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1. GIRIS

Infertilite reproduktif dénemdeki kadinlarin yaklasik %15’ ini etkileyen ¢ok
yonlii bir durumdur. infetiliteyi tanimlarken 12 aylik bir dénemde kontraseptif bir
yontem kullanmadan, diizenli cinsel iliskiye ragmen gebe kalinamamasi olarak
tamimlanabilir. Infertilitenin yaklasik %25 nedeni erkek kaynakli, %30 nedeni kadin
kaynakli, %30 nedeni ise her iki ¢ift kaynakli olup %15°lik bir kisminda ise her iki
cifte ait bir patolojiye rastlanmasa da gebelik elde edilememektedir. Son zamanlarda
iilkemizde de siklig1 giinden giine artan bu soruna karsi infertilite tipine bakilarak
infertil c¢iftlere Onerilen segenekler mevcuttur. Bu onerilen segeneklerden en sik
basgvurulani ise "in vitro fertilizasyon (IVF)" olarak adlandirilan yardimeci lireme
teknigidir. Yaygmn olarak kullanilan bu yontem beraberinde bazi problemleri de
beraberinde getirmektedir. Hastanin katlandig1 maliyetler, ila¢ yiikii, fizyolojik ve
sosyolojik siireclerde diistiniildiiglinde son derece kiilfetli olan bu tedavinin basarisini

ongormede alternatif arayislari ciddi 6nem tasimakta ve halen devam etmektedir.

Oosit kalitesinin fertilite lizerinde anahtar bir rolii vardir. Folikiiler s1vi, folikiil
gelisimi sirasinda salgilanir, oositlerin gelisimi i¢in kritik bir mikro ortamdir ve
biyolojik olarak aktif molekiil ve proteinleri icerir. Oosit, graniilosa ve folikiiliin
metabolizmasimi diizenleyen bir¢ok molekiiller igerir. Metabolitler, gerekli proteinler,
iyonlar, plazma bilesenleri ve kodlayict olmayan Riboniikleik asit (RNA)’ler dahil
cesitli molekiiller bulunur. Graniilosa hiicreleri, ovaryan folikiiliin somatik hiicrelerini
olusturur. Oositler folikiil icerisinde olgunlasip gelistiklerinden grantilosa hiicreleri ile
karsilikli ve yogun bir etkilesim i¢indedir. Cift yonlii olarak oosit, foliliiler siv1 ve
overyan folikiilii cevreleyen graniilosa hiicreleri arasindaki karsilikli konusma oositin
ileri gelisimi igin gereklidir, fertilizasyon ve embriyo gelisimi ile baglantis1 da ¢ok

saylda yayin ile gosterilmistir.

IVF siklusuna dahil olan hastalarda oosit pick up (OPU) islemi ile toplanan sivi
icinde oosit ve folikiil sivis1 vardir. OPU islemi sirasinda bu sividan hizli bir sekilde
oosit ya da oositlerin uzaklastirilmas1 ve farkli bir kiiltiir ortamma aktarilmasi

istenmektedir. Aktarmayi takiben ise bu siv1 atilmaktadir.



Graniilosa hiicreleri de rutin IVF prosediirii geregi oositler etrafindan
uzaklagtirilarak hem islemin sagligi hem de déllenmenin gbzlenmesi i¢in mekanik ve

enzimatik olarak uzaklastirilarak atilmaktadir.

Folikiil sivist ve graniilosa hiicreleri iginde ayrica oositlerin gelisim i¢in gerekli

proteinler, iyonlar plazma bilesenleri ve kodlayici olmayan RNA’lar mevcuttur.

MikroRNA(miRNA)’lar biiylimeyi, farklilasma ve apopitoz gibi hiicrede temel
stiregleri diizenleyerek gen ekspresyonunu etkileyebilirler. miRNA’lar 6zellikle
mesajct RNA hedeflerine baglanarak transkripsiyonel regiilasyon veya translasyon
baskilanmasma yol acarak trankripsiyon sonrasi diizenlemeye katkida bulunan,
uzunlugu 19-25 niikleotid olan kiigiik kodlayic1 olmayan molekiillerdir. Bizde bu proje
ile folikiiler sivi ve graniilosa hiicrelerinde miR-17-5p, miR-21, miR-126
degerlendirmesini yapmay1 amagladik. Son zamanlarda literatiirde yapilan caligmalar
bazi miRNA c¢esitlerinin embriyo kalitesi ve fertilizasyon basarisiyla karakterize
oldugu gosterilmistir, bazi ¢aligmalarda ise miRNA ekspresyon diizeyinin polikistik
over sendromu (PKOS) ve yas ile korelasyonu arastirilmis ve anlamli sonuglar elde
edilmistir.

Mevcut tez arastirmasimin birincil arastirma sorusu su sekilde ozetlenebilir:

miRNA’lar biliylime, farklilasma ve apopitoz gibi hiicrede temel siirecleri
diizenleyip gen ekspresyonunu etkileyerek infertilitede ne oranda etkili olmaktadir?
Giincel literatiirde yapilan ¢alismalar baz1 miRNA c¢esitlerinin embriyo kalitesi ve
fertilizasyon basarisiyla iliskili olabilecegi gostermistir, bazi ¢alismalarda ise miRNA
ekspresyon diizeyinin PKOS ve yas ile korelasyonu arastirilmis ve anlamli sonuglar
elde edilmistir. Folikiil sivisinda yer alan ¢esitli miRNA ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesiyle beraber “’¢esitli miRNA’lar IVF sonuglarinda da etkili olabilir mi?”’
“miRNA’lar infertilitede yeni bir biyobelirteg olabilir mi?’’ sorularmi akla

getirmektedir.

Caligmamizdaki ikincil amag ise IVF tedavisi uygulanan agiklanamayan
infertil ve erkek faktor sebebiyle IVF tedavisi alan kadmnlar iizerinde miRNA
ekspresyon diizeylerinin belirlenerek, giiniimiiz imkanlar1 kullanilarak klinik ve

laboratuvar teknikleriyle aciklanamayan infertil hastalarin genetik yOntemlerle



belirlemek ve son yillarda {izerinde yapilan ¢aligma sayisi artan miRNA’larin bu taniya

nasil katki saglayabilecegini aragtirmaktir.

Antimiillerian hormon(AMH) ve antral folikiil sayis1 (AFS) gibi IVF
sonuglarinin basarisini 6ngoérmede kullanilan belirteclerin laboratuvar ve klinisyen
uygulamalarindaki standartizasyon eksikligini = gidererek, literatiirde yapilan
caligmalarda IVF sikluslarinda folikiil sivisinda ve graniilosa hiicrelerinde yer alan
bazt miRNA ekspresyon diizeylerinin belirlenmesiyle IVF sonuglarinda etkili
olabilecek belirteclerin dnceden tespit edilmesi basar1 hedeflerinin netlestirilmesi,
hastanin katlandig1 maliyetlerin azaltilmasmnin saglanmasi miimkiin miidiir sorusuna
cevap aramaktayiz. Ayrica belirlenmesi planlanan miRNA ekspresyon diizeyleri ile
infertilitede miRNA’lar yeni bir biyobelirte¢ olabilir mi sorusununa da cevap

aranmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. infertilite

2.1.1. infertilite Tanim

Fekundabilite ve infertilite, niifusun {iireme yetenegi gdsteren Onemli

gostergelerdir. Fekundabilite, bir kadmin, bir adet dongiisiinde korunmasiz cinsel iliski

sonrasi gebe kalabilme olasiligidir. Infetilite ise 12 ayhk bir donem boyunca

korunmasiz, diizenli cinsel iligkiye ragmen gebe kalinamamasi1 durumudur (1).

Bir kadinin her siklus dongiisiinde dogurganlik oran1 hemen hemen % 20'dir,
12 aylik donemde %90, 24 aylik donemde ise %94°tiir (2, 3).

Tablo 1. Kadin ve Erkek Infertilitesi Nedenleri

Kadimn Infertilitesi Nedenleri 1. Ovulatuvar Bozukluklar
2. Tubaperitoneal
3. Uterin Faktorler
4. Servikal Faktorler
Erkek Infertilitesi Nedenleri 1. Idiopatik Erkek Infertilitesi
2. Inmemis Testis
3. Urogenital Enfeksiyonlar
4. Cinsel Ejakulatuar Disfonksiyon
5. Varikosel
6. Hipogonadizm
7. Immiinolojik Faktorler
8. Obstriiksiyonlar
9. Diger Nedenler




2.1.2. infertilite Nedenleri

Kabaca infertilitenin 1/3 nedeni kadin kaynakli, 1/3 nedeni erkek kaynakli

oldugu soylenebilir. Bu nedenler, Tablo 1 ve Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. infertilite etyolojisi dagilimi

Infertilite Etyolojisi Oran
Erkek Faktorii % 25
Ovulatuvar Faktor % 27
Tubal/Uterin Faktor % 22
Aciklanamayan % 17
Diger %9

2.1.3. infertil Ciftin Degerlendirilmesi

Infertil ¢iftlerin hekime ilk muayene bagvurularmda mutlak suretle her ikisinin
de bulunmasi saglanmalidir. Mevcut arastirmada da kadm hastalarin infertilitesi 6n
planda tutulmustur. Kadin hastalarin anamnezi sorgulanirken jinekolojik 6ykii, tibbi
Oykii, gecirilmis operasyon ve operasyonlarin tiirii ve igerigi, kullanilmis ve
kullanilmaya devam eden medikasyonlar, sosyal 6ykii ve etnisite sorgulanmalidir.
Detayli fizik muayene yapilarak gerekli tetkiklerle infertilite nedeni belirlenmesi

saglanmalidir.

2.1.3.1. Anamnez

Hastalardan detayli anamnez alinmali (jinekolojik Oykii, medikal oyki
gecirilmis operasyon ve operasyonlarin tiirli ve igerigi, , kullanilmis ve kullanilmaya

devam eden medikasyonlar, sosyal 6ykii, etnisite), fizik muayene yapilmalidir.

Jinekolojik 6ykiide menstruasyon sikluslari, 6nceki kontrasepsiyon deneyimi,
infertil gecen siire, koit siklig1 lizerine ayrintili bilgi edinilmelidir. Boy ve kilosu
degerlendirilerek viicut kitle indeksine (VKI) hesaplanmalidir. Soygegmiste infertil
bireylerin olup olmadigi, ailede fetal anomali 6ykdsii, tekrarlayan abortus oykiisii

bunlardan bir veya birka¢inin olmasi genetik neden olabilecegini akla getirir(4).



Tibbi 6ykiide hiperprolaktinemi, hipertiroidi, hipotirodi, hiperandrojenemi,
polikistik over sendromu (PKOS), konjenital adrenal hiperplazi (KAH) gibi kadin
fertilitesine dogrudan etki edebilecek olan endokrin hastaliklarinin mevcut olup
olmadig1 hakkinda bilgi alinmalidir. Kemoterapi 6ykiisii, radyoterapi dykiisii gibi over
rezervini ve fertiliteyi biiyiikk oranda zarar veren medikasyonlar olup olmadigi

sorgulanmalidir.

Cerrahi oykiisiinde Batin cerrahileri, 6nceki gecirilmis uterin operasyonlarin
varlig1 ve sonucu ayrica batin i¢i abse Oykiisli batin i¢i adezyonlarla normal batin
anatomisinde ve normal uterus anatomisinde degisikliklere neden olabilecegi i¢in bu

konu da sorgulanmalidir (5).

Kullanilan ilaglar, aliskanliklar dykiisiinde 6zellikle ovulasyonu kotii yonde
etkiledigi bilinen non steroid anti-inflamatuvar ilaglarm (NSAIl) kullanimi
sorgulanmalidir. Bitkisel ila¢ kullanimi sorgulanmalidir. Hastanin yasam sekliyle ilgili
meslegi, sigara ve alkol kullanip kullanmadigi kullaniyorsa miktari, maruhana

kullanimi, kafein alimini ve miktar1 vb gibi 6zellikler sorgulanmalidir (6).

Soygecmiste infertil bireylerin olup olmadigi, ailede fetal anomali Gykiisi,
tekrarlayan abortus oykiisii, erken menapoz bulunmasi bunlardan bir veya birka¢inin
olmas1 muhtemel genetik bir neden olabilecegini akla getirir. Bu sebeplerden dolay1

soyge¢cmis mutlaka sorgulanmalidir (7).

2.1.3.2. Fizik Muayene

Infertilite nedeni ile basvuran kadimlarda boy &l¢iimii, kilo dlgiimii, tansiyon
oleiimii yapilmali viicut kitle indeksi (VKI) hesaplanmali, hirsutizm, alopesi, akne

degerlendirilmeli, tiroid ve meme muayenesi yapilmalidir.

Jinekolojik muayenede, serviks yapisi, uterusun sekli ve mobil olup olmamasi
vaginal muayene esnasinda degerlendirilmelidir. Batin muayenesinde batinda
hassasiyet degerlendirilmelidir. Infetilite nedeniyle basvuran biitiin kadmlardan
servikal patolojiler agisindan servikal smear alinmali, cinsel yolla bulasan hastaliklar

degerlendirmek tizere neisseria gonore ve klamidya igin kiiltiir alinmasi gereklidir (7).



2.1.3.3. Ultrasonografi

Oncelik olarak transvaginal ultrasonografi (TV-USG) ile goriintiileme
yapilmalidir. Ultrasonografide uterusun boyutu, kontur ve pozisyonu, myometriumun
homojenitesi, uterin patolojilerden myoma uteri ve bunlarin uterustaki yeri, boyutu,
menstriiel siklusun siiresine gore endometriumun degerlendirlmesi, endometrium
kalmlik ve yapisi, kavite i¢i patolojik miyomu polip vs olup olmamasi, overlerin
ekojenitesi, overlerin stromasinin yapisi, overlerin stromasimin boyutu, antral folikiil
sayis1 (AFS), menstriiel siklusun siiresine bagli olarak dominant folikiil veya korpus
luteum (CL) varlhigi, overde, paraoveryan alanlarda kitle varligi, solid kistik ayrimi
degerlendirlmeli ve kayit edilmelidir. TV USG, histereskopi ve histerosalpingografi
(HSG) ile beraber kombine kullaniminda basar: steriliteye sebep olan patolojileri
saptamada sadece bu tani araglarinin tek tek kullanimma gore daha fazla giivenilirligi

oldugu goriilmiistiir (8).

2.1.3.4. Laboratuvar

Hormonal, serolojik, hematolojik testlerden luteinizan hormon (LH), estradiol
(E2) ve folikul stimulan hormon (FSH) eger hirsutizm varsa serbest testosteron, 17
hidroksi progesteron, dehidroepiandrostenodion siilfat, androstenedion, siklusun
3.glinii degerledirlmesi ve prolaktin, antimiillerian hormon (AMH), troid stimulan
hormon (TSH) siklustan bagimsiz olarak, tam kan saymmi, kan grubu tayini, élgiimleri

biitiin infertil kadinlarda degerlendirilmelidir.

2.1.3.5. Histerosalpingografi

Histerosalpingografi(HSG), tubal patens hakkinda bilgi vermesinin yanisira,
konjenital uterin anomaliler, intrakaviter patolojiler (myom, polip, adezyon) agisindan

da yol gosterici olabilir (9).

2.1.3.6. Laparaskopi ve Histeroskopi

Hem diagnostik hem operatif amacgli laparoskopi ve/veya histeroskopi

yapilabilir. Pahali ve invaziv yontemlerdir. Histeroskopi uterin kavite hakkinda bilgi



edinilmesini saglar. Tanisal laparoskopi infertilitenin tam degerlendirilmesi ve
tedavisinin  6nemli  bir  parcasidir.Tanisal laparoskopiyle hem  tubular
degerlendirilirken hem de infertiliteye sebep olabilecek ovarian patolojiler ve diger
(6rnegin pelvik inflamatuvar hastalik (PIH), adezyon vb.) batin igi patolojiler
belirlenebilir (10).

2.1.4. Kadin infertilitesi Nedenleri ve Degerlendirilmesi

2.1.4.1. Ovulatuvar Bozukluklar

Ovulatuvar bozukluklarin tanisinda rutin pratikte kullanilan gasitli yontemler
mevcuttur ve bu yontemler her gegen giin gelistirilmeye devam etmektedir. Bu
yontemlerin bazilar1 basit ve invazif degilken, bu yOntemlerden bazilar1 daha

karmasik, pahali ve klinik pratikte kullanilmas1 daha zordur.
Bazal Viicut Isis1

Progresteronun (PG) termojenik etkisinden faydalanmak amaciyla her sabah
viicut 1s1s1 Ol¢iilerek yapilir. PG etkisi ile ovulasyon sonrasi bazal viicut 1s1s10.4°-0.8°F
artar. Bu bifazik patern owvulasyona prediktiftir. Progesteron >5 ng/ml veya
ovulasyondan 4 giin gectikten sonra viicut 1s1 artis1 olur, bu yontemle LH pikini 2-3
giin dogrulukla tespit edilebilir. Boylelikle ovulasyonu tahmin etmek i¢in uygulamasi

kolay, invazif olmayan ve ucuz bir yontemdir (11, 12).
Menstrual Oykii

Siklus stiresi 25-35 giin aras1 ve menstruasyon 3-10 giin arasi olan,
mittelschmertz izlenen, premenstrual semptomlarin varligi, dismenorenin oldugu

sikluslar ovulatuvar sikluslar olarak tahmin edilebilir.

Serum Progesteron Diizeyi

Midluteal fazda serum PG diizeyi 28 giinliik bir siklusta 21. giin bakilir. PG

>10ng/ml olmasi ovulasyon oldugunu tahmine yardime1 olur (13).



Endometrial Biyopsi

Endometrial reseptivite degerlendirlmesi histolojik ve biyokimyasal olarak
yapilabilir. Yardimeci iireme teknekleri denenmeden Once endometrium hangi

menstriiel dongiide oldugu dgrenilebilir (14).
Overyan Rezerv Testleri

Bir kadinin mevcut oosit sayist ve bu oositlerin {ireme fonksiyonuna katkis1
over rezervi olarak degerlendirebilir. Bazi testlerle iireme fonksiyonu katkisi

degerlendirilerek over rezervi tahmin edilmeye ¢alisilmaktadir.Bunlardan bazilari;

1. Yas: Yardimci iireme tekniklerinde (YUT) elde edilen basari, yas arttikca
azalmaktadir. Yash kadinlarda oosit, embriyo sayis1 ve implantasyon sansi diistiktiir

(15).

2. Bazal Estradiol: Evers ve ark. folikiiler evrenin baslangicinda bakilan
estradiol (E2) seviyesi 60 pg/ml {lizerinde olanlarda yiiksek siklus iptali ve toplanan
oosit sayisinda azalma saptamustir. Fratelli ve ark. ise siklusum iptal edilme oraninin
bazal estradiol (E2) 20 pg/ml altinda ve 80 pg/ml {izerinde olan kadinlarda daha yiiksek
oldurak tespit etmislerdir (16).

3. Bazal Serum FSH: Aschrafti ve ark. 212 IVF siklusunun erken folikiiler
evrede bakilan FSH diizeyleri 15 IU/ml iizerinde olan kadinlarda, daha az oosit

toplandigini ve siklus iptalinin daha fazla oldugunu saptamustir (17).

4. inhibin B: Overde graniilosa ve teka hiicrelerinden salgilanan, primer olarak
gorevi FSH salgilanmasini inhibe etmek olan hormondur. 3.ve 10. Giin bakilan inhibin

b degerlerinin diisiik over rezervli kadinlarda daha diisiik oldugu goriilmistiir (18).

5. Klomifen Sitrat (CC) Stimiilasyon Testi CC’nin pituiter reseptorlerde
estrojeni antagonize ederek FSH diizeylerini arttirmasi sonrast olusan folikiillerden

salgilanan E2’nin FSH’y1 baskilamasina dayanmaktadir. (18).

6. Gonadotropin Salgilatict Hormon Agonisti Stimiilasyon Testi:
Gonadotropin salgilatict hormon agonisti (GnRHa) uygulanmasi sonrasindaki ilk 24
saatte parlama (flare-up) etkisiyle E2 ve inhibin B seviyelerinde artig olmasini esas
alan dinamik over rezerv testidir. Yiiksek maliyetli olmas1 ve gebelik planlanmadan

analoglarin kullanilmasi nedeniyle kullanimi kisitlanmistir (19).



7. Antral Folikiil Sayis1 (AFS): Transvaginal ultrason (TV-USG) ile
overlerdeki 10 mm’den kiigiik folikiillerin menstriial siklusun basinda sayilmasiyla
uygulanan bir testtir. Yapilan calismalar gdsteriyorki antral folikiil sayisi yas ve
fertilite ile korele oldugunu gosteriyor (20).

8. Antimiilleryan Hormon (AMH): Baslica primordial ve preantral
folikiillerden salgilanmaktadir. AMH, Klinik olarak inaktif oositlerin rezervini

gosteren en 1iyi belirteclerden oldugu goriilmektedir (21).

2.1.4.2. Tubaperitoneal Bozukluk

Tubaperitoneal bozukluk yapan bazi risk faktorleri cinsel yolla bulasan
hastaliklar, multipartner, ilk cinsel iliskide erken yas, irk, sosyoekonomik ve medeni
durum, kontraseptif yontemlerin kullanimi, septik abortuslar ve abdominal veya pelvik
cerrahi. Tubal degerlendirmeler laporoskopik yontemle, ultrasonografi ile veya

histerosapingografiyle yapilabilir (22).

2.1.4.3. Uterin Anomali

Fertiliteyi etkileyen uterus anomaliler sikligin1 belirlemek kolay degildir.
Tanilar1 6zel arastirmalara ihtiyag duyar (histerosalpingografi, histeroskopi ve
laparoskopi). Rahim anormallikleri ile iliskili olarak fertilite bozulabilir. Tiim bu
anormallikler, kiiretaj, erken dogum, vaskiiler patolojiler ve intrauterin biiyiime

geriligi gibi nedenlere sebep olabilir (9).

2.1.4.4. Servikal Bozukluk

Post koital testte (Sims Hithner Testi), servikal mukus ovulasyondan hemen
once veya iligkiden sonra 2-12 saat iginde degerlendirilir. Yapilan ¢alismalarda fertil

olgularin anlamli sonuglar1 saptanmistir (23).

2.1.5 Erkek infertilitesi ve Semen Analizi

Uc giinliik koitus yasagindan sonra erkekten masturbasyon yontemi ile

spermler alnir, sperm Ornegi verme islemi minumum 15 gilin gegtikten sonra
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tekrarlanmali 2 veya 3 Ornek degerlendirilmesi yapilmalidir. Almnan ejakulatin
volumiine, viskositesine, spermlerin sayisina ve morfolojisine bakilmaktadir (Tablo
3).

Tablo 3. Semen Analizinde Normal Degerler (24)

Ejekulat voliimii >1,5ml

Sperm Konsantrasyonu >15 milyon/ml

Progresif motil sprem oran1 (A+B) > %32

Progresif motil sprem orani Total motilite > %40

Morfoloji > %4 (3-4) (Kruger’s)
Peroksidaz-positif .

Lokosit < 1 milyon/ml

Ph >7,2

Fruktose (optional) >13 umol/Ejakulat

Diinya Saglk Orgiitii (DSO) 2010 kriterlerine oligospermi sperm sayisinin
normalin altinda olmasi konsantrasyon <15milyon, azospermi semende hi¢ sperm
bulunmamasi, treatozoospermi < %4 normal form sperm, astenospermi motil sperm
yiizdesinin diisiik olmasi <%32 progresif motil, oligoastenospermi sperm say1 ve
motilitesinin normalin altinda olmasi, konsantrasyon< 15 milyon ve <%32 progresif

motil olarak tanimlanmustir.

2.1.6. Infertilite Tedavisinde In Vitro Fertilizasyon Yontemleri

Bin dokuz yiiz yetmis sekiz yilinda ilk tiip bebek canli dogumundan sonra tiip
bebek Onemi artmustir. Ancak fertilizisyon agmasmnda uygulanan geleneksel IVF
prosediiriiniin agir erkek faktorlerinde basarisiz oldugu goriilmiistiir.1992 yilinda ilk
defa kullanilmaya baslanan intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) yontemiyle

daha basarili sonuglar alinmaya baslanmistir (25).

2.1.6.1. ICSI Yontemi

ICSI prosedurii oosit i¢ine tek bir sperm enjeksiyonudur. Bu prosedure mineral
ve yag ile kapli mikrodamlaciklar igeren plastik bir mikroenjeksiyon kabinda
gergeklestirilir. Polivinilpirolidin (PVP) dropunun gevresine sperm siispansiyonu

eklenir. Epididimal veya testikiiler sperm kullaniminda farkli mediumlar kullanilir.
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Kumulus ve koronadan ayristirilan oositler 8 medium dropunun merkezine
yerlestirilir. PVP soliisyonlarmin viskdz karekteri sayesinde sperm manipiilasyonu
kolaylagir. Ayni zamanda sivinin enjeksiyon ignesiyle kontroliinii kolaylatirir ve pipet
ucununa sperm hiicrelerinin yapigmasini 6nler.ICSI’nin bu asamasinda canli spermin
secimi ve immobilizasyonu enjeksiyondan Once oolemmanin yirtilmadan oositin
konumlanrilmast dogru bir sekilde yapilabilir. PVP ile doldurulmus enjeksiyon
pipetinde tek bir canli, normal morfolojik spermatozoon aspire edilir. Daha sonra
sperm hiicresi injeksiyon pipetine dik bir bigimde salinir. ICSI pipetiyle sperm
kuyruguna basilarak sperm immobil hala getirilir. Immobilizasyondan sonra sperm
hiicresi ile beraber minumum hacimde medium tekrar aspire edilir. Oositteki polar
body saat 6 pozisyonuna getirilir. Hem holding pipeti hem de oosit en iyi
gorilintiilendiginde oositin saat 3 hizasinda enjeksiyon ignesi yaklastirilir. Zona
pellucida’dan gegmek kolaydir.Sadece enjeksiyon ignesini ilerletmek yeterlidir.Fakat
oolemma her zaman kolay delinmez minimal aspirasyon uygulanmalidir. Ooplazma
enjeksiyon pipetine girer bu akisin ani hizlanmas1 membran riiptiiriiniin gostergesidir.
Aspirasyon hemen durdurulmali sperm hiicresi minmal hacimile beraber oosit i¢ine
yavas ve nazikce verilir ve dikkatlice geri ¢ekilir. Enjeksiyon isleminden sonra oositler
durulanir ve hafif parafin yagi ile kaplanmis mikro damlaciklar i¢inde kiiltiirlenir.
Oositler% 5 oksijen (02), % 5 karbondioksit (CO2) ve %90 azot (N2) atmosferinde
37°C'de tutulur. Enjekte edilen oositler ICSI'den yaklasik 16-18 saat sonra biitiinliik
ve fertilizasyon agisindan incelenir. Oositler, <’two individualized’’ gériiniimiindeyse
fertilizasyonun oldugu kabul edilir veya pargalanmis polar cisimler, niikleoller iceren
acikca goriilebilir iki proniikleusla (2-PN) birlikte bulunur. ICSI sonras: fertilizasyon

orani genellikle enjekte edilen oosit sayis1 basina % 57 ila % 67 arasindadir.

Proniikleer asama kadar erken, proniikleuslarin hizalanmasi ve boyutu,
niikleollerin hizalanmasi ve sayis1 ve sitoplazmanin halo etkisi dahil olmak iizere
morfolojik skorlama, transfer giiniinde morfolojik 6zelliklere ek olarak degerli bir
noninvaziv se¢cim yOntemi olarak kullanilabilir. Proniikleer zigotun morfolojik
ozellikleri implantasyon ve gebelik oranlar1 ile iligkilidir. Déllenmis oositlerin yarilma
ozellikleri giinliik olarak degerlendirilir Transfer edilecek embriyonun se¢iminde en
onemli kriterlerden birisi blastomer sayisinin giin ile uyumudur. Biliinen embriyolar,

blastomerler ve aniiklear fragmanlarinin oranin biiyiikligiine gore puanlanir. Tip A
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(miikemmel) embriyolar, niikleer fragman icermez.Tip B (kaliteli) embriyolar,
aniikleaz fragmanlari ile doldurulmus embriyo hacminin maksimum% 20'sine sahiptir.
C tipi embriyolarda, aniiklear fragmanlari embriyo hacminin% 21 ila% 50'sini temsil
eder. D Tipi (kalitesiz) embriyolarin aniiklear fragmanlar1 vardir embriyo hacminin%

50'sinden fazlasinda bulunur. A, B ve C tipi embriyolar transfer i¢cin uygundur.

Embriyo transferleri oositin alinmasindan sonraki 3. giin uygulanmaktadir. IVF
ve ICSI'de ¢ogul gebelikleri 6nlemek i¢in miimkiin olan tek strateji tek bir embriyo

transfer etmektir (25).

2.1.6.2. Kontrollii Overyan Hiperstimulasyon Protokolleri

Ayrica, yumurtalik stimiilasyon protokolleri, bircok farmakolojik miidahale
nedeniyle, yumurtalik cevabinin yogun bir sekilde izlenmesini gerektiren, 6nemli yan
etkileri ve komplikasyon sansi ile son derece karmasik ve maliyetli hale gelmistir.
Folikiil gelisimi takip edilerek gonadotropin dozlarin1 veya preparat tipini ayarlama
ile yumurtalik stimiilasyonunu kontrol ediliyor. IVF ydntemlerinde dncelikle kontrollii

overyan hiperstimulasyon(KOS) yapilarak overyan folikiil gelisimi saglanir.
GnRH agonistleri (GnRHa)

GnRHa’nin in vivo kullanimmin gonadotropin salmimini bifazik olarak
etkiledgi goriilmiistiir. ik olarak FSH ve LH’da gibi gonadotropinlerde ani salinim
baslar, daha sonra GnRH reseptorii down regulasyonu ve hiicre igi uncoupling ile
pituiter desensitizasyon asamasi geligir. GnRH kullanimi devam ettik¢e gonadotropin
sentezi de progresif olarak azalmaya devam eder. Kullanilan ilag dozuna gore
desentisizasyon siire ve siddeti degisir.ila¢ kullanimi durdurulduktan sonra doza bagl
olarak endojen GnRH’a kars1 yanit baslar desentisizasyon kalkar. GnRHa’nin bu
ozelliklerinden iki tedavi protokiinde de yararlanilmaktadir (26).

1. Kisa Donem GnRHa Protokolii: Erken folikiiler fazda GnRHa kullanim1
baslanir. GnRHa’nin 6n planda FSH ve LH’m ani salinim etkisiyle artisindan folikiiler

gelisim i¢in yararlanilir, daha ¢ok diistik over rezervli hastalarda tercih edilir (27).

2. Uzun Dénem GnRHa Protokolii: GnRH uzun agonist protokolii, GnRH

agonistinin, uyarilmadan 6nceki dongiiniin midluteal fazinda uygulanmasiyla baslar.
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Uzun protokolde pituiter ve over desensitizasyonu saglanir. Overyan cevap TV usg ve
serum Ostrojen seviyesi ile moniterize edilir. GnRHa enjeksiyonuna 5.000-10.000
human koryonik gonadotropin (hCG) verilene dek devam edilir (27). Bu yontem ile
IVF siklus iptal oranin1 daha az oldugu klinik gebelik orani ve oosit sayisinda olumlu

etkileri ortaya koyulmustur.
GnRH antagonistleri

GnRH  antagonistleri,  agonistlerle  iligkili  kontrolli ~ yumurtalik
hiperstimiilasyonu sirasinda LH dalgalanmasini 6nlemek i¢in kullanilabilir. Ganireliks
ve setroreliks klinik kullanim i¢in onaylanmig GnRH antagonistleridir. Fleksible rejim
folikiil boyutuna gore diizenlenen, daha az sayida ve siirede ayarlanabilen bir

protokoldiir (28).

2.1.6.3. Ovulasyonun Tetiklenmesi

On yillardir, 5000-10.000 IU insan koryonik gonadotropin (HCG) ovulasyonu
tetiklemek i¢in basariyla kullanildi. Endojen LH pikine benzer bir etkiyle ovulasyon
tetiklemesini cok benzer bir etkiyle yapabilmektedir. HCG'nin uzamis yar1 émrii, uzun
bir luteotrofik etkiye yol agar, bu da overyan hiperstimulasyon sendromu (OHSS)
gelisme riskini artirir (29). Yapilan ¢alismalar gosteriyorki OHSS riskinde GnRH
anologlar1 ile yapilan tetiklemeler sonrasi nerdeyse hi¢ OHSS riskini arttirmadigi

goriilmiistir (30).

2.1.6.4. Luteal Faz Destegi

KOS sikluslarinda ilk calismalar ayrica, artmis progesteron seviyelerinin
karakteristik Ozelliklerinin yani sira, 6nemli 6l¢iide azalmis luteal faz uzunluguyla
birlikte IVF sikluslarinda anormal bir luteal fazin ortaya ¢iktigini dogruladi. Korpus
luteumun hCG ile tetikleme yapilan vaklardan sonra daha iyi ¢alistigi gériilmiistiir
(31).
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2.2. Folikuler Sivisi ve Graniilosa Hiicresi

Hem kan folikul bariyerini gecen kan plazma bilesenlerinin hem de graniilosa
ve teka hiicrelerinin sekretuar aktivitesinin bir tiriinii olan folikiil sivisi(FS), oositlerin
gelisimi i¢in ¢ok dnemli bir mikrogevre olusturur (32). Oositi ¢evreleyen FS’nin bazi
biyokimyasal ve genetik 6zelliklerinin, oosit kalitesi ve embriyo gelisimi iizerine etki
ettigi ve FS’nin fertilizasyon basarisinda Onemli bir rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir. FS’nin bilesenleri dolasimdaki biyokimyasal genetik cevreye de
yanstyabileceginden, FS komponentlerinin incelenmesi kan serumundaki metabolik

degisimler hakkinda da bilgi saglayabilir .

OPU srrasinda oositlerle birlikte aspire edildiginden FS’nin temini olduk¢a
kolaydir. Son yillarda FS igeriginin incelenmesi, ¢esitli folikullerden alinan sivida bir
yada daha fazla mikroRNA(mIiRNA) analizi veya bunlarin o spesifik folikulden gelen

oositin akibetiyle iligkilendirilmesi 6nem kazanmistir.

FS’nin biyokimyasal bilesenlerinden bazilar1 hormonlar, biiylime faktorleri,
interlokinler, reaktif oksijen tiirleri (ROT), anti-apoptotik faktorler, proteinler,

peptidler ve amino asitler, sekerler, mMIRNA ve prostanoidlerdir (33).

Graniilosa hiicreleri; Oosit mayozu, ovulasyon ve fertilizasyon sirasinda, her
oosit birkag graniilosa hiicre tabakasi ile ¢evrilidir. Graniilosa hiicreleri, oosit parakrin
sinyalleri araciligiyla folikiiler gelisim mediyatorleri olarak ©Onemli bir rol
oynamaktadir. Graniilosa hiicreler'lerinde eksprese edilen bir¢ok genin hem maternal
hem de oosit tiirevli sinyallerin kontrolii altinda oldugu bildirilmistir ve

ekspresyonlarmin oositlerin olgunlasma yeterliligini temsil ettigi ileri siiriilmektedir

(34).

2.3. MicroRNA

MicroRNA'lar (miRNA'lar), fonksiyonel formda tek sarmalli kiicik 22
niikleotid iceren gen kodlamasi yapmayan riboniikleik asit(RNA) molekiilleridir.
miRNA'lar protein kodlayan genlerin intronlar1 ve eksonlar1 i¢cinde veya intergenik
bolgelerde bulunur (35).Gen regiilasyonu, hiicre yapist ve fonksiyonu tizerinde kontrol

saglar ve bir bitki veya insan olsun, bir organizmanin adaptasyon yetenegine hiicresel
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biiylime, farklilasma ve apopitozun temelidir. Bununla birlikte, yeni bir aragtirma
alani, gen ekspresyonunun diizenlenmesinde mikroRNA'larin (miRNA'lar) roliine
odaklanmaktadir. MicroRNA'lar, bitkilerden insanlara degisen organizmalarda
transkripsiyon sonrasi gen regiilasyonunda rol oynayan kodlayici olmayan RNA'lardir.
Bu RNA'lar diizenleyici Ozelliklerini ya hedef mRNA'y1 parcalayarak ya da
translasyonu baskilayarak iletir (36).

MicroRNA’lar ile ilgili over fonksiyon ve yapisi, infertilite yanisira kanser
arastirmalari, kardivaskiiler hastaliklar, kalp yetmezligi, inflamatuvar hastaliklar,
otoimmun hastaliklar, dermatolojik hastaliklar, karaciger hastaliklari, iskelet sistemi
hastaliklar1 olmak tizere pek ¢ok medikal durumlar hakkinda ¢alismalar mevcuttur

(37).

2.3.1. MicroRNA ve Over Iliskisi

Calismalar gosteriyorki miRNA'larin patolojileri, dogurganlik ve over
fonksiyonlariyla iligkilidir. miRNA molekiillerinin  yumurtaliktaki genlerin
diizenlenmesinde rol oynadiklari ileri siiriilmektedir. Gen diizenleyicilerinin ana
smiflarindan biri olarak bu miRNA molekiillerinin yumurtaliktaki genlerin
diizenlenmesinde rol oynadiklari ileri siiriilmektedir. Yumurtaliklardaki miRNA
populasyonu, mikrodiziler, yliksek verimli gPCR ve yeni nesil sekanslama teknikleri

kullanilarak insan ve diger tiirlerde tanimlanmistir (38).

miR-21, miR-126, miR-125b, miR-143, miR-145, miR-99a, miR-199b

yumurtalikta en sik bulunan miRNA populasyonlari olarak bulunmustur (39).

MiRNA'larin reprodiiktif dokularda muhtemel fonksiyonunu belirlemek igin,
over iginde ¢ok sayida miRNA'nin varhigmi gosteren ekspresyon seviyeleri
Ol¢iilmiistiir. Bununla birlikte, miRNA'nin fonksiyonel 6nemi ve mRNA hedeflerinin
kimligi artik kesfedilmeye baslanmistir.

2.3.2. MicroRNA ile Over Fonksiyon ve Patolojilerine Etkisi

MicroRNA overde gonadal gelisim, folikiiler olgunlagsma, overde hormonal

steroidogenez diizenlenmesi, overyan patolojilerin tespitinde biyobelirteg, graniilosa
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hiicrelerin apopitozunun diizenlenmesi gibi overyan fonksiyonlarin diizenlenmesinde

rol oynamaktadir (40).

Polikistik over sendromu (PKOS) iireme ¢agindaki kadmlarinin% 5-10'unu
etkileyen en yaygim endokrinopatilerden biridir. Polikistik over sendromu ile ilgili tan1
ve tedavideki tartigmalar devam etmektedir (41). microRNA ve PKOS ile ilgili yapilan
bir ¢calismada IVF uygulanan gen¢ ve yash kadinlardan elde edilen folikiiler siviya
dayanan MicroRNA profili, miR-21'in geng kadmlarm folikiiler sivisinda daha fazla
eksprese edildigi; miR-99b-3p, miR-134 ve miR-190b yash kadinlarin folikiiler

stvisinda ekpresyonunun arttigi goriilmiistiir (42).

Calismalar miRNA'larin over fonksiyonlarini ve overde steroid hormon

regiilasyonunu kontrol edebildigini gosterir (43).

Ayrica spesifik miRNA'larm, cesitli molekiiler yolaklar tizerindeki etkileri
yoluyla insan kanserlerinin baslamasi ve / veya ilerlemesinde 6nemli rollere sahip
olabilecegi dne siiriilmiistiir. Kanserde miRNA ekspresyonunun daha iyi anlasilmasz,
yeni molekiiler yolaklar1 veya bilinen yolaklar i¢in yeni aktivasyon mekanizmalarini
ortaya c¢ikarabilir. Over kanseri dokularinda farkl sekilde eksprese edilen birkag
miRNA'nin oldugu ortaya koyulmustur (44).

MiRNA ve inferilite lizerine yapilan bir calismada PKOS'lu kadinlardan alinan
FS oOrneklerinde,  Gonadotropin tedavisine ve yumurtalik cevabina goére FS
orneklerinde miRNA ekspresyon diizey farkliliklar1 arastirilmistir ve anlamli sonuglar
elde edilmistir (45). MiR-17-5p ve let7b eksikligi olan farelerde yapilan bir ¢alismada
korpus luteum yetmezligi ve infertilite ile sonuglandigi ve bu farelere miR-17-5p ve

let7b'nin yumurtaliklara enjekte edilmesi ile kismen tersine dondiigli saptanmustir (40).
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3. MATERYAL ve METOD

Mevcut arastirma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi (SDUTF)
Kadm Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
ve Tibbi Genetik Anabilim Dali isbirligi ile Mart 2019 ve Mart 2020 tarihleri arasinda
gerceklestirilmistir. Tez projesi icin gerekli “etik kurul onayr” SDUTF Etik Kurul
Bagkanligi’'ndan alinmis ve ayrica hastalara arastirma hakkinda ayrintili bilgi veren
“bilgilendirme ve onam formlar” okutularak, bilgi sahibi olmalar1 saglanmistir.
Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi

tarafindan TTU-2020-7497 proje numarasi ile desteklenmistir.

3.1. Materyal

Calismaya dahil edilen hastalar i¢in gerekli anamnezler alinacak, klinik ve
biyokimyasal parametreler acisindan degerlendirilerek ve antral folikiil sayimu,
antimiillerian hormon, FSH, TSH, primer veya seconder infertilite tiirleri, gravida,
parite, erkek kaynakli sperm faktdrii, HSG sonucu, VKI, yas, sigara i¢imi, ovulasyon
indiiksiyonu sonra 10mm {izeri folikiil sayis1 degerleri kayit altina alinacaktir. IVF
siklusuna dahil olan hastalarda oosit pick up (OPU) islemi ile toplanan folikiil sivis1
ve graniilosa hiicre 6rnekleri de kullanilmistir. Folikiil s1visi, i¢inde oosit ya da oositler
ile bir miktar kan igeren bir 6rnektir. Rutin prosediir geregi OPU islemi sirasinda bu
stvidan hizli bir sekilde oosit ya da oositlerin uzaklastirilmasi ve farkl bir kiiltiir
ortamimna aktarilmasi istenmektedir. Aktarmayi1 takiben ise bu sivi atilmaktadir.
Graniilosa hiicreleri de rutin IVF prosedurii geregi oositler etrafindan uzaklastirilarak
hem islemin sagligi hem de dollenmenin gézlenmesi i¢in mekanik ya da enzimatik
olarak uzaklastirilarak atilmaktadwr. Calisma icin bu sivi ve graniilosa hiicreleri
atilmayarak -80°C’de miRNA ekspresyon diizeylerini belirlemek iizere iki farkl

laboratuvarda yedeklenerek saklanmustir.
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3.2. Metod

Calismaya Siileyman Demirel Universitesi T1p Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1
Dogum Anabilim Dali Tiip Bebek Unitesi’ne basvuran toplam 52 hasta dahil
edilmistir. Caligmaya kadmn kaynakl ve erkek kaynakli organik patoloji saptanmamis
takip edilen 26 hasta ve herhangi bir kadin kaynakli organik faktor bulunmayan erkek
kaynakl1 infertilite tanisiyla takip edilen 26 hasta dahil edilmistir. Tiip bebek {initesine
tedavi almak tlizere basvuran hastalardan ¢alisma kriterlerini saglayan goniilliiler
caligmaya kabul edilmistir. Her iki ¢ifte ait infertilite etyolojisi olan giftler ya da
herhangi baska bir endikasyon (PKOS, endometriozis, tubal faktor, diisik over
rezervi) ile tedavi planlanan vakalar ¢alisma dis1 birakilmistir. Calismaya dahil
edilecek olan tiim kisilerden arastrma hakkinda s6zlii ve yazili olarak ayrintili

bilgilendirildi ve ¢alismay1 kabul edenlerden “bilgilendirilmis goniillii olur” alind1.

3.2.1. Hastalarin Secimi

Hastalarin fizik muayene ve jinckolojik muayeneleri yapilmasini takiben tiim
hastalardan mensin 3. giinii hormon profili (bazal FSH, LH, progesteron, estradiol,
prolaktin) bakildi. Tiim hastalara adetin 7-10. giinleri arasinda HSG c¢ekildi. Uroloji
boliimiinden konsiiltasyon istenerek eslerinden 3 giin cinsel perhizden sonra sperm
analizi yapildi. Bes folikiil’den az diisiik over yanit1, 5-15 folikiil aras1 normal ve 15
folikiil ve istii polikistik benzeri over olarak degerlendirildi (46). Calismaya alinan 52
infertil hasta 2 gruba ayrildy; ilk grupta erkek kaynakli infertil ¢iftlerden kadin kaynakli
bir patolojisi olmayan infertil ¢iftler, ikinci grupta ise erkek ve kadm kaynakli
patolojisi saptanamayan infertil ¢iftler bulunmaktaydi. Calisma gruplarinda yapilan
TV USG’de antral folikiil sayis1 (AFS) ve ovulasyon indiiksiyonu sonras1 10 mm ve
tizeri gelisen folikiil sayis1 da kaydedildi. Bunun i¢in Logio 200 marka USG cihaz1 ve
6,5 MHz’lik vaginal prob kullanildi.

Tiim hastalarin yas, meslek, infertilite siiresi, sigara, alkol kullanimi, ek
hastalik varligmma gore demografik 6zellikleri kaydedildi. Anestezi doktoruna konsiilte
edilerek preoperatif degerlendirilmesi saglandi, tiim hastalar i¢in preoperatif sakinca

olmadig bilgisi alind1.
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Aciklanamayan infertilite spermiogram, ovulasyon, HSG ve eger gerekli ise
overyan rezerv testleri ve laparoskopi incelemeri normal olan hastalar agiklanamayan
infertil grubu olarak kabul edildi (47). Bu gruptaki hastalar en az 1 yil siire ile infertil
olan, 21-35 giin aras1 degisen diizenli menstrual sikluslara sahip, ovulasyon kanit1 olan
(midluteal serum PG>5 ng/ml), siklusun 2. giinii FSH<10-15 IU/L degerine sahip,

HSG ile normal tubal patens izlenen ve normal sperm parametreleri olan hastalardi.

Erkek faktorii grubu ise; kadinda infertiliteyi ekarte ettigimiz ve erkekte ¢esitli
faktorlere (hipotalamohipofizer, testikiiler, post-testikiiler vb) bagli olarak semen
analizi sonuglart WHO 2010 kriterlerine (sperm gore oligospermi sayisimin normalin
altinda olmasi konsantrasyon <IS5milyon), azospermi (semende hi¢ sperm
bulunmamasi), treatozoospermi (< %4 normal form sperm), astenospermi (motil
sperm yiizdesinin diisiik olmas1 <%32 progresif motil), oligoastenospermi (sperm say1
ve motilitesinin normalin altinda olmasi, konsantrasyon< 15 milyon ve <%32 progresif
motil) olarak degerlendirilen ICSI islemi icin mastiirbasyon ve ya TESE yapilarak
sperm elde edilen hastalardan olugmaktaydi (48).

Calismaya dahil edilme kriterleri asagidaki sekildeydi:

1. Ek hastalik olmamasi (hipotirodi, hipertirodi, hiperprolaktinemi, diabetes

mellitus)
2. IVF siklusuna dahil olmus olmak
3. 20-38 yas aras1 infertil ¢iftler

4. Erkek kaynakli infertil ¢iftlerden kadin kaynakli bir patolojisi olmayan
infertil ¢iftler ( kontrol grubu igin )

5. Herhangi bir kadin ve erkek kaynakli organik faktor bulunmayan

aciklanamayan infertilite tanisiyla takip edilen ¢iftler (calisma grubu igin)
Calismadan cikarilma kriterleri ise asagidakilerden olugmaktaydi:
1. Caligsma stiresince takipten ¢ikmig olma
2. Tedavi siirecini etkileyecek bagka sistem hastaliginin varligi

3. Tetkik ve tedaviyi kabul etmeyenler
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4. IVF sikluslarinda oosit elde edilememesi veya fertilasyon yontemlerinde
fertilizasyonun gerceklesmemesi

5. Bilinen kadin kaynakli organik bir patolojisi olan infertil ¢ifler (6rnegin
PKOS, endometriozis, diisiik over rezervi ve digerleri)

3.2.2. Kontrollii overyan hiperstimiilasyon

Calismamiza katilan infertil kadinlarin ilk degerlendirilmeleri sonrasi
rekombinant FSH baslangi¢ diizeyleri, yas, antral folikiil sayisi, kilo, bazal FSH
degerleri, daha 6nceki stimulasyon rejimine olan cevabi g6z Oniine alinarak bireysel
olarak hesaplandi. Folikiil gelisiminin takibi amaciyla gonadotropin tedavisinin 5.
giiniinde ultrasonografi sonucuna gére gonadotropin doz ayarlamasi yapildi ve seri
yapilan ultrasonografi takibi ile folikiil gelisimi takibi yapildi. Gonadotropin
stimulasyonu baglanmadan 6nce Siklusun 3. giiniinde overyan folikiiler aktivite ve 10
mm’yi gegen biyik folikiil kisti acgisindan transvaginal ultrasonografi ile
degerlendirildi calismaya katilan kadinlarda bu tip bir patolojiye rastlanilmadi.
Konrollii overyan hiperstimulasyon protokollerinden uzun protokol GnRH agonisti
veya kisa protokol GnRH antagonist baslandi. Uzun protokol GnRH agonisti
uygulanan kadinlara 6nceki siklusun mid-luteal fazinda (21. giin) 0.5 mg/giin
leuprolide asetat (Lucrin flakon 1mg Abbott, Tiirkiye) veya 0,1 mg triptorelin asetat
(Decapeptyl enjektabl 0,1 mg Ferring, Tiirkiye) baslandi. Uygun dozda gonadotropin
ile stimulasyon siklusun 3.giiniinde baslandiktan sonra leuprolide asetat veya
triptorelin asetat dozu yariya diisiiriilerek gonadotropin tedavisi boyunca ayni dozdan
devam edildi. Kisa protokolle GnRH antagonist uygulanan kadinlar menstriial
siklusun 3. giinii hormonal ve sonografik olarak degerlendirildi. Sonografik olarak
folikiiler veya korpus luteum kisti saptanmayan ve hormon diizeyleri normal sinirlarda
olan hastalara siklusun 3. giinlinde uygun dozda gonadotropin stimiilasyonuna
baslandi. En biiyiik folikiil 13 mm capa ulastiginda ya da E2 > 800 pg/ml oldugunda
cetroreliks 0,25 mg/giin subkutan (sc) (Cetrotide flakon 0,25 mg, Merck Serono,
Istanbul, Tiirkiye) veya ganireliks 0,25mg/giin sc (Orgalutran kullanima hazir enjektor
0,25 mg, Schering Plough, Istanbul, Tiirkiye) baslanarak hCG giiniine kadar
gonadotropinlerle birlikte kullanildi. Stimulasyonda rekombinant FSH (Gonal-F RFF

Pen -follitropin alfa injection, Merck Serono, Istanbul, Tiirkiye; Puregon Schering-
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Plough, istanbul, Tiirkiye) veya iiriner FSH (Menogon 75 U ampul, Ferring, istanbul,
Tiirkiye) kullanildi.Dort IVF sertifikast olan arastirmaci tarafindan bu protokoller

yiiriitildii.
3.2.3. Oosit Pick-up Islemi ve folikiil sivis1 graniilosa toplanmasi

Seri yapilan ultrasonografiler sonucunda iki veya daha fazla folikiil >17 mm
ulagtiginda rekombinant hCG (Ovitrelle PreFilled Syringechoriogonadotropin alfa
injection, 250 mikrogram, Merck Serono, Istanbul, Tiirkiye) uygulandi. Hasta takip
formlarmma her kontrolde ustrasonografiyle folikiil sayis1 ve endometrium kalinligi
kaydedildi.  Hastalar  rekombinant hCG  (Ovitrelle  PreFilled  Syringe
choriogonadotropin alfa injection, 250 mikrogram, Merck Serono, Istanbul, Tiirkiye)
uygulamasindan yaklasik 36 saat sonra genel anestezi altinda jinekolojik masada
uygun litotomi pozisyonunda hazirlanarak OPU islemine alindi. OPU islemi sirasinda
hasta litotomi pozisyonunda steril kosullarda hazirlandi. Vaginal spekulum
yerlestirildikten sonra vagen steril serum fizyolojik ile yikandi. Cift liimeni bulunan
17 mm ve 30 cm ebatlarinda oosit aspirasyon ignesi kullanilarak transvajinal yoldan
oosit toplama islemi uygulandi. Bu islem sirasinda folikiil sivilar1 ve graniilosa

hiicreleri topland1 (Sekil 1).

Sekil 1. Oosit pick-up islemi sirasinda overin ultrasonografik gériiniimii
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3.2.4. Folikul Sivilarinin ve Graniilosa Hiicrelerinin Elde Edilmesi ve

Hazirlanmasi

OPU islemi esnasinda aspire edilen folikiil sivi (FS) 6rneklerinden embriyolog
tarafindan oositler ayristirildi. Graniilosa hiicrelerinin izolasyonunda oosit toplama
islemi yapilan bu hastalardan her bir oosit etrafindaki korona radiata tabakasinin
mekanik ve enzimatik olarak ayrilamasi ile graniilosa hiicreleri elde edildi, enzimatik
ayirma islemi i¢in ticari olarak hazirlanan (HYASE-10X™, Vitrolife AB Box 9080,
400 92 Goteborg, Sweden) hiyaluronidaz enzimi kullanildi.

Sar1 berrak renkli olan folikiil sivilar1 ve graniilosa hiicreleri eppendorf tiiplere

konuldu.

Calismaya dahil edilen hastalardan OPU iglemiyle alinan materyal oosit ayirma
islemi sonrasi folikiil sivisi ve graniilosa hiicleri ayristirildi, 1500 rpm devirde

eppendorf tiiplerinde 15 dakika santrifuj edilerek serum elde edildi (Sekil 2).

Sekil 2. Graniilosa hiicrelerinin izolasyon asamalar1 (SDU Tip Fakiiltesi IVF Unitesi)
3.2.5. Folikiil ve Graniilosa Hiicrelerinin Tiipe Alinmasi ve Saklamasi

Graniilosa hiicreleri ve FS ornekleri miRNA diizeylerinin tayinine kadar

eppendorf tiiplerine iki porsiyona ayrilarak -80°C’de saklandi.

3.2.6. ICSI islemi, Embriyo Degerlendirilmesi ve Transferi

OPU giinii hastanin esinden mastiirbasyon veya testicular sperm extraction
(TESE) yoluyla elde edilen spermlerin likefaksiyon sonrasi sayr ve motilitesi

degerlendirildi. Her hastada esinin spermleri kullanildi. Alinan spermler swim-up veya
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gradient yontemlerinden gegirildikten sonra modifiye insan tubal sivi medyumu
(PureSperm 40/80 Nidacon international Mdlndal Sweden) ile yikanarak hazirland.
Oositler, petri kabinda %7 sentetik serum ilave edilmis modifiye insan tubal sivi
medyumuyla (Vitrolife G-TL Europe Sweden AB) 37° C’de ve %5 CO; ortaminda
inkube edildi. Alinan MII oositler, i¢inde 5 ul” lik HEPES tamponlu damlalarm oldugu
petri kabmna yerlestirildi ve ICSI islemi uyguland1. Fertilizasyon iCSI prosedurundan
bir giin sonra degerlendirildi ve 2 pronukleus gozlenen oositler fertilize olarak kabul
edildi (Sekil 3).

Sekil 3. iki polar cismi de igeren fertilize oosit

Embriyolar 1. 3. ve 5. giinde degerlendirildi. Embriyolar Tip A (miikemmel)
kalite ve Tip B (iyi) kalite olarak siniflandirildi. 1. giin embriyolarin ICSI’den 16-18
saat sonra fertilizasyon kontrolleri yapildi. 2 proniikleus goriilmiis olmasi oositin
fertilize oldugu lehine yorumlandi. Fertilize olan embriyolara 3. giin klivaj kontrolii
yapildi. Tip A (miikemmel) embriyolar, niikleer fragman icermeyen Tip B (kaliteli)
embriyolar, aniikleaz fragmanlar ile doldurulmus embriyo hacminin maksimum%
20'sine sahiptir, C tipi embriyolarda, aniiklear fragmanlar1 embriyo hacminin% 21
ila% 50'sini temsil edenler, olarak degerlendirildi. A, B ve C tipi embriyolar transfer
icin uygun olarak degerlendirildi. Calismaya katilan hastalarin hepsi Tip A ve Tip B
embriyo kalitesine sahipti. 5. giin degerlendirmesinde embriyolar gelisim asamalari,

i¢ hiicre kitlesi ve trofoektoderm hiicrelerinin yapisina gore degerlendirildi.

Embriyolar Wallace Kkateteri (Sure View embriyo replacement catheter
Wallace Ltd., made in Mexico, Smiths medical) ile TV-USG esliginde transfer edildi.
Hastanin yas1 ve elde edilen embriyolarin sayis1 ve kalitesi goz Oniine almarak 1

embriyo transfer (ET) edildi. Tiim hastalara luteal destek saglamak amaciyla OPU
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giiniinden 1 giin sonra baslayarak intravaginal progesteron jel (Crinone %8 jel, Merck
Serono) uygulandi. Embriyo transferinden 12 giin sonra kanda bakilan hCG’nin pozitif
olmas1 implantasyon olarak kabul edildi. Embriyo transferinden 5 hafta sonra TV-
USG’de uterin kavitede gestasyonel kese izlenmesi klinik gebelik olarak kabul edildi.
Viabl canli bebek dogurmak (500 gram lizeri ve/veya 24. gebelik haftasindan sonra
dogum yapmak) eve bebek gotiirme, 500 gram alt1 ve/veya 20. gebelik haftasindan

once olan gebelik kayb1 ise abort olarak degerlendirildi.

3.2.7. Folikul Sivis1 ve Graniilosa Hiicrelerinde Arastirilan Parametrelerin Tayini

Graniilosa ve folikiil stvilarindan birer tane 6rnek alinarak miRNA izolasyonu
yapildi (mir-17-5p, mir-21, mir-126). Nanodrop Ol¢iimleri istenen miktarlarda idi.
Syber Green kullanilarak orneklerin optimizasyon calismasi yapildi. RT-PCR
kosullar1 ayarlanarak run verildi ve bir okuma sonucu elde edilen CT mean degerleri

asagida verildigi sekilde bulundu.

3.2.8. Genetik Cahsma

Plazmadan total RNA izole edildi. Izole edilen total RNA’larin nanodrop
spektrofotometre cihaziyla 6l¢iimleri yapildi. A260/280 orani 1.8’in altindaki veya
A260/230 orani 2.0’m altinda olan 6rnekler ¢alismaya dahil edildi. Elde edilen total
RNA c¢alismaya kadar -80 C’de saklandi. Saklanan total RNA 6rneklerinden miRNA

izolasyonu yapildi.

3.2.8.1. miRNA izolasyon protokolii
1) 200uL serum+500ul RiboEx pipetaj yaparak eklenecek ve 5dk oda
sicakliginda inkiibe edildi.

2) 1,5ml lik tiip tizerine 100ul kloroform eklenecek ve alt {ist yapilarak 2 dk
oda 1s1sinda bekletildi.

3) 12.000g’de 1 dk santrifiij yapilarak sulu faz bagka ependorfa aktarilacak ve
tizerine %50 etanol eklenerek baska bir kolona aktarilacak. 11.000rpm’de 1 dk oda

1sisinda sanrifiij edildi.
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4) Altta kalan toplama kabinda kalan hacim kadar %100 ethanol eklenecek ve

pipetaj yapildi.

5) Karisim bagka bir kolona aktarilacak. 11.000 rpm’de 1 dk oda isisinda
santrifiij edildi.

6) Collection tiip degistirilerek S00uL Buffer eklenecek, 11.000 rpm’de 1 dk

oda 1si1sinda santrifiij edilecek. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

7) Daha sonra membranin tam merkezine gelecek sekilde 50ul. RNase-free su
eklenecek ve 2dk oda sicakliginda bekletildi.

8) 11,000rpm de 2 dk santrifiij edilecek ve elde edilen 6rnek -20°C’ ye
kaldirildi.

3.2.8.2. cDNA izolasyon protokolii:

miRNA ekspresyon miktarmin tayini i¢in, elde edilen total miRNA’lardan
calisilacak herbir miRNA i¢in ayr1 ayr1 stem loop primeriyle cDNA elde edildi. Bunun
icin; 10X Reaction Buffer, Stem-loop primer, 20X dNTP mix, miRNA, WizScript™
RTase, RNase Inhibitor, RNase free Water iiriinleri toplam 10ul’ ye tamamlanarak
PCR striplerine koyularak thermal cycler’a yerlestirildi. Thermal cycler dongii
protokolii 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk seklinde programlandi.

3.2.8.3. RT-PCR Protokolii:

Calismaya baslamadan 6nce plate dizayni yapilacak ve cDNA hari¢ PCR miksi
hazirlanmig(2X Syber Green Master mix, Forward primer, Reverse Primer, ROX,
cDNA, Su). cDNA 6rnegi her bir kuyuya esit miktarda eklendi (6rnegin; 16ul mix+4ul
cDNA). Plate kapatilarak RT-PCR cihazma yerlestirildi. RT-PCR kosullart; 95°C’de
10 dk, 95°C’de 15 sn, 60°C’de 1 dk 40 dongii olacak sekilde programlandi.

3.2.8.4. Verilerin Degerlendirilmesi:

Rolatif kantitasyon analizi “224¢T Y@éntemi” metodu kullanilarak tanimland.
Bunun i¢in; miRNA ekspresyon kantifikasyonu kiigiik niiklear riboniikleoprotein olan

U6 snRNA referans olarak kullanilip kontrol grubuna gore normalize edildi.
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* Her bir 6rnege ait, her bir genin Ct degerleri, o 6rnegin housekeeping Ct (U6

CT) degerinden cikartilacak delta siklus esigi (ACt) degerleri hesaplandi

* Daha sonra her bir hastanin ACt degerleri kontrol grubunun ortalama Ct

degerinden ¢ikartilaracak deltadelta siklus esigi (AACt) degerleri hesaplandi

* Son olarak; her bir miRNA’nin ne kadar eksprese oldugu hesaplamak igin,

son degerin baslangica olan oran1 alinarak (fold change) 224" degeri belirlendi.

278ACt degeri 2’nin iizerindeyse artis, 1’in altindaysa ekspresyonda azalma

olmustur seklinde yorumlanda.

3.2.9. istatistiksel Analiz

Arastirmada nominal ve ordinal verilerin tanimlanmasinda frekans analizi,
Ol¢tim degerlerinin tanimlanmasinda ortalama ve standart sapma degerleri kullanild:.
Nominal ve ordinal verilerin fark analizinde Ki-Kare Testi ve Ki-Kare Benzerlik Orani
(Likelihood Ratio) kullamldi. Olgiim verilerinin fark analizinden once, verilerin
dagiliminin normallik testi icin Kolmogorov Smirnov testi kullanildi. Test sonucu
normal dagilima uyan parametrelerin iki grup arasindaki farki i¢in Bagimsiz 6rneklem
T-Testi, normal dagilima uymayan parametrelerin ikili grup farki igcin Mann Whitney
U testi kullanildi. Korelasyon analizi i¢in Spearman’s rho analizi kullanildi. Tim

analizler %95 giiven araliginda ve 0.05 anlamlilik diizeyinde gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

Calismamiza infertilite nedeniyle bagvuran IVF tedavisi alan 52 kadin hasta

dahil edildi. Caligmaya katilan hastalarimizi agiklanamayan infertilite nedeniyle

infertil kabul edilen hastalarin olusturdugu grup (n=26) ve erkek faktoér nedeniyle

infertil kabul edilen hastalarin olusturdugu grup (n=26) olmak tizere iki gruba ayirildi

ve MIRNA ekspresyon diizeylerinin analizi yapildi.

4.1 Erkek kaynakh infertil grupta bulunan kadinlar ile aciklanamayan infertil

grupta bulunan kadinlarin baz1 demografik 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Erkek kaynakli infertil grupta bulunan kadmlar ile ag¢iklanamayan infertil

grupta yer alan kadinlara iliskin baz1 demografik 6zellikler Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Erkek kaynakli infertil grupta bulunan kadinlar ile agiklanamayan infertil
grupta bulunan kadmlar’a iliskin baz1 demografik 6zellikleri

Erkek kaynakh | Aciklanamayan
_ ] _ ' Toplam
infertil grup infertil grup p
(n=52)
(n=26) (n=26)
Yas, Ortalama+SS 28.96+5.21 28.27+£3.99 28.62+4.61 |0.5932
BMI,
26.04+3.81 25.19+4.52 25.62+4.16 |0.469?
Ortalama+£SS
Siire,
4.62+3.06 4.54+2.63 4.58+2.82 |0.810°
Ortalama+£SS
Sigara, n (%)
Yok 20 (76.9) 13 (50.0) 33 (63.5)
0.044°
Var 6 (23.1) 13 (50.0) 19 36.5)

a. Bagimsiz Orneklem T-Testi, b. Mann Whitney U Testi, c. Ki-Kare Testi.

Erkek kaynakli infertil grubtaki kadinlarin yas ortalamasi agiklanamayan

infertil gruptaki kadmlarm yas ortalamalarindan daha biiyiik oldugu goriildii, fakat
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gruplar arasindaki yas farklar1 arasi anlamli istatistiksel sonu¢ bulunmamistir(p>0.05).
VKI degeri erkek kaynakli infertil grupta bulunan kadinlarda daha yiiksek olsa da, iki
grup arasindaki farklar anlamli degildi (p>0.05). Yine siire ortalamasi erkek kaynakli
infertil grubunda daha yiiksek olsa da, bu farkin da istatistiksel olarak anlamli olmadig1
goriildii (p>0.05). Sigara kullanimi1 erkek kaynakli infertil grubunda %23.1 iken,
aciklanamayan infertil grubunda ise %50.0 olarak bulundu ve gruplar arasindaki sigara

kullanimi farki istatistiksel olarak anlamli sonug elde edildi (p<0.05).

4.2 Erkek kaynakh infertil grupta bulunan kadinlar ile agiklanamayan infertil

grupta bulunan kadinlarin bazal hormon degerlerine gore karsilatirilmasi

Olgu gruplarinin hormon degerlerinin ortalama degerleri ile fark analizi

sonuglar1 Tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 5. Erkek kaynakli infertil grupta bulunan kadnlar ile agiklanamayan infertil
grupta bulunan kadmlar’in bazal hormon degerleri ile fark analizi sonuglari

Erkek kaynakh infertil | Aciklanamayan infertil Toplam
grup (n=26) grup (n=26) (n=52) P
AMH 3.64+2.06 3.90+3.21 3.77£2.67 |0.729%
FSH 6.86+2.41 7.82+3.99 7.34+£3.30 |0.299%
TSH 1.99+1.17 2.02+1.89 2.01£1.56 [0.833°

a. Bagimsiz Orneklem T-Testi, b. Mann Whitney U Testi.

AMH, FSH ve TSH seviyeleri agiklanamayan infertil grup grubunda daha
yiiksekti. Fark analizi sonuglarina bakildiginda, her iki gruplar arasinda bu farklarin

istatistiksel olarak anlamli sonuglarin olmadigi belirlendi (p>0.05).
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4.3 Erkek kaynakh infertil grupta bulunan kadinlar ile aciklanamayan infertil
grupta bulunan kadinlarin folikiil ve graniilosa hiicrelerinde miR-21, miR-17-5P

MiR-126 ekspresyon diizeyilerine gore fark analizleri

Tablo 6. Erkek kaynakli infertil grupta bulunan kadinlar ile agiklanamayan infertil
grupta bulunan kadmlarmn folikiil ve graniilosa hiicrelerinde miR-21, miR-
17-5P miR-126 ckspresyon diizeyi ortalama degerleri ile fark analizi

sonuglari
Erkek kaynakh | Aciklanamayan
] ] ] ] Toplam
infertil grup infertil grup (n=52) p
n=
(n=26) (n=26)

ACt miR-17-5p folikiil -4.87+1.88 -5.7242.18 |-5.29+2.06|0.138
ACt miR-21 folikiil 5.16+1.30 4.51£1.59 4.83+1.47 |0.116
ACt miR-126 folikiil -4.58+2.27 -3.1942.07 | -3.8942.26|0.025
ACt miR-17-5p graniilosa -5.78+1.46 -7.09+£1.09 | -6.44+1.44|0.001
ACt miR-21 graniilosa 4.34+1.55 3.30£1.27 3.82+1.50 | 0.011
ACt miR-126 graniilosa -5.46+1.64 -4.43+1.27 | -4.94+1.54|0.014

Tablo 6’daki verilere gore folikiil sivisindaki miR-17-5p ve miR-21 ekspresyon
diizeylerinin her iki grup arasinda fark analizi sonuglar1 istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0.05). Folikiil stvilarindaki miR-126, graniilosa hiicrelerindeki miR-17-5p,
mMiR-21 ve miR-126 ekspresyon diizeyi farklari ise istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0.05). miRNA degerlerinin ACT, -yani degisim degerleri alindigindan, mutlak
degeri biiyiik olanlarda degisim daha yiiksekti. Buna gore folikiil sivilarindaki miR-
126, graniilosa hiicrelerindeki miR-21 ve miR-126 degisim ortalamalar1 erkek
kaynakli infertil grubunda, graniilosa hiicrelerindeki miR-17-5p degisim ortalamasi ise

aciklanamayan infertil grubunda daha yiiksek diizeydeydi.

Erkek kaynakli infertil grup ile folikiil sivis1 ve graniilosa hiicrelerinde miRNA
ekspresyon diizeyi parametreleri arasindaki iligki i¢in yapilan Spearman’s rho

korelasyon analizi sonuglar1 Tablo 4.7°de verilmistir.
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Tablo 7. Erkek kaynakli infertil grup ile Agiklanmayan infertil kadinlarin folikiil sivist
ve graniilosa hiicrelerinde miRNA ekspresyon diizeyi parametreleri
arasindaki iligki i¢in yapilan Spearman’s rho korelasyon analizi sonuglar1

r P
ACt miR-17-5p folikiil -0.161 0.253
ACt miR-21 folikiil -0.274" 0.049
ACt miR-126 folikiil 0.325" 0.019
ACt miR-17-5p graniilosa -0.441™ 0.001
ACt miR-21 graniilosa -0.325" 0.019
ACt miR-126 graniilosa 0.374™ 0.006

*p<0.05 **p<0.01

Korelasyon analizi sonuglarma gore erkek kaynakli infertil grup ile folikil
stvilarinda bakilan miR-21 (r=-0.274; p<0.05), miR-126 (r=-0.274; p<0.05),
graniilosa hiicrelerinde bakilan miR-17-5p (r=-0.441; p<0.01) ve miR-126 (r=-0.374;
p<0.01) arasinda istatistiksel olarak anlamli ve negatif yonde iliski vardi. Erkek
kaynakli infertil grupta folikiil sivilarinda bakilan miR-126 degerleri (r=0.325;

p<0.01) arasinda ise istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonde iliski vardi.

Arastirmada iki grup arasinda anlamli ¢ikan miRNA parametreleri ve sigara
kullaniminin, agiklanamayan infertilitenin bagimli degisken oldugu lojistik regresyon

analizi sonuglar1 Tablo 4.8°de verilmistir.
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Tablo 8. mIRNA parametreleri ve sigara kullanimmin, agiklanamayan infertilitenin
bagimli degisken oldugu lojistik regresyon analizi sonuglari

B S.E. Wald p OR
Sigara(1) -1.900 1.153 2.717 0.099 0.150
ACt miR-126 folikiil 0.010 0.230 0.002 0.966 1.010
ACt miR-17-5p graniilosa | -1.535 0.493 9.694 0.002* 0.216
ACt miR-21graniilosa -0.759 0.398 3.631 0.057 0.468
ACt miR-126 graniilosa 1.488 0.433 11.806 0.001* 4.428
Sabit 1.566 3.463 0.204 0.651 4.786

Regresyon analizi sonuglarina gore agiklanamayan infertil grup ile graniilosa

hiicrelerinde bakilan miR-17-5p ve miR-126 arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski

vardi (p<0.05).
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Sekil 4. Folikiil stvis1 miR-17-5p relatif ekspresyon seviyesinin fertilite gruplarina

gore farki
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Sekil 4°te de goriildiigii iizere, erkek faktor olan grubun folikiil stvilarinda miR-
17-5p ortalamasi daha diistiktii. Degisim araligi da erkek faktor grupta, agiklanamayan
infertilite grubuna gore daha disiiktii. Agiklanamayan infertilite grubunda hem
degisim aralig1 yiiksekti, hem de iki hastada folikiil sivilarinda miR-17-5p degisim

araliginin disinda ug deger almistu.
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Sekil 5. Folikiil sivis1t miR-21 relatif ekspresyon seviyesinin fertilite gruplaria gore
farki

Sekil 5°de de goriildiigii iizere, erkek faktor olan grubun folikiil stvisinda miR-
21 ortalamasi daha disiiktii. Degisim araligi da erkek faktor grupta, agiklanamayan
infertilite grubuna goére daha disiiktii. Aciklanamayan infertilite grubunda hem
degisim arali1 yiiksekti, hem de iki hastada folikiil sivisinda miR-21 degisim

araligmin disinda ug¢ deger almist.
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Sekil 6. Folikiil stvis1t miR-126 relatif ekspresyon seviyesinin fertilite gruplarina gére
farki

Erkek faktor olan grubun folikiil sivisinda miR-126 ortalamasi daha yiiksekti
(Sekil 6). Degisim aralig1 da erkek faktér grupta, agiklanamayan infertilite grubuna
gore daha yiiksekti. Ag¢iklanamayan infertilite grubunda hem degisim aralig1 diisiikti,
hem de bir hastada folikiil sivisinda miR-126 degisim araliginin disinda u¢ deger

almist1.
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Sekil 7. Graniilosa hiicrelerinde miR-17-5p relatif ekspresyon seviyesinin fertilite
gruplarina gore farki

Sekilde 7°de de goriildiigii tzere, erkek faktér olan grubun graniilosa
hiicrelerinde miR-17-5p ortalamasi daha diistiktii. Degisim aralig1 da erkek faktor
grupta, acgiklanamayan infertilite infertilite grubuna gore daha diisiiktii.
Aciklanamayan infertilite grubunda hem degisim aralig1 yiiksekti, hem de iki hastada

grantilosa hiicrelerinde miR-17-5p degisim araliginin diginda u¢ deger almisti
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Sekil 8. Graniilosa hiicrelerinde miR-126 relatif ekspresyon seviyesinin fertilite
gruplarina gore farki

Erkek faktor olan grubun graniilosa hiicrelerinde miR-126 ortalamasi daha
disiiktii (Sekil 8). Degisim aralig1 da erkek faktor grupta, aciklanamayan infertilite
grubuna gore daha diisiiktii. A¢iklanamayan infertilite grubunda hem degisim araligi
yiiksekti, hem de iki hastada graniilosa hiicrelerinde miR-126 degisim araliginin

disinda ug deger almist1
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Sekil 9. Graniilosa hiicrelerinde miR-21 relatif ekspresyon seviyesinin fertilite
gruplarina gore farki

Sekil 9’da da goriilecegi gibi, erkek faktor olan grubun graniilosa hiicrelerinde
mMiR-21 ortalamasi daha distikti. Degisim araligi da erkek faktér grupta,
aciklanamayan infertilite grubuna gore daha diisiiktii. Aciklanamayan infertilite
grubunda hem degisim aralig1 yiiksekti, hem de iki hastada graniilosa hiicrelerinde

MiR-21 degisim araliginin disinda ug deger almisti
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4.4 Erkek kaynakh infertil grupta bulunan kadinlar ile aciklanamayan infertil

grupta bulunan kadinlarin IVF basan kriterlerimize gore fark analizleri

Infertil gruplarinin gebelik sonucu, canli dogum ve embriyo kalitesi dagilimlar1
ve fark analizi sonuglar1 Tablo 9°da verilmistir.
Tablo 9. Erkek kaynakli infertil grupta bulunan kadinlar ile agiklanamayan infertil

grupta yer alan kadinlar’in gebelik sonucu, canli dogum ve embriyo kalitesi
dagilimlar1 ve fark analizi sonuglar

Erkek kaynakh | Aciklanamayan
] ] ] ] Toplam
infertil grup infertil grup p
(n=52)
(n=26) (n=26)
C. Dogum, n (%)
Yok 19 (73.1) 19 (73.1) 38 (73.1)
>0.05
Var 7 (26.9) 7 (26.9) 14 (26.9)
Gebelik, n (%)
Yok 18 (69.2) 19 (73.1) 37 (71.2)
0.760?
Var 8 (30.8) 7 (26.9) 15 (28.8)
Embriyo Kalitesi, n
(%)
1 4 (15.4) 4 (15.4) 8 (15.4)
>0.05
2 22 (84.6) 22 (84.6) 44 (84.6)

a. Ki-Kare Testi, b. Ki-kare Testi.

Erkek kaynakli infertil grubunda gebelik oram1 %30.8 iken, agiklanmayan
infertil grupta %26.9°du, ancak gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0.05). Canli dogum her iki grupta da %?26.9 olup, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmedi (p>0.05). Iki grup arasi embriyo
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kalitesine gore fark analizi sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu

(p>0.05).

4.5. Cahsmaya katilan kadinlarin sigara icme ahskanhklarina gore miRNA

ekspresyon diizeyi arasindaki farklar

Sigara icme durumuna gore miRNA sonuglari arasindaki farklar Tablo 4.10°da

verilmistir.

Tablo 10. Sigara igme durumuna gére miRNA sonuglar1 arasindaki farklar

Sigara var (n=33) | Sigara yok (n=19) p
ACt miR-17-5p folikiil -5.4242 18 -5.07+1.86 0.567
ACt miR-21 folikiil 4.72+1.37 5.04+1.67 0.461
ACt miR-126 folikiil -4.2742 .33 -3.2142.03 0.105
ACt miR-17-5p graniilosa -6.33+1.35 -6.62+1.59 0.484
ACt miR-21 graniilosa 3.88+1.55 3.71+1.43 0.695
ACt miR-126 graniilosa -4.97+1.57 -4.89+1.54 0.847

Sigara igen kadinlar ve sigara igmeyen kadmlar olarak iki grupta miRNA

ekspresyon diizeyi incelendiginde inceledigimiz ic miRNAnin da ekspresyon diizeyi

farklarmin tamamu istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
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4.6. Cahsmaya katilan kadinlarin yaslarina gore miRNA ekspresyon diizeyleri

degerlendirilmesi

4.6.1 Calismaya katilan kadinlarin 35 yas iizeri ve 35 yas alt1 olarak iki gruba

aymildiginda cahstigimiz miRNA’larin  ekspresyon diizeylerinin arasindaki

degerlendirme

Yasa gore miRNA sonuglar1 arasindaki farklar Tablo 4.9’da verilmistir.

Tablo 11. Yasa gore miRNA sonuglar1 arasindaki farklar

<35 (n=47) >35 (n=5) p
ACt miR-17-5p folikiil -5,39+2,06 -4,40+2,01 | 0.311
ACt miR-21 folikiil 4,74+1,45 5,74+1,53 0.151
ACt miR-126 folikiil -3,96+2.26 -3,16+2,40 0.457
ACt miR-17-5p graniilosa -6,49+1,36 -5,95+2,13 0.428
ACt miR-21 graniilosa 3,80+1,54 3,96+1,20 0.819
ACt miR-126 graniilosa -4,92+1,59 -5,14+1,10 0.763

Yas1 35 ve altinda olan grup ile 35’in lizerinde olan grubun folikiil sivis1 ve

graniilosa hiicrelerinde MiIRNA ekspresyon diizeyi farklarinin tamamu istatistiksel

olarak anlamli degildi (p>0.05).
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4.6.2 Cahsmaya katilan kadinlarin yas ortalamasina gore yas ortalamasinin

altinda kalanlar ve iizerinde olanlarda miRNA ekspresyon diizeyi farklan

Calismaya dahil ettigimiz infertile kadinlarin yas ortalamasma gore yas
ortalamasinin altinda kalanlar ve iizerinde olanlarda mMIRNA ekspresyon diizeyi

sonuglar1 arasindaki farklar Tablo 4.10°de verilmistir.

Tablo 12. Yas ortalamasina gére miRNA sonuglar1 arasindaki farklar

<28 (n=20) >28 (n=32) p
ACt miR-17-5p folikiil -5.82+1.84 -4.96+2.15 0.144
ACt miR-21 folikiil 4.19+1.20 5.24+1.51* 0.012
ACt miR-126 folikiil -4.53+1.96 -3.49+2.37 0.107
ACt miR-17-5p graniilosa -6.71£1.08 -6.27+1.61 0.286
ACt miR-21 graniilosa 3.52+0.82 4.00+1.79 0.191
ACt miR-126 graniilosa -5.52+1.64 -4.58+1.39* 0.031

Yas1 ortalamanim altinda olan (<28) ve ortalamanm {izerinde olan grubun

folikiil sivilarinda miR-21 ekspresyon diizeyi istatiksel olarak anlamliydi, graniilosa

hiicrelerinde miR-126’nin ekspresyon diizeyi de istatiksel olarak anlamliydi.

4.7. Calismaya katilan kadinlarin VKIi degerine gore miRNA ekspresyon diizeyi

degerlendirmesi

VKI gruplarina gére miRNA sonuglar1 arasindaki farklar Tablo 4.11°de

verilmistir.

Tablo 13. VKI degerine gére miRNA sonuglar1 arasindaki farklar

<25 (n=19) >25 (n=33) p
ACt miR-17-5p folikiil -5.7742.01 -5.0242.07 0.211
ACt miR-21folikiil 4.47+1.52 5.04+1.43 0.182
ACt miR-126 folikiil -4.29+2.18 -3.65+2.31 0.331
ACt miR-17-5p graniilosa -6.47+1.59 -6.42+1.36 0.890
ACt miR-21 graniilosa 3.48+1.61 4.01+1.42 0.229
ACt miR-126 graniilosa -5.07+1.50 -4.87+1.59 0.656

VKI 25’in altinda olan ve olmayan gruplarm miRNA farklarmm tamami

istatistiksel olarak anlamlig1 olmadig1 goriildi (p>0.05).
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4.8. Cahismamiza katilan kadinlar arasinda IVF basan kriterlerine gore olumlu

sonu¢lanan parametlerin miRNA ekspresyon diizeylerinin karsilastirmasi

Hastalarin gebelik, canli dogum ve embriyo kalitesi ile miRNA folikiil ve

graniilosa parametreleri arasindaki iliski i¢in yapilan Spearman’s rho korelasyon

analizi sonuglar1 Tablo 4.14’de verilmistir.

Tablo 14. Infertil kadinlarda Kinik gebelik, canli dogum ve embriyo kalitesi ile folikiil
stvist ve graniilosa hiicrelerinde miRNA ekspresyon diizeyi parametreleri
arasindaki iliski i¢in yapilan Spearman’s rho korelasyon analizi sonuglari

Gebelik Canh dogum Emt-)riy-o
kalitesi
R p r p r p
ACt miR-17-5p folikiil -0.180 | 0.203 |-0.208 | 0.139 |-0.021| 0.881
AC MiR-21 folikiil 0.222| 0.114 | /oo | 0.032 | 0.099 | 0.483
ACt MIR-126 folikiil -0.2817| 0.043 0.2'92* 0.036 |-0.131| 0.353
ACt miR-17-5p graniilosa 0.253 | 0.070 | 0.205 | 0.145 |-0.224| 0.111
ACt miR-21 graniilosa -0.109 | 0.442 |-0.173| 0.219 | 0.131 | 0.353
ACt miR-126 graniilosa -0.047 | 0.743 | -0.064 | 0.654 |-0.178| 0.208

Klinik gebelik ile folikiil sivilarinda bakilan miR-126 arasinda istatistiksel

olarak anlaml1 ve negatif yonde iliski vardi (r=-0.281; p<0.05). Canli dogum ile folikiil
stvilarinda bakilan miR-21 (r=-0.298; p<0.05) ve miR-126 (r=-0.292; p<0.05) arasinda

istatistiksel olarak anlamli ve negatif yonde iligki vardi.
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5. TARTISMA

MIRNA overde gonadal gelisimi, folikiiler olgunlasma, overde hormonal
steroidogenesis diizenlenmesi, overyan patolojilerin tespitinde biyobelirte¢ olarak ve
graniilosa hiicrelerin apopitozunun diizenlenmesi gibi overyan fonksiyonlarin

diizenlenmesinde rol oynamaktadir (40, 49).

Infertil hastalarda miRNA’nin yeri ve dnemi yapilan calismalarda giderek
artmakta ve gelismekte. Folikiil sivis1 ve graniilosa hiicrelerinden alinan 6rneklerle
yapilan calismalarda folikiil gelisimi, oosit maturasyonu, toplanan oosit sayisi,
embriyo kalitesi, kontrollii ovulasyon indiiksiyonunda uygulan ila¢ dozu, yas, VKI
gibi klinik parametrelerle miRNA ekspresyon diizeyi arasindaki iliskileri

arastirilmistir (50-52).

Son yillarda miRNA ve infetilite {izerine yapilan ¢alismalarm popularitesi
artmakta ve IVF sikluslarinin basarisini belirlemede potansiyel bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegi 6ngoriisii gliglenmektedir. Bu yonde yapilan ¢aligmalar iginde PKOS
olan kadinlarda, diisiik overyan rezervli kadinlarda, ovulasyon indiiksiyonuna diisiik

yanit veren kadinlarda yapilan ¢alismalar mevcuttur (50, 53).

Bu ¢alismada IVF tedavisi uygulanan agiklanamayan infertil ve erkek faktor
sebebiyle IVF tedavisi alan kadinlar {izerinde miRNA ekspresyon diizeyi hakkinda
arastirma yaptik. Calismamiza dahil ettigimiz agiklanamayan infertil ve erkek faktor
sebebiyle infertil hastalarimizin miRNA ekspresyon diizeylerini degerlendirdik. IVF
basarisini etkileyen ve infertiliteyi 6ngérmek i¢in kullanilan klinik ve laboratuvar
parametleriyle agiklanmayan infertil hastalarla yine bu parametlerle agiklanamayan
fakat erkek faktor sebebiyle infertil kabul edilen hastalar1 dahil ederek miR-17-5p,
miR-21, miR-126 ekpresyon diizeyleri bu parametrelere ve IVF basarisina etkisi
inceledik. Folikiil sivilarindaki miR-126, graniilosa hiicrelerindeki miR- 17-5p, miR-
21 ve miR-126 ekspresyon diizeyi farklari ise istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05).
miRNA degerlerinin ACT, -yani degisim degerleri alindigindan, mutlak degeri biiyiik
olanlarda degisim daha yiiksektir. Buna gore folikiil sivilarindaki miR-126, graniilosa
hiicrelerindeki miR-21 ve miR-126 degisim ortalamalar1 erkek kaynakli infertil
grubunda, graniilosa hiicrelerindeki miR-17-5p degisim ortalamasi ise agiklanamayan

infertilite grubunda daha yiiksek diizeydeydi. MiRNA ve infertilite iizerine yapilan
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calismalarda; aciklanmayan infertilite sebebiyle IVF tedavisi alan ve erkek faktor
sebebiyle IVF tedavisi alan gruplar1 arast miRNA ekspresyon diizeyi farkliliklar:

aragtirilarak yapilan bir ¢aligmaya rastlamadik.

Karakaya ve arkadaslarinin yaptigi IVF sikluslarinda zayif over yanitinin
oldugu kadinlarda graniilosa hiicrelerinde farkli microRNA ekspresyon iliskilerini
inceledigi bir ¢alismada kontrollii ovulasyon indiiksiyonuna zayif over yanit1 veren
kadinlarla, zayif yanit vermeyen kadimnlarin graniilosa hiicrelerindeki orneklerde
microRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda 6zellikle miR-21’in zayif over
yanit1 veren kadinlarin graniilosa hiicrelerinde ekpresyounun anlamli diizeyde arttig1
goriilmiis, mi-RNA-21’1n yas ile iliskisi arastirilmis anlamli sonug elde edilememistir
(50).

Kim ve arkadaglarmin yaptigi 10 agiklanmayan infertilite nedeniyle IVF
yapilan hastada ovulasyon indiiksuyonu sonrasi graniilosa hiicrelerinde ve folikiil
stvisinda miRNA ekpresyon diizeylerinin arastirildigi, oosit maturasyonun durumuna
gore iki gruba ayrilan calismada; IVF sikluslarinda oosit maturasyonuna gére miRNA
ekspresyon diizeyi degisip degismedigi arastirilmistir. Let-7b’nin  graniilosa
hiicrelerinde ekspresyon diizeylerinin oosit maturasyonuna gore anlamli olarak farkl

eksprese edildigi goriilmiistiir (54).

Martinez (2018) ve arkadaslarmin yaptigi folikiil sivisindaki saptanan
ekstraseliiler microRNA’larin fertilizasyon ve embriyo kalitesi arasindaki iliskinin
arastirildigr bir calisamada; fertilizasyon olan 93 kadinin folikiil sivisindaki
miRNA’lar ile fertilizsayon ger¢geklesmeyen 33 kadinin folikiil sivisindaki miRNA’lar
karsilagtirildiginda 12 miRNA’nin farkli diizeyde eksprese edildigi 11’nin
ekpresyonun arttigi (miR-210, miR-192 , miR-98 , miR-130-b , miR-92-a , miR-503,
miR-31-3p , let-7-c, miR-22, miR-542, miR-29) saptanmis. Coklu logisitik regresyon
analizi yapildiginda (yas, viicut kitle indeksi, fertilizasyon yontemi sperm sayisi),
arastirtlan 192 miRNA’dan 9u ( let-7-c, miR-10b-3p, miR-26b, miR-30-d, miR-92-a,
miR-130-b, miR-181-a, miR-652, miR-1290) fertilizasyonla iligkili bulunmustur.
Embriyo kalitesine gore kaliteli ve kaliteli olmayan embriyolar arasi folikiil stvisindaki
saptanan ekstraseliiller microRNA’larin degerlendirilmesi yapildiginda Kkaliteli

olmayan embriyolarda miR-888’in ekspresyonun arttigi, miR-214, miR-454 ve miR-
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145 ekspresyonlarmin diisiik oldugu goriilmiistiir (33). miRNA ve embriyo kalitesiyle
ilgi baska bir ¢alismada Feng ve arkadaslarmin yaptigi IVF yapilan kadmlarin folikiil
stvisindaki miRNA’larin embriyo kalitesi (iyi kalite embriyo ve iyi kalite olmayan
embriyo gruplar1) iizerine etkisi incelenmis miR-320 ve miR-197’nin iyi kalite
embriyo olan grupta anlaml diizeyde ekspresyon diizeylerinin arttigi goriilmiistiir, 15
miRNA’nin ( miR-222, miR-320, miR-24, miR-132, let-7b, miR-106a, miR-19b, miR-
16, miR-186, miR-339-3p, miR-17, miR-323-3p, MiR-197, miR-20a, ve miR-382)
ekspresyon diizeyinin anlamli diizeyde olmadan azaldigi gorilmiistiir (55).Yine
microRNA’larin embriyo kalitesi arasindaki iligkinin arastirildigi bir ¢alisamada
Machtinger ve arkadaslariin yaptigi1 IVF sikluslarinda folikiil sivisindaki saptanan
microRNA’larin embriyo kalitesi ile iligkisini incelenmistir ve embriyo kalitesine gore
4 miRNA’nin (miR-766, miR-663, miR-132-3p, miR-16-5p) farkli eksprese edildigi
gozlemlenmistir (56).Bu ¢alismalarda folikiil sivisindaki saptanan hiicre dis1
microRNA’larin fertilizasyon ve embriyo Kkalitesine gore farkli ekspresyon
diizeylerinde bize bilgi verebilecegini saptadik. Bizim ¢alismamizda klinik gebelik
sonuglar1 ile miR-126 folikiil arasinda istatistiksel olarak anlamli ve negatif yonde
iliski vard1 . Calismada canli dogum sinirma ulasan, IVF sonuglar1 basarili olan
kadinlarda folikiil sivilarinda miR-21 ve miR-126 folikiil arasinda istatistiksel olarak
anlamli ve negatif yonde iliski vardi.Embriyo kalitesi lizerine anlami istatistiksel bir

deger saptamadik.

Scalici ve arkadaslarinin yaptigi IVF yapilan PKOS’Iu ve PKOS’1u olmayan
kadnlardan alinan folikiil sivisi 6rneklerinden bes miRNA’nin (let-7b, miR-29a, miR-
30a, miR-140 ve miR-320a) ckspresyon profilleri karsilastirilmistir. MiR-30a’nin
PKOS’lu hastalarda ekspresyonunun arttigit miR-140 ve let-7b’nin ekspresyonun
azaldig1, matiir oosit sayisina gore miRNA ekspresyonlari karsilastirildiginda ise miR-
320a’nmn daha diisiik eksprese edildigi goriilmiis. Scalici ve ark.’larmin yaptig1 bu
calismada normal over rezervine sahip grupta folikiil sivisindaki bu bes miRNA’nin
IVF sonucu olusan klinik gebelik sonuglarmna bakildiginda folikiil stvisindaki miR-

29a’nin anlamli sonug verdigi goriilmiistiir (45).

Martinez (2019) ve arkadaslarinin yaptigi IVF sikluslarinda folikiil sivisindaki
saptanan miRNA’larin bu sikluslara katilan kadinlarm viicut kitle indeksi ile iliskisini

inceleyen ¢aligmaya 133 kadin dahil edilmis ve miR-328’in istatistiksel olarak anlaml1
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oldugu bulunmustur (57). Biz de ¢alismamizda IVF sikluslarinda folikiil sivisindakive
graniilosa hiicrelerinde miR-17-5p, miR-21, miR-126’larin bu sikluslara katilan
kadinlarin viicut kitle indeksi ile iliskisini inceledik BMI 25’in altinda olan ve olmayan

gruplarin miRNA farklarinin tamamu istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Moreno ve arkadaslarinin yaptigi IVF sikluslarinda folikiil sivisindaki saptanan
microRNA’larin IVF sikluslarindaki kadmlarin yasi ve oosit msturasyonlar: ile
iligkisini inceleyen ¢alismada ise IVF sikluslarindaki kadinlarin yasi ile degisen 1
MIRNA (miR-424) tespit edilmistir (58). Bizim de ¢alismamizda yasi ortalamanin
altinda olan (<28 y1l) ve ortalamanin iizerinde olan grubun folikiil sivilarinda miR-17-
Sp’nin ekspresyon diizeyi istatiksel olarak anlamliydi, graniilosa hiicrelerinde miR-
126°nin ekspresyon diizeyi de istatiksel olarak anlamliydi. Yasi 35 ve altinda olan grup
ile 35’in iizerinde olan grubun folikiil sivis1 ve graniilosa hiicrelerinde baktigimiz
miRNA ekspresyon diizeyi farklarmin tamamu istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05).

IVF sikluslarmin sayis1 her gecen giin artmaktadir. Buna ragmen YUT ile
olusan gebelik oranlar1 hala arzu edilen seviyeye gelmemistir. IVF sikluslariin
gebelikle sonuglanma oraninm %30°’a yakimn oldugu goriilmiistiir (59). Infertil ¢iftlerin
yaklagik %17’sinin agiklanmayan infertilite nedeniyle oldugu tahmin edilmektedir (2).
Mevcut laboratuvar ve klinik arastirmalar sonucu agiklanmayan infertil olarak kabul
edilen bu hasta grubuna yonelik son yillarda infertilite ve infertilite basar1 tizerine pek
cok calisma mevcuttur (33, 55, 56). A¢iklanmayan infetilite nedeniyle IVF siklusuna
alman kadinlar ve erkek kaynakli infertilite nedeniyle IVF siklusuna alinan kadmlarin,
iki grup aras1 folikiil sivilar1 ve graniilosa hiicrelerinde miRNA’nin ekspresyon
diizeyinin arastirildig1 bir ¢alismaya rastlamadik, bu durumu ¢alismamizin giiglii yani
olarak gosterebiliriz. Calismaya aldigimiz 6rnek sayisinin artmasi halinde ve
calismamizda arastirabildigimiz 3 miRNA (miR-17-5p, miR-21, miR-126) ¢esitliligini
arttrmamiz halinde daha basirili sonuglar elde edilebilecegini diisliniiyoruz ve bu

faktorlerin ¢alismamizimn kisithiliklar: olarak degerlendirilebilir.
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6. SONUC

Sonug olarak IVF tedavisi uygulanan agiklanamayan infertil ve erkek faktor
sebebiyle I\VVF tedavisi alan kadinlar iizerinde miR-17-5p, miR-21, miR-126 ekpresyon
diizeylerini IVF basarisina ve agiklanmayan infertil kadinlardaki ekpresyon farkliligini
inceledigimiz ¢alismamizda, folikiil sivilarindaki miR-126, graniilosa hiicrelerindeki
miR-17-5p, miR-21 ve miR-126 ckspresyon diizeyi farklar1 istatistiksel olarak
anlamliydi. miRNA degerlerinin ACT, -yani degisim degerleri alindigindan, mutlak
degeri biiyiik olanlarda degisim daha yiiksektir. Buna gore, folikiil sivilarindaki miR-
126, graniilosa hiicrelerindeki miR-21 ve miR-126 degisim ortalamalar1 erkek
kaynakli infertil grubunda, graniilosa hiicrelerindeki miR-17-5p degisim ortalamasi ise

aciklanamayan infertil grubunda daha yiiksek diizeydeydi.

Korelasyon analizi sonuglarma gore erkek kaynakli infertil grup ile folikiil
stvilarinda bakilan miR-21 (r=-0.274; p<0.05), miR-126 (r=-0.274; p<0.05), graniilosa
hiicrelerinde bakilan miR-17-5p (r=-0.441; p<0.01) ve miR-126 (r=-0.374; p<0.01)
arasinda istatistiksel olarak anlamli ve negatif yonde iligki vardi. Erkek kaynakli
infertil grupta folikiil sivilarinda bakilan miR-126 degerleri (r=0.325; p<0.01) arasinda
ise istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonde iliski vardi. Regresyon analizi
sonuglarina gore agiklanamayan infertil grup ile graniilosa hiicrelerinde bakilan miR-

17-5p ve miR-126 arasinda istatistiksel olarak anlamli iligski vardi (p<0.05).

Klinik gebelik ile folikiil sivilarinda bakilan miR-126 arasinda istatistiksel
olarak anlamli ve negatif yonde iliski vardi (r=-0.281; p<0.05). Canli dogum ile folikiil
stvilarinda bakilan miR-21 (r=-0.298; p<0.05) ve miR-126 (r=-0.292; p<0.05) arasinda

istatistiksel olarak anlamli ve negatif yonde iligki vardi.
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OZET

IVF Sikluslarinda Folikiil Sivisi ve Granulosa Hiicrelerinde miRNA Ekspresyon
Diizeylerinin Belirlenmesi

Mikro-riboniikleik asitler (miRNA) overde gonadal gelisim, folikiiler
olgunlasma, hormonal steroidogenezin diizenlenmesi ile overyan patolojilerin
tespitinde biyobelirteg ve graniilosa hiicrelerin apopitozunun diizenlenmesi gibi
overyan iglevlerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Mevcut tez arastirmasinda in
vitro fertilizasyon (IVF) sikluslarinda folikiiler s1v1 ve graniilosa hiicrelerinde miR-17-
5p, miR-21 ve miR-126 seviyelerinin degerlendirilmesi ve infertilite nedenleri ile

iliskilendirilmesi amaglanmustir.

Caligmaya kadm veya erkek kaynakli organik patoloji saptanmamig 26 infertil
cift (agiklanamayan inferilite) ve herhangi bir kadin kaynakli organik faktor
bulunmay1p erkek kaynakli infertilite tanisiyla takip edilen ve IVF tedavisi uygulanan
26 infertil ¢ift dahil edilmistir. Agiklanamayan ve erkek infertilitesi nedeni ile IVF
uygulanan kadinlardaki miRNA ekspresyon diizeyleri, kadinlarin yas gibi gesitli

demografik 6zelliklerine gore degerlendirilmistir.

Aciklanamayan infertilite ve erkek kaynakli infertilite arasinda folikiil
stvilarindaki miR-126, graniilosa hiicrelerindeki miR-17-5p, miR-21 ve miR-126
ekspresyon diizeyleri istatistiksel olarak anlamli oranda (tiim karsilastirmalarda
p<0.05) farkliydi. Folikiil sivisi miRNA-17-5p ve graniilosa hiicresi miRNA-126
ekspresyon diizeyleri, 28 yas alt1 ve iistiinde farklilik gostermekle beraber 35 yas alt1
ve listlinde folikiil stvis1 ve graniilosa hiicresi miRNA ekspresyon diizeyleri benzer

bulundu ( tiim karsilastirmalarda p>0.05).

Sonu¢ olarak, agiklanamayan infetilite nedeni ile IVF siklusuna alinan
kadinlarmn folikiil s1ivis1 ve graniilosa hiicresi miRNA ekspresyon diizeyleri, infertilite
etyolojisi ve kadin yasi ile farklihk gosterebilir. Infertil kadinlarin arastiriimasi
esnasinda kullanilan laboratuvar ve klinik parametrelere miRNA diizeylerinin katkida

bulunabilmesi i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimler: Graniilosa hiicresi, folikiil stvis1 Infertilite, miRNA, IVF
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SUMMARY

Determination of miRNA Expression Levels
in the Follicular Fluid and Granulosa Cells in IVF Cycles

Micro-ribonucleic acids (miRNA) have a role in regulating ovarian function,
such as gonadal development in the ovary, follicular maturation, regulation of
hormonal ovarian steroidogenesis and act as biomarkers for detection of ovarian
pathologies, as well as, regulation of granulosa cell apoptosis. The present residency
thesis, aims to evaluate miRNA-17-5p, miR-21 and miR-126 levels in the follicular

fluid during in vitro fertilization (IVF) cycles considering the cause of infertility.

The study included 26 infertile couples with no organic pathology of female or
male origin (unexplained infertility), and 26 couples with a diagnosis of male factor
infertility without any organic factors of female origin. We investigated the difference
in MiIRNA expressions in women undergoing IVVF with unexplained and male factor

infertility in association with different demographic characteristics of the women.

Follicular fluid miR-126 and granulosa cell miR 17-5p, miR-21 and miR-126
were statistically significant (p<0.05 for all comparisons) between unexplained and
male factor infertility groups. Although follicular fluid miRNA-17-5p and granulosa
cell mMIRNA-126 expressions differed significantly between women below and above
28 years of age, follicular fluid and granulosa cell miRNA expressions were similar

(p>0.05 for all comparisons) in women younger and older than 35 years of age.

In conclusion, follicular fluid and granulosa cell miRNA expression levels of
women undergoing IVF cycles may differ depending on the infertility etiology and the
female couple’s age. More research on the possible contribution of mMIRNA expression
evaluations to the laboratory and clinical parameters used for the investigation of

infertile women are warranted.

Keywords: Granulosa cell, follicular fluid, miRNA Infertility.
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