-2 ve H19 mRNA ifadelenmelerinin hasta ve kontrol arasindaki istatistiksel

analizi
Gen Ifadelenme  Std. Hata %95 GA p degeri Sonug

0.744
GAPDH 1.000 1.377 0.602-1.607 1.000

0.894 [fadelenme Diizeyinde
IGF-2 1.557 2.636 0.532-4.337 0.015 Artma

0.744
GAPDH 1.000 1.377 0.602 -1.607  1.000

0.114 [fadelenme Diizeyinde
H19 0.237 0.490 0.057- 0.681 0.0001 Azalma




Grafik 1’de GAPDH, H19 ve IGF-2 genlerinin Real time PCR sonuglarmin REST
programiyla degerlendirilmesi sonucu elde edilen kutu grafigi gosterilmistir. H19 ve IGF-2

genlerine ait mRNA ifadelenmelerinde goriilen artma ve azalma grafik 2’de gosterilmistir.
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Grafik 1. H19 ve IGF-2 genlerine ait Real Time PCR sonuclarmin hasta ve kontrol gruplarina gére dagiliminin
kutu grafigi (whisker box plot) ile gosterimi. Kutular ¢eyreklerarast araligi gosterir. Kutunun ortasindaki ¢izgi
ortanca, kutunun yukarisina veya agagisina uzanan gizgiler sinir olarak bilinir. Ust simirin sonunda en yiiksek

deger alt sinirin sonunda da en diisiik deger gosterilmektedir.
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Grafik II. H19 ve IGF-2 mRNA ifadelenme diizeylerinin karsilastiriimasi
* Hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlam oldugunu gostermektedir.

H19 ve IGF-2 mRNA ifadelenmelerinin normalizasyonlart GAPDH genine gore yapilmistir.

4.3. Endometriumda H19 Geninin Allelik ifadelenmesi

H19 geninin allelik ifadelenmesinin belirlenmesi i¢in 15 hasta ve 15 kontrolden alinan
endometrium dokularindan genomik DNA elde edildi. rs2839704 polimorfizmini igeren H19
gen bolgesi 6zgiil primerler kullanilarak g¢ogaltildi. Bu polimorfizmin RFLP yontemiyle
belirlenmesinde Rsal restriksiyon enzimi kullanildi. DNA’dan elde edilen sonuglara gére H19
icin 15 hastadan 8 tanesi, 15 kontrolden ise 7 tanesi informatif (heterozigot) bulundu.
Bireylerin allelik ifadelenmelerinin belirlenmesi i¢in DNA sonucuna gore heterozigot olan
bireylerin cDNA’ sindan ayni primerler ile H19 gen bdlgesi cogaltildi. Elde edilen PCR
iirlinleri Rsal restriksiyon enzimi kullanilarak kesildi. DNA ve ¢cDNA genotipi heterozigot
olan ornekler biallelik, DNA genotipi heterozigot, cDNA genotipi homozigot olan 6rnekler
ise monoallelik olarak kabul edildi. DNA ve cDNA’ dan elde edilen sonuglara gore H19

acisindan informatif olan 8 hastanin ve 7 kontroliin hepsinin monoallelik ifadelendikleri



belirlendi. HI9 geninin allelik ifadelenmesini gosteren agaroz jel fotografi sekil 12°de
gosterilmistir. Hastalarin ve kontrollerin H19 genine ait allelik ifadelenmeleri Tablo 15°te

gosterilmistir.
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Sekil XII. H19 geni 152839704 polimorfizmini igeren bdlgenin DNA ve cDNA’dan elde edilen PCR {irtinlerini
ve Rsal restriksiyon enzimi ile kesimini gdsteren agaroz jel fotografi

B: 100 bg’ lik agirlik belirteci,

1. kuyu; DNA” dan yapilan PCR f{iriinii

2. kuyu; DNA” dan yapilan PCR sonucunda elde edilen {iriiniin Rsal restriksiyon enzim kesim sonucu

3. kuyu; cDNA’ dan yapilan PCR iiriinii

4. kuyu; cDNA’ dan elde edilen PCR {iriiniinden monoallelik ifadelenmenin gosterildigi Rsal restriksiyon enzimi
kesim sonucu

5. kuyu; DNA kontaminasyonunun belirlenmesi i¢in yapilan RNA eklenmis PCR iiriinii



4.4. Endometriumda IGF-2 geninin Allelik ifadelenmesi

IGF-2 geninin allelik ifadelenmesini gostermek icin 15 hasta 15 kontrol olmak iizere
toplam 30 endometrium dokusundan genomik DNA elde edildi. Uygun primerler ile
cogaltilan IGF-2 gen bolgesinde yer alan rs680 polimorfizmi RFLP yontemiyle belirlendi. Bu
polimorfizmin belirlenmesinde Apal restriksiyon enzimi kullanildi. DNA’ dan elde edilen
sonuclara gore IGF-2 i¢in 15 hastadan 7 tanesi informatif (heterozigot) iken, 15 kontrolden 6
tanesi informatif bulundu. Bireylerin allelik ifadelenmelerinin belirlenmesi i¢in DNA
sonucuna gore heterozigot olan bireylerin cDNA’sindan ayn1 primerler ile IGF-2 gen bolgesi
cogaltildi. Elde edilen PCR fdirlinleri Apal restriksiyon enzimi ile kesildi ve rs680
polimorfizmini i¢eren Ornekler belirlendi. DNA ve cDNA genotipi heterozigot olan 6rnekler
biallelik, DNA genotipi heterozigot, cDNA genotipi homozigot olan drnekler ise monoallelik
olarak kabul edildi. DNA ve cDNA’ dan elde edilen sonuglara gore IGF-2 acisindan
informatif olan 7 hastanin ve 6 kontroliin hepsinin monoallelik ifadelendikleri belirlendi. IGF-
2 geninin Allelik ifadelenmesini gosteren agaroz jel fotografi Sekil 13°te gosterilmistir.

Hastalarin ve kontrollerin IGF-2 genine ait allelik ifadelenmeleri Tablo 15°te gosterilmistir.



500 b¢—>
AD0 b —
300 b¢—> «— 292 bt

«— 226b
200 b¢—> : ¥

100 h¢—

Sekil XIII. IGF-2 geni rs680 polimorfizmini igeren bolgenin DNA ve cDNA’dan elde edilen PCR iiriinlerini ve
Apal restriksiyon enzimi ile kesimini gosteren agaroz jel fotografi

B: 100 bg’ lik agirlik belirteci,

1. kuyu; DNA’ dan yapilan PCR {iriinii

2. kuyu; DNA” dan yapilan PCR sonucunda elde edilen {iriiniin 4pal restriksiyon enzim kesim sonucu

3. kuyu; cDNA’ dan yapilan PCR {iriinii

4. kuyu; cDNA’ dan elde edilen PCR iiriiniinden monoallelik ifadelenmenin gosterildigi 4pal restriksiyon
enzimi kesim sonucu

5. kuyu; DNA kontaminasyonunun belirlenmesi i¢in yapilan RNA eklenmis PCR iiriinii



Tablo XV. H19 ve IGF-2 genlerinin allelik ifadelenmeleri

IGF-2 (Apal) H19 (Rsal)

No DNA RNA  Agciklama DNA RNA Aciklama

1 Hasta GA GG Monoallelik GG

2 Hasta GA AA Monoallelik GG

3 Hasta GG AG GG Monoallelik
4 Hasta GA AA Monoallelik AG GG Monoallelik
5 Hasta GG AG AA Monoallelik
6 Hasta GA AA Monoallelik AA

7 Hasta GG AG AA Monoallelik
8 Hasta AA AG AA Monoallelik
9 Hasta GA GG Monoallelik AG GG Monoallelik
10  Hasta GA GG Monoallelik AA

11  Hasta GG GG

12 Hasta GG AA

13 Hasta GA GG Monoallelik AG GG Monoallelik
14 Hasta GG GG

15 Hasta GG AG GG Monoallelik
16 Kontrol GA AA Monoallelik AA

17 Kontrol GG AG GG Monoallelik
18 Kontrol GA GG Monoallelik AA

19 Kontrol GG AG AA Monoallelik
20 Kontrol GG AG GG Monoallelik
21 Kontrol AA AA

22 Kontrol GA GG Monoallelik AG AA Monoallelik
23 Kontrol GG AA

24  Kontrol GG AG GG Monoallelik
25 Kontrol GA AA Monoallelik AA

26 Kontrol GG GG

27 Kontrol GG AG GG Monoallelik
28 Kontrol GA AA Monoallelik GG

29 Kontrol GA GG Monoallelik AA

30 Kontrol AA AG AA Monoallelik




5. TARTISMA

Implantasyon, blastokistin maternal endometrial yiizeye baglanarak plasentay1
olusturmasi ve bu yolla bliyiiyen fetiis ile maternal sirkiilasyon arasinda iletisim kurulmasi
olarak tanimlanmistir (1,2). Fetiis ile anne arasindaki bu interaksiyon son derece kompleks
olup cok cesitli molekiillerin ve genlerin katilimini igermektedir. Appozisyon, adezyon ve
invazyonda rol alan molekiiller ve genler uzun bir liste olusturmaktadirlar. Endometrium,
implantasyonla iligkili oldugu bilinen en az 3 sitokin sentezlemektedir: colony-stimulating
factor-1 (CSF-1), leukemia-inhibitory factor (LIF) ve interlokin-1 (IL-1) (10). Ayrica,
implantasyonun adezyon basamaginda ‘“cell adhesion molecule (CAM) family” olarak
adlandirilan ve integrin, selektin, cadherin ve immunoglobulin olmak {izere 4 biiyiik alt
gruptan olusan bir gen ailesi rol almaktadir. Bu molekiiller hiicre-hiicreye adezyonun
gerceklesmesini saglamaktadirlar (13). Tiim bu molekiillerin yaninda, insan blastokistinin
endometriuma implantasyonunda, prostaglandinler, tromboksanlar, biliyiime faktorleri gibi

cok cesitli molekiiller rol alir.

Bu kadar karmasik mekanizmalar1 ve molekiilleri i¢ceren implantasyon olayinda rol
alan genlerin bir kisminin imprint (damgalanmis) gen olmasi sasirtici olmayacaktir. Bugiin
icin ortaya koyulan ve yaklasik yiiz kadar oldugu diisiiniilen damgalanmis genlerin hemen
timii implantasyon, plasentasyon ve embriyofetal gelisim ic¢in gereklidir ve normal gelisim
icin uygun dozlarda ve uygun zamanlarda aktivasyonlar1 6nemlidir. H19 ve IGF2 {izerinde en
cok calisilmis, 6nemi c¢esitli ¢alismalarda ortaya konmus damgalanmis genlerden ikisidir.
Ancak bu genlerin implantasyondaki olasi rollerini arastiran herhangi bir ¢alisma bugiine
kadar literatiirde bildirilmemistir. Endometriumda, bu genlerin ekspresyonuyla ilgili olarak

tim literatiirde yalniz 2 c¢alisma mevcuttur. Ariel I ve ark. (3) 1997 yilinda yaptiklari



calismada damgalanmis H19 ve IGF-2 genlerinin endometriumdaki ekspresyonlarini ve bu
ekspresyonlarin menstriiel siklusla birlikte degisimini incelemislerdir. Buna gore, proliferatif
fazda endometriumdaki stromal hiicrelerde orta derecede H19 ekspresyonu oldugu
bulunmustur (fetal endometriumdaki H19 ekspresyonundan biraz daha az). Ekspresyonu
oviilasyonla birlikte hemen diismekte ve erken sekretuar fazda oldukga diisiik seyretmektedir.
Daha sonra H19 ekspresyonu giderek artmakta ve siklusun 21. giiniinde oldukg¢a yiiksek
seviyelere ulastiktan sonra hafif artigla siklusun sonunda en yiiksek degerine ulagsmaktadir.
Ayni ¢aligmada, IGF-2 ekspresyonunun da endometriumda izlendigini ve menstriiel siklusun
donemleriyle degistigini gostermistir (3). Proliferatif faz ve erken sekretuar donemde ok
diisikk seviyelerde bulunan IGF-2 ekspresyonu gec¢ sekretuar fazda yiiksek seviyelere
ulagmaktadir. Bu yoniiyle H19’a benzer sekilde eksprese olan IGF-2, H19’dan farkli olarak
yalniz stromal hiicrelerden degil ayn1 zamanda glandiiler epitelden de eksprese edilir. H19 ve
IGF-2 genlerinin endometriumdaki implantasyonuyla ilgili literatiirdeki ikinci ¢alisma Tanos
V. ve ark tarafindan yapilmistir (39). Bu calismada, H19 ekspresyonu hem epitelde hem de
stromada incelenmistir. Normal epitelde H19 ekspresyonu yokken, hiperplastik endometrium
epitelinde %15 ve neoplastik endometrium epitelinde %60 oraninda eksprese edildigi tespit
edilmistir. Stromadaki H19 ekspresyonu incelendiginde ise normal endometriumda %75,
hiperplastik endometriumda %55 ve neoplastik endometriumda %37 olarak tespit edilmistir.
Bu sonuglarla, epiteldeki H19 ekspresyonunun differensiasyonla iligkili olabilecegi ve H19
ekspresyonunun endometrium kanserinde ek bir histopatolojik ve prognostik belirte¢ olarak
kullanilabilecegi One siiriilmiistiir (39). Literatiirde bu iki ¢alisma disinda, H19 ve IGF-2
damgalanmis genlerinin endometriumdaki ekspresyonlariyla ilgili baska c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu acidan bizim ¢aligmamiz, damgalanmis genlerin implantasyondaki

fonksiyonlartyla ilgili olarak yapilmis literatiirdeki ilk ve tek ¢aligsmadir.



H19 geni insanda gosterilen ilk imprint (damgalanmis) genlerden biridir ve maternal
alelden eksprese edilir (35). Bu gen damgalanmis genlerin 6zel bir alt grubuna iiyedir ve
translasyona ugramayan RNA sentezi yapar (30). Ik kez Pachnis ve arkadaslar1 tarafindan 24
yil Once bulunmasina ragmen halen fonksiyonu tam olarak anlasilamamistir (32). H19
tizerinde yapilan ilk caligmalar insan plasentasinda ve bazi embryonik dokularda yogun
sekilde eksprese oldugunu gostermistir (29). Daha yakin zamanda yapilan ¢aligmalar ise, H19
geninin, birka¢ sekans uzagindaki bir kontrol bolgesi ve “CCCTC binding factor” araciligiyla
IGF-2 geninin ekspresyonunu diizenledigini ortaya koymustur (40,41). H19’un ayn1 zamanda
bir tiimor siipresor gen oldugu disiiniilmektedir. Normalde damgalanmis olan ve yalnizca
maternal ekspresyonu olan H19’un damgalanma kusuruyla ortaya ¢ikan ve 11p15.5 geninin
heterozigotluk kaybina yol agan durumlarda Wilm’s tiimorii, embryonel rabdomyosarkom ve

Beckwith-Wiedemann gibi kansere yatkinlik yaratan sendromlar goriilebilmektedir (42,43).

IGF-2 ise H19 genine yakin lokalizasyonda bulunan, bu genle paralel ¢alisan ancak
resiprokal damgalanmig bir gendir (25). Sekil 14, bu iki gen lokusunun iligkisini
gostermektedir. H19 geni kromozom {istiindeki damgalanmis genlerin sinirin1 olusturur ve
H19’dan hemen sonra gelen ilk genler NcTcl ve L23mrp iyi bilinen ve bialelik ekspresyonu

olan iki gendir (44,45).



Sekil XIV. H19 ve IGF-2 genlerinin komsulugu
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Hem H19 hem de IGF-2 fetal ve erken postnatal hayatta yliksek miktarda eksprese
olurlar. Yakin komsuluklar1 ve ortiisen ekspresyon paternleri dolayisiyla iki genin ortak
transkripsiyon regiilatdre sahip olduklar1 disiiniilmektedir. H19’un paternal alelinin
susturulmasi ve IGF-2’nin maternal alelinin susturulmasi ortak bir cis-acting elemana baglidir
(H19ICE) ve H19 lokusundan biraz yukarida bulunmaktadir (46,47). H19ICE bdlgesindeki
mutasyonlar ayni anda hem inaktif paternal H19 alelinin hem de inaktif IGF-2 maternal

alelinin aktivasyonuna neden olmaktadir (48).

HI19ICE (imprinting control region) lokusunun i¢inde, ve H19 gen lokusunun hemen
komsulugunda bulunan DMR (differentially methylated region) geninin temel gorevi IGF-2
sentezini uyaran promoter iirlinlerin yapimini baskilamaktir ve IGF-2 sentezini baskilayan
faktorlerin iiretimini artirmaktir. DMR geni paternal ve maternal kromozomlarda farkli olarak
metillenir. DMR, paternal kromozomda, gelisimin tiim asamalarinda hipermetile durumdadir
ve fonksiyon yapmaz. Bdylece IGF-2 sentezini uyaracak promoter {iriinlerin sentezi
baskilanmaz ve baskilayic1 faktorler sentezlenmez ve paternal kromozomdan IGF-2 bol
miktarda eksprese olur (46,49). Ayni zamanda, paternal kromozomdaki metillenmis DMR,

H19 sentezini de baskilar.



Metillenmemis maternal kromozom {iizerinde ise DMR aktiftir ve IGF-2 sentezini
baskilar. CTCF (CCCTC-binding factor) iyi bilinen bir IGF-2 baskilayicidir vee DMR
lokusunun ig¢inde CpG igeren sekanslarla iliskiye girerek fonksiyon goriir (50,51). Maternal
kromozom iizerindeki metillenmemis, bogs DMR bdlgesine baglanan CTCF IGF-2 sentezinin
baskilanmasini saglar ve ayni zamanda H19 sentezini tetikler.Eger her iki aleldeki DMR
metillenmezse, her iki alelden H19 sentezi artarken IGF-2 sentezi duracaktir. Bunun tersi bir
durumda, yani her iki aleldeki DMR metillenmisse o zaman CTCF baglanamayacak ve H19
baskilanirken IGF-2 sentezi fazla miktarda olacaktir ki, bu durum klinikte Wilms tiimorii gibi
neoplastik durumlarla ortaya cikmaktadir (52,53). Bazi durumlarda ise DMR bolgesi
inkomplet metillenebilmekte ve dolayisiyla parsiyel CTCF baglanmasiyla birlikte H19/IGF-2

ekspresyonu beklenmedik farkl sekillerde ortaya ¢ikabilmektedir (54).

H19 ve IGF-2 implantasyon, plasentasyon ve embriyofetal gelisim i¢in gereklidir, ve
normal gelisim i¢in uygun dozlarda ve uygun zamanlarda aktivasyonlari 6nemlidir. Postnatal
hayatta ekspresyonlar1 dokularda giderek azalan bu iki genin endometriumda tiim yasam boyu
ekspresyonlarinin devam etmesi ve menstriiel siklusun fazlariyla birlikte degiskenlik
gostermesi (3) bu genlerin implantasyonun embryo-fetal kisminda oldugu kadar endometrium
kisminda da etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu hipotezi test etmek i¢in planladigimiz
bu ¢aligmada en az {i¢ intrauterin inseminasyona ragmen klinik gebelik elde edilememis
primer infertil hastalarla fertilitesini kanitlamis hastalardan alinan endometrial 6rneklerden
calisgilan H19 ve IGF-2 seviyeleri karsilagtirillmistir. Her iki grup oncelikle implantasyonu
etkileyebilecek diger parametreler acisindan karsilastirilmistir. iki grup hasta yasi, tiroid
fonksiyon testleri ve trombofili panelleri acisindan benzer bulunmustur. Her iki grup
orneklemenin yapildig: giin acisindan da benzer bulunmustur. Bu noktada, ¢calisma dahilinde

tiim Orneklemelerin implantasyon penceresini i¢ine alacak sekilde IGF-2 ve H19’un en ¢ok



eksprese olduklar1 ge¢ sekretuar fazda yapilmasia 6zen gosterilmistir. Hastalarin ovulatuar
olduklarindan ve drneklemelerin geg luteal faza denk geldiginden emin olmak icin 6rnekleme
giinii hastalarin serum progesteron seviyelerine bakilmis ayni zamanda alinan Orneklerin
Noyes klasifikasyonuna gore endometrial giinlemelerinin yapilabilmesi i¢in mikroskopik
inceleme icin Patoloji departmanina gonderilmistir. Bu agilardan da iki grup arasinda fark

izlenmemistir.

Bu c¢alismada arastirillan temel parametre infertil gruptaki  hastalarin
endometriumundaki H19 ve IGF-2 ekspresyonunun fertil gruptan farkli olup olmadigiydi.
Diger bir deyisle, infertil hastalarin endometriumundaki H19 ve IGF-2 ekspresyonundaki bir
anormalligin bu hastalardaki implantasyon kusurunu agiklayip aciklayamayacag arastirilda.
H19 geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesinin hasta grubunda kontrol grubuna gore yaklasik
4 kat daha az oldugu goriildi (ifadelenme orani= 0.237). Hasta grubundaki mRNA
ifadelenmesindeki bu azalma istatistiksel olarak da anlamli bulundu (p=0.0001). Kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda hasta grubundaki IGF-2 mRNA ifadelenmesinin yaklasik 1.5 kat
arttig1 belirlendi (ifadelenme oran1i=1.557). Hasta ve kontrol gruplar1 karsilagtirildiginda IGF-
2 mRNA ifadelenmesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlendi (p=0.015). IGF-2 gen
iriiniiniin endometriumda proliferasyon yaptig1 ve H19 geninin IGF-2 ekspresyonunu kontrol
ettigi bilgileri goz Oniine alindiginda bu genlerin farkli miktarlardaki ekspresyonlarinin

endometriumun uygun proliferasyonunu bozarak implantasyon kusuruna yol ag¢masi

beklenebilir.



VI. SONUC

Biz bu calismada, maternal eksprese olan H19’un aciklanamayan infertil grupta
kontrol grubuna gore ekspresyonunun belirgin olarak daha diisiik ve paternal eksprese olan
IGF-2’nin agiklanamayan infertil grupta kontrol grubuna gore ekspresyonunun belirgin olarak
daha yiiksek oldugunu tespit ettik. Implantasyon igin &nemli olan bu iki genin
ekspresyonlarinin infertil grupta kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli olmasi bu

hastalarin infertilitelerinin zemininde yatan olas1 bir genetik temeli diisiindiirmektedir.



VIL. OZET

Implantasyon, embryo ile endometrium arasindaki kompleks ve sofistike iliskinin
sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu iligkiyi etkileyen hiicresel mekanizmalar ¢ok cesitlidir.
Bir ¢cok molekiiliin rol oynadigi implantasyon olaymi ¢ok sayida gen kontrol etmektedir.
Imprint (damgalanmis) genler, implantasyonda énemli rol oynadiklar1 diisiiniilen genlerdir.
H19 ve IGF-2 iizerinde en ¢ok calisilmig, Oonemi ¢esitli caligmalarda ortaya konmus
damgalanmis genlerden ikisidir. H19 ve IGF-2 genlerinin postnatal hayatta bir¢ok dokuda
ekspresyonlarinin azalip kaybolma noktasina gelirken endometriumda belirgin derecede
eksprese edilmeleri ve 6zellikle de ekspresyonlarinin menstriiel siklusun fazlariyla uyumlu
olarak degismesi ve ge¢ sekretuar donemde zirve yapmasi bu genlerin implantasyonda gorev
alabileceklerini diisiindiirmektedir. Siklusun 21. giliniiyle siklusun sonu arasinda en iist
diizeyde eksprese edilen H19 ve IGF-2’nin implantasyonun embryo tarafinda énemli rolii

oldugu zaten bilinirken, endometrium tarafindaki fonksiyonlar1 arastirilmamistir.

Bu noktadan yola ¢ikarak, bu ¢calismada, agiklanamayan infertilitesi olup daha 6nce en
az 3 basarisiz intrauterin inseminasyonu olan hastalardan siklusun ge¢ sekretuar doneminde
alman endometrial biopsilerdeki IGF-2 ve H19 ekspresyonunun, fertilite sorunu olmayan
kadinlardan siklusun ge¢ sekretuar doneminde alinan endometrial biopsilerdeki IGF-2 ve H19
ekspresyonuyla  karsilastirilmast  amaglanmistir.  Imprint  (damgalanmis)  genlerin
ekspresyonlarinin agiklanamayan infertil grupla fertil grupta fakli olup olmadigini arastirmaya
yonelik bir ¢alisma bugiine kadar yapilmamistir. Literatiirde, bu konuyla ilgili yapilmis olan
bu ilk c¢alismada biz, elde edilen sonuglarin “agiklamayan infertilite”si olan hastalarin
infertilitesini agiklama c¢abalarina yeni bir bakis agis1 getirmesini ve tizerinde ¢ok az ¢alisiimis

bu alanda yeni gelismeleri tetiklemesini amagladik.



H19 geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesinin hasta grubunda kontrol grubuna gore
yaklasik 4 kat daha az oldugu goriildii (ifadelenme orani= 0.237). Hasta grubundaki mRNA
ifadelenmesindeki bu azalma istatistiksel olarak da anlamli bulundu (p=0.0001). Hasta ve
kontrol gruplar1 karsilagtirildiginda IGF-2 mRNA ifadelenmesinde de istatistiksel olarak
anlamli bir fark gézlendi (p=0.015). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda hasta grubundaki

IGF-2 mRNA ifadelenmesinin yaklagik 1.5 kat arttig1 belirlendi (ifadelenme orani=1.557).

Biz bu calismada, maternal eksprese olan H19’un agiklanamayan infertil grupta
kontrol grubuna gore ekspresyonunun belirgin olarak daha diisiik ve paternal eksprese olan
IGF-2’nin ag¢iklanamayan infertil grupta kontrol grubuna gore ekspresyonunun belirgin olarak
daha yiiksek oldugunu tespit ettik. Implantasyon igin 6nemli olan bu iki genin
ekspresyonlarinin infertil grupta kontrol grubuna goére anlamli olarak farkli olmasi bu

hastalarin infertilitelerinin zemininde yatan olas1 bir genetik temeli diisiindiirmektedir.



VIII. SUMMARY

Implantation is a result of the complicated and sophisticated interaction between the
human embryo and the uterine endometrium. Diverse cellular mechanisms interfere with this
interaction. These various mechanisms are governed by different genes. Imprinted genes are
thought to play an important role in implantation. H19 and IGF-2 are two imprinted genes
which have been extensively studied. These genes are thought to take place during
implantation as they remain to be expressed in uterine endometrium although their expression
is scanty in most tissues during postnatal life and their expression is strictly dependent on the
menstruel cycle and peaks during the time period of luteal phase consistent with the
“implantation window”. Besides, these genes have been previously shown to be important fort
he fetal part of the implantation. However, their importance for the endometrial part of the

implantation has not been researched in the literature up to now.

Based upon this finding, this study aimed to compare expressions of H19 and IGF-2 in
endometrial tissue of women with unexplained infertility and in endometrial tissue of women
with no fertility problem. A study comparing endometrial expressions of H19 and IGF-2 in
women with unexplained infertility and in women with no fertility problem has not been
performed till now. In this first study, we aimed to bring a new sight to the underlying factors

of unexplained infertility and to trigger new developments in this field.



mRNA expression of the gene H19 was 4 times less among women with unexplained
infertility as compared to the women with no fertility problem (rate of expression=0.237).
This decrease in mRNA expression in the group of women with unexplained infertility was
found to be statistically significant (p=0.0001). Comparison of both groups with regard to the
expression of IGF-2 also revealed a stasitically significant difference (p=0.015). mRNA
expression of IGF-2 was 1.5 times more in the group with unexplained infertility as compared

with the control group.

This study demonstrated a significantly less expression of maternally expressed H19
and a significantly more expression of paternally expressed IGF-2 in women with
unexplained infertility as compared with the control group. This significant difference in the
expression of these two imprinted genes important for the implantation between women with
unexplained infertility and women with no fertility problem pointed to a possible genetic basis

for unexplained infertility.



IX. KAYNAKLAR

1.

Denker HW. Implantation: a cell biological paradox. J Exp Zool 1993; 266: 541-58.

Aplin JD. The cell biological basis of human implantation. Baillieres Best Pract Res

Clin Obstet Gynaecol 2000; 14: 757-64.

Ariel I, Weinstein D, Voutilainen R, et al. Genomic imprinting and the endometrial

cycle. Diagn Mol Pathol 1997; 6(1): 17-25.

Ghafourian Boroujerdnia M, Ghalambor Dezfuly F, Emad Mosthophy N, Chinipardaz
R. Expression of VLAI, VLA2 and VLA3 Integrin Molecules in Uterine
Endometrium of Infertile Women with Unexplained Aetiology in Ahwaz-Iran. Iran J

Immunol 2006; 3(4): 157-63.

Klentzeris LD, Bulmer JN, Trejdosiewicz LK, Morrison L, Cooke ID. Beta-1 integrin
cell adhesion molecules in the endometrium of fertile and infertile women. Hum

Reprod 1993; 8(8): 1223-30.

Dimitriadis E, Sharkey AM, Tan YL, Salamonsen LA, Sherwin JR.
Immunolocalisation of phosphorylated STAT3, interleukin 11 and leukaemia
inhibitory factor in endometrium of women with unexplained infertility during the

implantation window. Reprod Biol Endocrinol 2007; 29(5): 44.



10.

11.

12.

13.

Croxatto HB, Ortiz ME, Diaz S, Hess R, Balmaceda J, Croxatto HD. Studies on the
duration of egg transport by the human oviduct. II. Ovum location at various intervals

following luteinizing hormone peak. Am J Obstet Gynecol 1978;132:629-34.

Bergh PA, Navot D. The impact of embryonic development and endometrial maturity

on the timing of implantation. Fertil Steril 1992; 58: 537-42.

Enders AC, Schlafke S, Hendrickx AG. Differentiation of the embryonic disc, amnion,

and yolk sac in the rhesus monkey. Am J Anat 1986;177: 161-85.

Simon C, Gimeno MJ, Mercader A, Frances A, Velasco JG, Remohi J, Polan ML,
Pellicer A. Cytokines-adhesion molecules-invasive proteinases. The missing

paracrine/autocrine link in embryonic implantation? Mol Hum Reprod 1996; 2: 405.

Pollard JW, Hunt JS, Wiktor-Jedrzecjczak W, Stanley ER. A pregnancy defect in the
osteopetrotic mouse demonstrates the requirement for CSF-1 in female fertility. Dev

Biol 1991; 148: 273.

Stewart CL, Kapsar P, Brunet LJ, Bhatt H, Gadi I, Kontgen F, Abbondanzo SJ.

Blastocyst implantation depends on maternal expression of LIF. Nature 1992; 76: 359.

Burrows TD, King A, Loke YW. Trophoblast migration during human placental

implantation. Hum Reprod Update 1996; 2: 307.



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Lessey BA, Castelbaum AJ, Buck CA, Lei Y, Yowell CW, Sun J. Further
characterization of endometrial integrins during the menstrual cycle and in pregnancy.

Fertil Steril 1994; 62: 497.

Sutherland AE, Calarco PG, Damsky CH. Developmental regulation of integrin
expression at the time of implantation in the Mouse embryo. Development 1993; 119:

1975.

Genbacev OD, Prakobphol A, Foulk RA, Krtolica AR, Ilic D, Singer MS, Yang ZQ,
Kiessling LL, Rosen SD and Fisher SJ. Trophoblast L-selectinmediated adhesion at

the maternal—fetal interface. Science 2003; 299: 405-8.

Riethmacher D, Brinkmann V and Birchmeier C. A targeted mutation in the mouse E-
cadherin gene results in defective preimplantation development. Proc Natl Acad Sci

USA 1995; 92: 855-9.

de-Groot N, Hochberg A. Gene imprinting during placental and embryonic

development. Mol Reprod Dev 1993; 36: 390-406.

Surani MA. Genomic imprinting: developmental significance and molecular

mechanism. Curr Opin Genet Dev 1991; 1: 241-6.

Reik W, Dean W, Walter J. Epigenetic reprogramming in mammalian development.

Science 2001; 293: 1089-1093.



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Mayer W, Niveleau A, Walter J, Fundele R, Haaf T. Demethylation of the zygotic

paternal genome. Nature 2000; 403: 501-2.

Lucifero D, Chaillet JR, Trasler JM. Potential significance of genomic imprinting
defects for reproduction and assisted reproductive technology. Hum Reprod Update

2004; 10(1): 3-18

Rachmilewitz J, Goshen R, Ariel I, Schneider T, de-Groot N, Hochberg A. Parental

imprinting of the human H19 gene. FEBS Lett 1992; 309: 25-8.

Zhang Y, Tycko B. Monoallelic expression of the human H19 gene. Nature Genet

1992; 1: 40-4.

Zemel S, Bartolomei MS, Tilghman SM. Physical linkage of the mammalian

imprinted genes. H19 and the insulin-like growth factor 2. Nature Genet 1992; 2: 61-5.

Rainier S, Johnson LA, Dobry CJ, Ping AJ, Grundy PE, Feinberg AP. Relaxation of

imprinted genes in human cancer. Nature 1993; 362: 747-9.

Bartolomei MS, Tilghman SM. Parental imprinting of the mouse chromosome 7.

Semin Dev Biol 1992; 3: 107-17.

Leighton PA, Ingram RS, Eggenschwiler J, Efstratiadis A, Tilghman SM. Disruption

of imprinting caused by deletion of the H19 region in mice. Nature 1995; 375: 34-9.



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Goshen R, Rachmilewitz J, Schneider T, et al. The expression of the human H19 and
IGF-2 genes during human embryogenesis and placental development. Mol Reprod

Dev 1993; 34: 374-9.

Brannan CI, Dees EC, Ingram RS, Tilghman SM. The product of the H19 gene may

function as an RNA. Mol Cell Biol 1990; 10: 28-36.

Lustig O, Ariel I, Ilan J, Lev-Lehman E, de-Groot N, Hochberg A. Expression of the

imprinted H19 gene in the human fetus. Mol Reprod Dev 1994; 38: 239-46.

Pachnis V, Belayew A, Tilghman SM. Locus unlinked to alpha-fetoprotein under the

control of the murine raf and Rif genes. Proc Natl Acad Sci USA 1984; 84: 5523-7.

Ariel I, Lustig O, Schneider T, et al. The imprinted H19 as a tumor marker in bladder

carcinoma. Urology 1995; 45: 335-8.

Biran H, Ariel I, de-Groot N, Shani A, Hochberg A. Human imprinted genes as

oncodevelopmental markers. Tumor Biol 1994; 15: 123-34.

Bartolomei MS, Zemel S, Tilghman SM. Parental imprinting of the mouse H19 gene.

Nature 1991;351:153-5.

Noyes RW, Hertig A, Rock J. Dating the endometrial biopsy. Fertil Steril 1950; 1: 3-

25.



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Qublan HS, Eid SS, Ababneh HA, Amarin ZO, Smadi AZ, Al-Khafaji FF, Khader YS.
Acquired and inherited thrombophilia: implication in recurrent IVF and embryo

transfer failure. Hum Reprod 2006; 21(10): 2694-8.

Poppe K, Glinoer D, Tournaye H, Devroey P, van Steirteghem A, Kaufman L,
Velkeniers B. Assisted reproduction and thyroid autoimmunity: an unfortunate

combination? J Clin Endocrinol Metab. 2003; 88(9): 4149-52.

Tanos V, Ariel I, Prus D, de-Groot N, Hochberg A. H19 and IGF-2 expression in
human normal, hyperplastic and malignant endometrium. Int J Gynecol Cancer 2004;

14: 521-5.

Bell AC, Felsenfeld G. Methylation of a CTCF-dependent boundary controls

imprinted expression of the Igf2 gene. Nature 2000;405:482-5.

Hark AT, Schoenherr CJ, Katz DJ, Ingram RS, Levorse JM, Tilghman SM. CTCF
mediates methylation-sensitive enhancer- blocking activity at the H19/Igf2 locus.

Nature 2000;405: 486-9.

Hao Y, Cernshaw T, Moulton T, Newcomb E, Tycko B. Tumor suppressor activity of

H19 RNA. Nature 1993;365:764-7.

Scrable HJ, Sapienza C, CaveneeWK. Genetic and epigenetic losses of heterozygosity

in cancer predisposition and progression. Adv Cancer Res 1990;54:25-62.



44,

45.

46.

47.

48.

49.

Ishihara K, Kato R, Furuumi H, Zubair M, Sasaki H. Sequence of a 42-kb mouse
region containing the imprinted H19 locus: identification of a novel muscle-specific

transcription unit showing biallelic expression. Mamm Genome 1998; 9: 775-7.

Zubair M, Hilton K, Saam J, Surani M, Tilghman S, Sasaki H. Structure and
expression of the mouse L23mrp gene downstream of the imprinted H19 gene:
biallelic expression and lack of interaction with H19 enhancers. Genomics 1997; 45:

290-6.

Kaffer CR, Srivastava M, Park K, Ives E, Hsieh E, Batlle J, Grinberg A, Huang SP,
Pfeifer K. A transcriptional insulator at the imprinted H19/Igf2 Locus. Genes Dev

2000; 14:1908-19

Thorvaldsen JL, Duran KL, Bartolomei MS. Deletion of the H19 differentially
methylated domain results in loss of imprinted expression of H19 and Igf2. Genes Dev

1998; 12: 3693-702.

Srivastava M, Hsieh S, Grinberg A, Williams-Simon L, Huang SP, Pfeifer K. H19
and Igf2 monoallelic expression is regulated in two distinct ways by a shared cis

acting element. Genes Dev 2000; 14:1186-95.

Brenton JD, Drewell RA, Viville S, Hilton KJ, Barton SC, Ainscough JF, Surani MA.
A silencer element identified in Drosophila is required for imprinting of H19 reporter

transgenes in mice. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999; 96: 9242-7.



50.

51.

52.

53.

54.

Kanduri C, Pant V, Loukinov D, Pugacheva E, Qi C, Wolffe A, Ohlsson R,
Lobanenkov V. Functional association of CTCF with the insulator upstream of the
HI19 gene is parent-of-origin specific and methylation-sensitive. Curr Biol 2000; 10:

853-6.

Szabo P, Tang S, Rentsendorj A, Pfeifer G, Mann JR. Maternal-specific footprints at
putative CTCF sites in the H19 imprinting control region give evidence for insulator

function. Curr Biol 2000; 10: 607-10.

Moulton T, Crenshaw T, Hao Y, Moosikasuwan J, Lin N, Dembitzer F, Hensle T,
Weiss L, McMorrow L, Loew T, et al. Epigenetic lesions at the H19 locus in Wilms'

tumour patients. Nat Genet 1994; 7: 440-7.

Taniguchi T, Sullivan MJ, Ogawa O, Reeve AE. Epigenetic changes encompassing the
IGF2/H19 locus associated with relaxation of IGF2 imprinting and silencing of H19 in

Wilms tumor. Proc Natl Acad Sci USA 1995; 92: 2159-63.

Ulaner GA, Yang Y, Hu JF, Li T, Vu TH, Hoffman AR. CTCF biding at the
IGF2/H19 imprinting control region is insufficient to regulate IGF2/H19 expression in

human tissues. Endocrinology 2003; 144 (10): 4420-6.






