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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

IN VITRO FERTILiZASYON SONRASI TEKRARLAYAN iMPLANTASYON
BASARISIZLIGI iLE iLISKiLi ENDOMETRIYAL GEN ANLATIMI
ANALIZi

irem Giilfem ALBAYRAK

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Tuba GUNEL

Kadmlarin {ireme silirecinde embriyo implantasyonu en O©nemli safhalardan biridir.
Implantasyon blastosistin, maternal endometriyal yiizeye tutunup &nce maternal epitele,
ardindan plasentay1 olusturmak i¢in maternal dolagim sistemine baglanmas: siirecini ifade eder.
Implantasyonun basarili olmasi embriyo ve reseptif endometriyum arasindaki senkronize
etkilesime baglidir. Bu etkilesim sadece belirli bir zaman aralifinda gerceklestiginde
implantasyon gerceklesir. Menstrual dongiiniin 20-24. giinlerini kapsayan bu zaman araligi
implantasyon penceresi olarak tanimlanmuistir.

Tekrarlayan implantasyon basarisizigi (TIB) yiiksek derecede Kkaliteli embriyolarin
implantasyonunun birkag¢ ardisik in vitro fertilizasyon (IVF) dongiisiinden sonra basarisiz
olmasi olarak tanimlanmaktadir. Implantasyon siirecini diizenleyen bircok gen bulunmaktadur.
Bu genlerin anlatimindaki diizensizliklerin implantasyon basarisizligina neden olabilecegi
diisiiniilmektedir. Maternal mRNA’lardaki anlatim degisimlerinin TIB dahil olmak iizere
bir¢ok hastalikla iliskisi oldugu gdsterilmistir.

Bu tez calismasmin amaci, maternal endometriyal dokuda hedef genlere ait mRNA’larin
miktarlarini ve bu mRNAlara ait implantasyon siireci ile iligkili olabilecek metabolik yolaklar
belirlemektir.

Arastirmada 34 saglikli fertil kontrolden ve 34 TIB hastasindan, sekretuar fazda (menstrual
dongiiniin 20-24. giinleri arasinda) endometriyal doku 6rnekleri elde edilmistir. “Pathway and

xii



network-oriented GWAS analysis” (PANOGA) ve “Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes” (KEGG) yolak analizi sonucu implantasyon siireci ile iligkili olabilecegi belirlenen
"Membrane Metalloendopeptidase” (MME), "WW and C2 Domain Containing 1" (WWC1) ve
"Tenascin C" (TNC) genleri hedef genler olarak segilmistir. Kontrol grubu ve hasta grubundaki
hedef genlere ait mRNA anlatim seviyeleri arasindaki farklilik damlacikli dijital PZR (ddPZR)
kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar “Graphpad Prism 8.3.0” programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Anlamlilik testleri parametrik olmayan “Mann Whitney Test”,
duyarlilik ve spesifiklik testleri ROC (“Receiver Operating Characteristics”) analizi ile
yapilmuistir.

ddPZR uygulamasindan elde edilen veriler hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla MME gen
anlatiminin 4,9 kat arttigin1 (p < 0,05), WWCI gen anlatiminin 5,2 kat arttigini (p < 0,05) ve
TNC gen anlatiminin 9 kat azaldigini (p < 0,05) gostermistir.

Implantasyon siirecinde MME geninin yer aldigi renin anjiyotensin sistem yolaginin
anlatiminda degisiklikler gozlenmektedir. MME gen anlatiminin artmasi sonucu artan
Anjiyotensin II gen anlatiminin, trofoblast hiicrelerinin invazyonunu kisitlayarak implantasyon
basarisizligina neden oldugu diisiiniilebilir.

Hippo sinyal yolaginda yer alan WWC1 gen anlatiminin artmasi transkripsiyonel bir kofaktor
olan “Yes-associated protein 1” (YAP) anlatimini inhibe etmektedir. YAP proteini anlatiminin
inhibisyonu, endometriyal desidualizasyonun gergeklesmemesine neden olarak implantasyon
siirecininin basarisiz olmasina neden olmus olabilir.

TNC geni fokal adezyon yolaginda yer almakta ve bu yolak embriyonun endometriyuma
tutunmasimi kolaylagtirmak i¢in endometriyal yiizeydeki hiicre adezyonunu azaltmaktadir.
Implantasyon basarisizliginin nedeni, TNC geninin etkili oldugu fokal adezyon yolagmin
anlatiminin azalmasi sonucu, hiicreler arasi baglantilarin implantasyona uygun hale
gelememesi olabilir.

Hedef genlerin implantasyon siireci ile iligkileri goz 6niine alindiginda, genlerin anlatimindaki
degisikliklerin TIB e neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Subat 2021, 85 sayfa.

Anahtar kelimeler: TIB, IVF, mRNA, Endometriyum, Gen Anlatimi
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SUMMARY
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ENDOMETRIAL GENE EXPRESSION PROFILING of RECURRENT
IMPLANTATION FAILURE AFTER IN VITRO FERTILIZATION

irem Giilfem ALBAYRAK

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Tuba GUNEL

Embryo implantation is one of the most important stages of the female reproductive process.
Synchronous interaction between a receptive endometrium and embryo is crucial for the success
of implantation. In addition, implantation occurs only when this interaction takes place over a
certain period of time. This time interval covering the 20-24 days of the regular menstrual cycle
was named as window of implantation in the 1970s.

Recurrent implantation failure (RIF) is diagnosed when good-quality embryos repeatedly fail
to implant after transfer in several in vitro fertilization (IVF) treatment cycles. There are many
genes that regulate the implantation process. Differences in the expression of these genes can
cause implantation failure. Expression differences in maternal mMRNAs could be referring to so
many diseases including RIF.

The aim of this thesis study was to identify different expression levels of several mRNAs in the
maternal endometrium tissue and determine their associated pathways.

In this study, the endometrial biopsy samples were collected in secretory phase (cycle day 20-
24) from healthy fertile controls (n=34) and patients with RIF (n=34). After “Pathway and
network-oriented GWAS analysis” (PANOGA) and KEGG pathway analysis "Membrane
Metalloendopeptidase™ (MME), "WW and C2 Domain Containing 1" (WWC1) and "Tenascin
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C" (TNC) genes were chosen as target genes by regarding to their possible relation with
implantation process. Detection of differences in mMRNA expression between control group and
RIF patients was performed with droplet digital PCR (ddPCR) method. The obtained results
were evaluated using “Graphpad Prism 8.3.0” software. Significance tests were performed
using non-parametric "Mann Whitney Test". Sensitivity and specificity tests were performed
using ROC (“Receiver Operating Characteristic) analysis.

The data obtained from ddPCR application showed that MME gene expression increased 4.9
times (p < 0.05), WWCL gene expression increased 5.2 times (p < 0.05) and TNC gene
expression decreased 9 times (p < 0.05) in the patient group compared to the control group.

Changes are observed in the expression of the renin angiotensin system pathway in which the
MME gene is involved in the implantation process. The increase in Angiotensin Il gene
expression, which is as a result of increased MME gene expression, can be thought to cause
implantation failure by restricting the invasion of trophoblast cells.

Increasing WWC1 gene expression in the Hippo signaling pathway inhibits “Yes-associated
protein 1 (YAP) expression, which is a transcriptional cofactor. Inhibition of YAP protein
expression may have resulted in failure of the implantation process by causing the failure of
endometrial decidualization.

The TNC gene is located in the focal adhesion pathway and this pathway reduces cell adhesion
on the endometrial surface to facilitate the attachment of the embryo to the endometrium. The
reason for implantation failure might be that the intercellular connections are not suitable for
implantation as a result of decreased expression of the focal adhesion pathway in which the
TNC gene is effective.

Considering the relations between the pathways of the target genes and the implantation
process, changes in the expression of target genes might be a cause RIF.
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1. GIRIS

Uterus, histolojik olarak endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum olmak lizere {i¢
tabakadan meydana gelir. Uterusun en i¢ tabakasi olan endometriyum, tek sirali kinosilyali
prizmatik yiizey epiteli, basit tiibliler yapidaki uterus bezleri ve hiicreden son derece zengin
stroma kismindan olusur. Endometriyum her ay fertilize bir ovumun implantasyonu ve

beslenmesi i¢in hazirlanir [1,2].

Endometriyum puberteden (11-13 yas) menapoza kadar (45-50 yas), overlerin hormonal
kontorlii altinda dongiisel periyodik degisiklikler gdsterir. Normal dongii stiresi degisebilir

ancak bu dongiilerin ortalama siiresi 28 giindiir [3].

Menstrual dongii boyunca endometriyum; folikiiler (proliferatif) evre, sekretuar evre ve

menstrual evre olmak {izere 3 evreden gecer.

Proliferatif evre, menstrual evrenin sonunda baslar, dstrojen hormonunun etkisi altinda over
folikiillerinin biiyiimesine paralel seyreder. Luteinlestirici Hormon (LH) etkisiyle ovulasyonun
gerceklestigi 14. giinden sonra, endometriyum yaklasik 13 giin siirecek olan sekresyon evresine
girer [4]. Dollenme gergeklesmedigi takdirde, endometriyumun kompakt ve silingerimsi
tabakalar1 dokiilmeye baslar ve menstrual evre baslamis olur. Dollenme gergeklestiyse,

endometriyum implantasyona yardim eder ve plasentanin olusumuna katkida bulunur [5].

Embriyo implantasyonu, birgok tiirde ireme siirecinin en kritik basamagini temsil eder.
Implantasyon blastosistin, maternal endometriyal yiizeye, biiyiiyen fetiis ile maternal dolasim
arasinda bir ara yliz saglayacak plasentay1 olusturmak i¢in baglandig1 bir biyolojik siirectir
[6,7]. Basarili implantasyon igin reseptif bir endometriyum, blastosist gelisim asamasinda
fonksiyonel bir embriyo ve maternal dokular ile embriyonik dokular arasinda senkronize bir
iletisim gereklidir [8]. Ek olarak, bu etkilesim, sadece belli bir zaman araliginda
gerceklestiginde implantasyon olusur. Diizenli adet dongisiiniin 20-24. giinleri arasini

kapsayan bu zaman araligi 1970’lerde “implantasyon penceresi” olarak adlandirilmistir [9].

Tekrarlanan implantasyon basarisizlig1 (TIB) esas olarak, her déngiide yiiksek kalitede bir ila

iki embriyonun aktarildig ii¢ ardisik in vitro fertilizasyon (IVF) girisiminden sonra klinik



gebelik elde edilememesi olarak tanimlanmaktadir [10]. TIB olusumunda gametlere, embriyoya

ve endometriyal gen anlatimina bagh faktorler etkili olmaktadir.

TIiB; multifaktériyel TiB, endometriyal TIB ve idiyopatik TIB olarak ii¢c ana baslik altinda
smiflandirilabilir. Multifaktoriyel TIB birden fazla nedene bagh olarak ortaya ¢ikan,
endometriyal TIB endometriyumdaki bozukluklar nedeni ile ortaya ¢ikan, idiyopatik TIB
embriyo ve endometriyum arasindaki bozulmus ‘“cross-talk” sebebi ile ortaya ¢ikan

implantasyon basarisizliklarini ifade eder [11].

Implantasyon basarisizlig1, {ireme tibbinin dniindeki énemli engellerden biridir. Implantasyon
basarisizligi sebebiyle diger agilardan saglikli birgok birey infertilite gercegiyle yliz yiize
kalmaktadir [12]. Son yillarda, IVF tedavilerinde yasanan tiim gelismelere ragmen, IVF
tedavisiyle olusan embriyolarin uterusa transferi sonrasi sadece %20 oraninda canli dogum
saglanabilmektedir [13]. Implantasyon basarisizliginin sebebi, 1/3 oraninda embriyo kaynakl,
2/3 oraninda ise yetersiz reseptivite nedeniyledir [14]. Bu sebeple tekrarlayan implantasyon

basarisizlig1 yonetimi, yardimet {ireme tekniklerinde (YUT) en zor alanlardan biridir.

Bu ¢alismada saglikl fertil kontrol grubu (n=34) ve TIB hasta grubundaki bireylerden (n=34)
menstrual dongiiniin 21. giiniinde endometriyal biyopsi 6rnekleri elde edilmistir. Kontrol
grubu; 40 yasindan geng, en az bir normal canli dogum gegirmis, oral veya rahimigi kontraseptif
kullanmayan ve tibbi ge¢misinde infertilite 6ykiisii yer almayan bireylerden olusmaktadir.
Hasta grubu; 40 yasindan geng, IVF tedavisi goren, IVF tedavisi sonrasi yiiksek kalite embriyo
transfer edilmis en az ii¢ defa embriyo transferinde basarisizlik yasanmis, normal hormon
rezervine sahip (FSH<8 mlIU/mL), hormon stimiilasyonuna iyi cevap vermis (>8 oosit
toplanmasti), normal uterin kavitesine ve endometriyal kalinliga sahip bireyden olugsmaktadir.

Toplam 68 6rnek iizerinden ¢alisma gerceklesmistir.

Elde edilen endometriyal doku &rneklerinden total RNA izolasyonu sonucunda elde edilen
yeterli miktarda RNA ile damlacikli dijital polimeraz zincir reaksiyonu (ddPZR)
gerceklestirilmistir. Implantasyon siireci ile iliskili olabilecegi belirlenen "Membrane
Metalloendopeptidase™ (MME), "WW And C2 Domain Containing 1" (WWC1) ve "Tenascin
C" (TNC) genlerinin, hasta ve kontrol gurubunda anlatim seviyelerindeki farkliliklar

belirlenmistir.



Dijital PZR sistemi izole edilmis niikleik asit 6rneklerini nanolitre boyutundaki binlerce yag
damlacigina hapseder ve her damlacikta bir PZR reaksiyonu ger¢eklestirir. Bir kuyucuga
koyulan 6rnek 20.000 damlaciga boliiniir ve her bir damlacikta istenilen niikleik asit bolgesine
0zgii floresan bazli problar kullanilarak PZR reaksiyonu gergeklestirir [15], [16]. Dijital PZR,
teorik olarak tek bir hedef molekiiliin bile saptanabilmesine olanak saglayabildiginden yiiksek

hassasiyete sahip bir metottur [17].

Calisma sonucunda TNC, MME ve WWCI genlerinin anlatim seviyelerinin, hasta ve kontrol
gruplarinda anlamli derecede farklilik gosterdigi tespit edilmistir. TNC geninin anlatim
seviyesinin, hasta grubunda kontrol gurubuna kiyasla 9 kat (p < 0.05) azaldigi; MME ve WWC1
genlerinin anlatim seviyelerinin hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 4,9 ve 5,2 kat
(p < 0.05) arttig1 gosterilmistir. “Pathway and network-oriented GWAS analysis” (PANOGA)
ve “Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” (KEGG) veri tabanlar1 ile genlere ait olan
yolaklar tespit edilmis; TNC geninin fokal adezyon yolaginda, MME geninin renin anjiyotensin
sistem yolaginda ve WWCI1 geninin hippo sinyal yolaginda yer aldigi belirlenmistir. Bu
yolaklarin endometriyum dokusundaki anlatim profilleri arastirilarak tekrarlayan implantasyon

basarisizligi ile olan iligkileri tartisiimistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. UTERUS HISTOLOJiSi

Pelviste mesane ile rektum arasinda bulunan uterus, kalin miiskiiler duvarli, i¢i bos, armut
seklinde bir organdir [1,18]. Uterus anatomisi Sekil 2.1°de gosterilmistir. Dogum yapmamis
kadmlarda yaklasik 30-40 gram agirliginda ve 7,5 santimetre uzunlugundadir. Uretkenlik
caginda normal bir uterusun boyutlar1 ve agirhigi gebelige gore oldukca degiskenlik gosterir
[18]. Uterus yap1 ve fonksiyon bakimindan incelendiginde korpus ve serviks olmak tizere iki
ana kisma ayrilmaktadir [19]. Korpus, uterusun biiytik st kismidir. Uterusun 6n yiizeyi diiz,
arka ylizeyi konvekstir. Uterus govdesinin {ist kismindaki genisleyen yuvarlak kisim fundus
olarak adlandirilmaktadir [2]. Serviks, uterusun alttaki silindir bigimli kismidir. Servikal kanal

internal os ile uterusa bosluguna, eksternal os ile vajinaya a¢ilir [1,2,18].

Fundus Periton
Endometriyum

Miyometriyum
Internal OS
Servikal Kanal
Uterin
Arteri Eksternal OS

Sekil 2. 1: Uterus anatomisi.t

Uterus histolojik olarak endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum olmak iizere iig

tabakadan olusur.

! Abbas K., Monaghan S. D., ve Campbell 1., 2011, Uterine physiology, Anaesthesia and Intensive Care Medicine,
c. 12, say1 3. Elsevier Ltd, ss. 108-110.



2.1.1. Endometriyum

Uterusun en i¢ tabakasi olan endometriyum, tek sirali kinosilyali prizmatik yiizey epiteli, basit
tiibiiler yapidaki uterus bezleri ve hiicreden son derece zengin stroma kismindan olusur.
Endometriyum her ay fertilize bir ovumun implantasyonu ve beslenmesi i¢in hazirlanir [1,2].
Uretkenlik doneminde endometriyumun fonksiyonel tabakas1 menstrual dongii hormonlarinin
etkisi ile morfolojik degisikliklere ugrar. Endometriyumun alt kismi1, endometriyal bezlerin ve
arterlerin kok kisimlarini icerir. Bu bazal kisim, 6zel kanlanmasindan dolayr menstruasyonda
dokiilmeden kalir ve yiizeysel tabakanin yenilenmesini saglar. Endometriyumu besleyen kan

damarlar1 bu tabakanin biiyiik bir boliimiiniin periyodik olarak dokiilmesinde 6zel bir 6neme

sahiptir [18].
2.1.2. Miyometriyum

Miyometriyum ortada yer alan en kalin tabakadir. Birbirine bagh diiz kas demetlerinden
olugmustur. Diiz kas demetleri uterusun islevi ile iligkili olarak sinirlar1 tam ayirt edilemeyen
li¢ tabaka seklinde diizenlenmistir [1]. Miyometriyumu endometriyumdan ayiran submukoza

bulunmaz [2]. Gebelik sirasinda, miyometriyal diiz kaslar biiyiir ve ayn1 zamanda sayica artar

[4].
2.1.3. Perimetriyum

Uterusu kaplayan dis serdz tabaka olan perimetriyum, tek sirali yassi epitelden ve ince bir
gevsek bag dokusu tabakasindan meydana gelmektedir. Perimetriyum uterusun arka yiizeyini
tamamen kaplarken On yiizlin yalnizca bir kismim kaplar, geri kalan kisim bag dokusundan

olusur [2].
2.2. MENSTRUAL DONGU

Endometriyum puberteden (11-13 yas) menapoza kadar (45-50 yas), overlerin hormonal
kontrolii altinda dongiisel periyodik degisiklikler gosterir. Normal dongii siiresi degisebilir
ancak bu dongiilerin ortalama siiresi 28 giindiir. Ureme yillar1 icinde dongii siiresinin
degiskenligi daha erken veya daha gec¢ otaya cikabilir [3]. Menstrual dongii boyunca
endometriyum; folikiiler (proliferatif) evre, sekretuar evre ve menstrual evre olmak lizere 3

evreden geger.



2.2.1. Proliferatif Evre

Menstrual evrenin sonunda baglayan proliferatif evre, Ostrojen hormonunun etkisi altinda
ovarian folikiillerin biiylimesine paralel seyreder [5] ve yaklasik 9 giin siirer. Bu evre sirasinda,
folikiil stimiile edici hormon (FSH) etkisiyle olgunlasan ovaryum folikiillerinde iiretilen

Ostrojenin uyarici etkisiyle endometriyumun kalinlig1 artar [4].
2.2.2. Sekretuar Evre

Luteinlestirici hormon (LH) etkisiyle ovulasyonun oldugu 14. giinden sonra, endometriyum
yaklasik 13 giin siirecek olan sekresyon evresine girer. Bu evre sirasinda endometriyal bezler
salgilama yapmaya baglar. Sekresyon evresi korpus luteumda iiretilen progesteron ve dstrojen

tarafindan kontrol edilir [4].
2.2.3. Menstrual Evre

Dollenme gergeklesmedigi takdirde endometriyumun kompakt ve siingerimsi tabakalari
dokiilmeye baglayarak menstrual evrenin basladigini isaret eder. Dollenme olmamasi
durumunda endometriyumda olusan degisimler Sekil 2.2°de gosterilmistir. Ddllenme
gerceklestiyse, endometriyum implantasyona yardim eder ve plasentanin olusumuna katkida
bulunur. Gebeligin daha ileri evrelerinde hormon yapimi plasenta tarafindan {istlenilir ve

korpus luteum dejenere olur [5].

Implantasyon sirasinda uterus mukozasi, uterus bez ve arterlerinin uzayip kivrilarak helezonik
bir goriiniim aldig1 ve dokularin tiimiiyle dolgunlastigi sekresyon evresindedir. Bu evrede
endometriyumda; yiizeysel kompakt tabaka, siingerimsi bir ara tabaka ve ince bir bazal tabaka
olmak tiizere 3 belirgin tabaka ayirt edilebilir. Normalde d6llenmis oosit, uterus govdesinin 6n

veya arka duvar1 boyunca, bezlerin agizlar1 arasindan implante olur (Sekil 2.3).
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Sekil 2. 2: Gebeligin gergeklesmedigi menstrual dongii sirasinda uterus mukozasinda
(endometriyumda) ve overlerdeki es zamanlh degisimler.?

Oosit dollenmedigi takdirde, veniiller ve siniizoidal bosluklar kan hiicreleriyle dolup tikanmaya
ve kan dokuya ¢ikmaya baslar. Menstrual evrenin baslamasiyla, kan yiizeyel arterlerin disina
¢ikar ve endometriyumun yiizeyinden kii¢lik stroma ve bez pargalar1 kopmaya baglar. Sonraki
3 veya 4 giin i¢cinde endometriyumun kompakt ve siingerimsi tabakalar1 tiimiiyle dokiilerek
uterus digina atilir; geride endometriyumun sadece bazal tabakasi kalir. Bu tabaka kendi
arterleri olan bazal arterler tarafindan beslendiginden, bir sonraki proliferatif evrede uterus

bezlerinin ve arterlerinin yeniden yapilmasini saglar [5].

2 sadler T.W., 2017, Langman Medikal Embriyoloji, Palme Yayincilik, ss. 47.
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Sekil 2. 3: Overlerdeki ve uterus mukozasindaki es zamanl degisimler. Blastosistin implantasyonu
gebelikte korpus luteumun olusmasina neden olur. Endometriyumun sekretuar aktivitesi korpus
luteum tarafindan salgilanan progesteron hormonu nedeni ile zaman iginde artar.®

2.3. IMPLANTASYON

Embriyo implantasyonu bir¢ok tiirde {ireme siirecinin en kritik basamagini temsil eder.
Implantasyon embriyonun, uterus duvarmna tutunup once maternal epitele ardindan da
plasentay1 olusturmak i¢in maternal dolagim sistemine baglandig bir siirectir [19]. Basarili bir

implantasyon i¢in alic1 bir endometriyum ile embriyo arasinda senkronize bir iletisim gereklidir

[6].

Implantasyon siireci yerlesme, yapisma ve istila olarak adlandirilan ii¢ asamadan olusur [20].
Blastosistin yerlesmesi sirasinda trofoblast hiicreleri, alict endometriyal epitelyuma yapisir
(Sekil 2.4). Daha sonra blastosist, endometriyal bazal lamina ve stromal hiicre dis1 matrikse
baglanir. Bu asamadan sonra embriyo ile endometriyum arasinda olusan baglanti menstruasyon

ile bozulamaz [22].

3 Sadler T.W., 2017, Langman Medikal Embriyoloji, Palme Yayincilik, ss. 46.
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Sekil 2. 4: (a) Fertilizasyondan 4,5 giin sonra bir insan blastosistinin sematik goriintimii. Mavi hiicreler
i¢ hiicre kitlesini veya embriyoblasti, yesil hiicreler de trofoblasti temsil etmektedir. (b)
Gelisimin 9. giinlinde bir blastosistin sematik kesiti. Blastosistin embriyonik kutbunda yerlesmis
olan trofoblast hiicreleri uterus mukozasini delmislerdir. insan blastosisti, uterusa mukozasinin
icine 6. giinden sonra gomiilmeye baslar. 4

Ardindan blastosist luminal epitelyuma invaze olur [20]. Blastosistin implantasyonu sadece
diizenli adet dongiisliniin 20 ve 24. giinlerini kapsayan sinirli bir donemde ortaya ¢ikabilir.
Implantasyon penceresi olarak adlandirilan bu dénem boyunca [9] endometriyum,
implantasyon i¢in ovaryum steroid hormonlar: tarafindan morfolojik ve fonksiyonel olarak

hazirlanir [22,23].
2.3.1. implantasyon Penceresi

Gelisimsel olarak yetkin bir embriyonun endometriyuma yapismasina ve istila etmesine izin
verilen menstrual dongilideki zaman aralifina implantasyon penceresi adi verilmistir [9].
Implantasyon penceresi ilk olarak, embriyo transferinin zamanlamasii degerlendiren iireme

endokrinologlari tarafindan tanimlanmuistir.

Navot ve arkadaslar1 [24] , 42 ila 48 saatlik embriyolarin menstrual déngiiniin sadece 17, 18
veya 19. giinlerinde (yumurtlama giiniiniin menstrual dongiiniin  14. giinii oldugu
varsayildiginda) aktarildiginda implante oldugunu belgelemislerdir. Daha 6nce veya daha sonra

yapilan transferler herhangi bir gebelikle sonuglanmamistir. Daha ileri g¢alismalar [25,26]

4 Sadler T.W., 2017, Langman Medikal Embriyoloji, Palme Yayincilik, ss. 44.
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sonucunda implantasyon penceresinin menstrual dongiliniin 19-23. giinlerini kapsadigi

gosterilmistir.

Bu bulgular, diizenli menstrual dongiiye sahip dogurgan kadinlara transfer edilen 4,5—7 giinliik
embriyolarin, dongilintin 18,5 ila 21. gilinleri arasinda implante olmasinin gézlemlenmesi ile

korelasyon gostermektedir [27].

Saflastirilmis sitotrofoblastlar1 ve endometriyal eksplantlari igeren bir in vitro ko-kiiltiir modeli,
trofoblastlarin menstrual dongii giinlinden bagimsiz olarak stromaya seg¢ici olmayan bir sekilde
yapistiklarini ortaya ¢ikarmistir. Ancak trofoblastlar, sadece dongiiniin 19. giiniinde elde edilen
orneklerde endometriyal yiizey epiteline yapismaktadirlar [28]; bu da yiizey epitelinin

endometriyal segiciligin en kritik bileseni oldugunu gostermektedir [29].
2.4. TEKRARLAYAN IMPLANTASYON BASARISIZLIGI

TIB esas olarak, her déngiide yiiksek derecede kaliteli bir ila iki embriyonun aktarildig1 iig
ardistk IVF girisiminden sonra klinik gebelik elde edilememesi olarak tanimlanmaktadir

[10,30]

TIB’in cesitli nedenleri vardir ve 6zellikle uterus anormallikleri, hormonal veya metabolik
bozukluklar, enfeksiyonlar ve immiinolojik faktdrler gibi maternal faktorlerden
kaynaklanmaktadir. Ayrica paternal faktoriin de embriyonun genetik ve morfolojik durumu
lizerindeki etkisi TiB’e yol agabilmektedir. Son zamanlarda yapilan bazi g¢aligmalar, bu
karmasik implantasyon siirecinde kiimiiliis hiicrelerinin etkisi gibi diger birgok faktoriin roliinii

de arastirmistir [11].

Tekrarlayan implantasyon basarisizliginin simiflandirmast bu hastalar i¢in dogru terapotik
yaklasimlarin uygulanmasina imkan saglayacagi igin faydali goriinmektedir [11]. TIB;
multifaktdriyel TIB, endometriyal TIB ve idiyopatik TIB olmak iizere ii¢c ana baslik altinda

siniflandirilabilir.
2.4.1. Multifaktoriyel TiB

Konjenital uterin anormallikler, endometriyal polipler, uterin fibroidler, endometriozis gibi
maternal faktorler TIB ile sonuglanabilir. Siddetli oligoastenozoospermi teshisi koyulmasi veya

sperm DNA fragmantasyonunun artmasi da TIB’e neden olabilir. Ayn1 zamanda iyi morfolojiye
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sahip embriyolarin andploidi oldugu genetik anormallikler, hormonal veya metabolik
bozukluklar (kontrolsiiz diyabet, tiroid hastaligi, prolaktin diizeyindeki degisiklikler vb.),
enfeksiyonlar, trombofili, immiinolojik faktorler, psikolojik faktorler ve yasam tarzi

multifaktdriyel TiB’in diger nedenleridir [11].
2.4.2. Endometriyal TiB

Vaskiilaritedeki degisimlerden bagimsiz olarak, endometriyumun ince (<6 mm) olmasi nedeni
ile, yiiksek kalite embriyolarin transflerlerinin basarisiz olmas: durumu endometriyal TIB

olarak siniflandirilmaktadir [11].
2.4.3. Idiyopatik TIB

Hastanin kendisinde, esinde ve embriyolarda herhangi bir rahatsizlik olmaksizin, uterus
kavitesinde ve endometriyumda herhangi bir anatomik ve histolojik degisiklik olmadan, kaliteli
embriyolarin  transfer edilmesinden sonra hamilelige ulasilamayan vakalardaki bu

aciklanamayan basarisizliklar idiyopatik TIB olarak siiflandiriimaktadir [11].
2.5. TEKRARLAYAN iMPLANTASYON BASARISIZLIGININ NEDENLERI

Implantasyon basarisiziginm birincil nedeninin anneden mi yoksa embriyodan m
kaynaklandig1 uzun zamandir arastirilan ve heniiz cevaplanamamus bir sorudur. Implantasyon
stirecini erken donemde kontrol eden mekanizmalarin anlagilmasi igin farelerde yapilan gen

susturma galigmalar1 gibi birgok hayvan modeli ¢alismalar1 yapilmistir [31,32].

Hayvan modellerine ek olarak embriyo ile endometriyum arasindaki etkilesimleri incelemek

igin gesitli in vitro modeller de olusturulmustur [33,34].

Yapilan caligmalar, desidualize olan endometriyal stromal hiicrelerin gelisimsel olarak
bozulmus insan embriyolarini secici olarak taniyabildigini gostermektedir. Embriyo kalitesinin
maternal olarak analiz edilmesi silirecindeki kusurlarin, diisiik kaliteli embriyolarin
implantasyonunu kolaylastirdigi ve normal embriyolarin gelisimini tehlikeye atarak tekrarlayan

diistiklere neden oldugu diistiniilmektedir [35].

TiB’in nedenleri gamet faktorleri, embriyo faktorleri ve endometriyal faktdrler olmak iizere iig

ana baslikta degerlendirilebilir.
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2.5.2. Gamet Faktorleri
2.5.2.1. Oosit Kalitesi

Oosit kalitesinde yasa bagh diislis gozlenir ve bu da kromozomal islev bozukluklarinin
artmasina neden olur. Bunun sonucunda andploid embriyolarin sayisi artar ve mitokondriyal
membran potansiyelinde azalma ile mitokondriyal DNA hasarinda artis gorilir [36].
Literatiirde, agresif yumurtalik stimiilasyon protokollerinin kalitesiz oositlerin liretimine ve
daha yiiksek dollenme basarisizligina yol agabilecegini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir [37—

39].

Implantasyon siirecinde kiimiiliis hiicrelerinin de onemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
Kiimiiliis hticreleri, folikiil evresinden dollenmeye ve erken embriyo gelisimine kadar oositin
etrafin1 saran bir hiicre kiitlesidir [40]. Kiimiiliis hiicreleri bir prostaglandin kaynagidir ve
implantasyon sirasinda anjiyogenezde rol oynayacak anjiyogenik faktorlerin (vaskiiler
endotelyal bliyiime faktorii, VEGF) anlatimini yapar. Kiimiiliis hiicrelerinin gen anlatiminin

oosit kalitesi, embriyo yetkinligi ve gebelik basarisi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir [41].

Yakin zamanda yapilan bir ¢aligma TIB gozlenen kadinlarda, kiimiiliis hiicreleri ile birlikte
kiiltiire alinan embriyolarin, kiimiiliis hiicresi olmayan hiicre kiiltiiriine kiyasla daha gelismis

implantasyon ve gebelik iirettigini gostermistir [42].
2.5.2.2. Sperm Kalitesi

Disiik kaliteli oositlerin diisiik kaliteli embriyolar iiretmesi gibi, diigiik kaliteli spermlerin de
disiik kaliteli embriyo iiretimine yol ag¢masi miimkiindiir. Geleneksel semen analiz
parametrelerinin sperm kalitesini dogru bir sekilde yansitmadig diigiiniilmektedir. Genom ve
epigenom biitlinliigli dollenme, normal embriyo gelisimi ve basarili implantasyon igin

gereklidir. Bu nedenle sperm analizlerinde genetik testlerin yapilmasi daha faydalidir [40].

Sigara kullanimi, genital sistem enfeksiyonu, kemoterapi veya radyoterapi dahil olmak iizere
cesitli faktorler spermde DNA hasarina neden olur [43-45]. Sperm DNA’sinin hasar gérmesi,
zay1f embriyo gelisimi ile iligkilidir [46]. Ayni zamanda hem hayvan hem de insan ¢alismalari,
spermdeki DNA hasarinin, kendiliginden [47] ve YUT kullanilarak elde edilen gebeliklerin
kaybu ile iligkili oldugunu gostermistir [48-50].
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Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, sperm DNA’sinin hasarinin IVF tedavisini takiben gebelik
oranlar1 {lizerinde az bir etkiye sahip oldugunu ileri stirmiistiir [51]. Sonug¢ olarak, ilireme
basarisizligiin degerlendirilmesinde sperm DNA’sinin genetik olarak analiz edilmesine olan
ilgi son zamanlarda artmaktadir. Sperm DNA’sinin pargalanmasi diigiik yapma riski ile iliskili

olabilir [52,53], ancak TiB ile iliskisi heniiz belirlenememistir.
2.5.2. Embriyo Faktorleri

Embriyo kalitesinin diisiik olmasi, implantasyon basarisizliginin ana nedeni olarak kabul edilir
[54]. Embriyonik genetik anormallik siklig1 yasla birlikte artmakta [55,56] ve infertil ¢iftlerde
genel popiilasyona gore daha yiiksek oranda goriilmektedir [57]. Bu anormallikler mayoz
boliinme sirasinda olusan bir hatadan kaynaklaniyor olabilir ve bu da kromozomal mozaiklige

neden olur.

Mozaiklik implantasyon Oncesi gelisimin erken evrelerinde insan embriyolarinin %91'inde
goriilen bir durumdur. Ancak embriyo blastosist evresine ulastiginda mozaiklik orani anlaml
olarak daha dusiiktiir [58,59]. Mozaik embriyolarin ¢ogunlugunun ilk trimester doneminden
once kayboldugu goriilmektedir. Bu durumun mozaik embriyolara ya da embriyo igindeki
anormal hiicrelere karsi segilim ve normallesme nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir [60].

Blastosist evresinde embriyolarin ¢ogunlugunun tek tip 6ploid oldugu diisiiniilmektedir [61].

Mozaik embriyolarin oranmin IVF tedavisi goren diger hastalara kiyasla TIB hastalarinda gok
daha fazla oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir [62,63]. Implantasyon 6ncesi genetik
tarama, transfer edilecek dogru embriyoyu se¢mede ve tedavi sonuclarimi iyilestirmekte

yardimci olabilir.

Bazi durumlarda TiB embriyonun “zona pellucida”sindan ¢ikamamasina bagl olabilir [64].
“Zona pellucida”, déllenmeden sonra embriyoyu sikistiran ve sekillendiren bir glikoprotein
tabakasidir. “Zona pellucida” embriyonun fallop tiiplerinden aktif olarak tasinmasini
kolaylastirarak, embriyoyu mikroorganizmalardan ve bagisiklik hiicrelerinden korur [65].
Blastosist asamasinda embriyonun endometriyal epitele tutunabilmesi i¢in zonadan ayrilmasi
gerekir [66]. Bu durumun basarisiz olmasma IVF kiiltiir kosullarindan kaynaklanan zona
sertlesmesi  [67] veya kriyoprezervasyon [68] neden olabilir. Ayrica yumurtalik
stimiilasyonunun neden oldugu ileri endometriyal gelisim [69] ve in vitro embriyolarin

gecikmis gelisimi [70], embriyonun zonadan zamanindan 6nce ¢ikmasina neden olan bir
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senkronizasyon  problemi  olusturabilir. Bu  senkronizasyon problemi  embriyo

implantasyonunda basarisizlik ile sonuglanabilir [35].
2.5.3. Endometriyal Faktorler

Son yillarda endometriyumun reseptif oldugu donemde ve bu donemin hemen 6ncesinde bir¢ok
gen ve protein anlatim analizi ¢alismasi gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalar endometriyumun

dogal dongiisii sirasinda [71,72] ve yumurtalik stimiilasyonu sirasinda [41,73,74] yapilmustir.

Tiim bu ¢aligmalar ile ¢cok sayida biyobelirte¢ tanimlanmis olsa da farkli yontemler, teknikler,
hasta ozellikleri ve zamanlama nedeniyle ¢alismalar arasinda ortak sonuglar azdir [75]. Bu
calismalar endometriyal reseptivitenin evrimsel olarak korunmus bazi diizenleyicilerin gen
anlatimlariin yapilmasi ile yonetildigini gostermektedir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarla,
bu faktorleri kadinlarda iireme yetmezligi ile iligkilendirmek veya terapotik hedefler olarak
kullanmak miimkiin olmamistir. Ancak anlamli derecede farklilik gdsteren anlatim profilleri

tespit edilmistir [35].
2.5.3.1. Prostoglandinler

Yapilan ¢alismalarda prostoglandinlerin (PG'lerin) basarili embriyo implantasyonu i¢in ¢ok
onemli oldugu gosterilmistir [76,77]. Siklooksijenazlar (COX-1 ve COX-2), progesteron
tarafindan anlatim arttirilan ve PG'lerin sentezinden sorumlu enzimlerdir [78]. Son zamanlarda
yapilan bir calismada, TiB hastalarinda kontrollere kiyasla COX-2 geninin anlatim seviyesinin
azalmis oldugu gosterilmistir. Bu durum IVF sonras1 TIB gdzlenen hastalarda PG sentezinin,

fertil kontrollere kiyasla daha az olmasi ile sonuglanmaktadir [79].

TIB hastalarinda COX-2 gen anlatimindaki azalma ile birlikte VEGF gen anlatiminin da
azaldig1 tespit edilmistir. Bu sebeple COX kaynakli sinyal yolagmin bagarilt embriyo

implantasyonunda 6énemli bir rol oynadigi diistiniilmektedir [80].
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2.5.3.2. Hiicre Adezyon Molekiilleri

Hiicre adezyon molekiilleri ailesi integrinler, selektinler, kaderinler ve immiinoglobulinler
olmak iizere dort tiyeden olusur. Genellikle karbonhidrat glikoproteinlerinden olusan bu yiizey

ligandlar hiicrelerin birbirlerine yapismasina aracilik eder.

Integrin aVP3’iin ve ligand1 olan osteopontinin anlatimimnin implantasyon penceresinin
baslamasi ile es zamanli olarak basladigi (Sekil 2.5) endometriyal epitel yiizeyinde
immiinohistokimyasal olarak saptanmigtir [81]. Anormal aVp3 integrin anlatimi
aciklanamayan infertilite [82,83], endometriyozis [84] ve polikistik over sendromu [85] gibi
diger jinekolojik bozukluklarla iliskilendirilmistir. Menstrual dongiiniin 21. giiniinde integrin
MRNA’s1 seviyesinin diisiik olmasmin implantasyon oranini normale gére %50 oraninda

diistirdiigi tespit edilmistir [86,87].

Liminal epitel hiicreleri ylizeyinde bulunan oligosakkarit ligandlar, embriyonal L-Selektin’e
baglanmaktadir [88]. Selektinlerin embriyo-maternal etkilesimin erken dénemlerindeki
olaylara katkida bulundugu bilinmektedir [89]. E-Kaderin, hiicre-hiicre adezyonunda rol
oynayan bir kaderin molekiiliidiir. E-Kaderin anlatiminin azalmasinin embriyo invazyonunda
rol oynadig diisiiniilmektedir [89]. Selektin ve kaderin molekiillerin anlatimimin TIB ile iliskisi

konusundaki ¢aligsmalar halen yetersizdir.
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Trofoektoderm

Sekil 2. 5: (a) Embriyonun glikokalikse baglanmasinin ilk asamasi. Bu asamada uterus yiizeyinde
“uterodome” olarak adlandirilan ¢ok sayida kii¢iik ¢ikintilar meydana gelir. (b) Baglanmanin
ikinci agamasinda embriyonik sinyallere yanit olarak glikokaliksin apikal yiizeyindeki MUC-
1’ler temizlenir. Trofoektoderm, liiminal epitel hiicrelerinin arasina eklenir. (MUCI= Miisin 1,
OPN=O0steopontin, avf33= Integrin avf3). ®

2.5.3.3. Miisinler

Endometriyumda MUC-1 glikoproteini, endometriyumun liiminal epitel tabakasinin tizerinde
yer alir ve implantasyon icin bir bariyer gérevi goriir (Sekil 2.6) [90] . Insan in-vitro
implantasyon modelleri, implantasyon penceresi [91] sirasinda MUC-1 anlatiminin arttigini ve

implantasyon sonrasinda anlatiminin azaldigini [92] gostermektedir.

5 Davidson L.M. ve Coward K., 2016, Molecular mechanisms of membrane interaction at implantation, Birth
Defects Research Part C: Embryo Today: Reviews, c. 108, say1 1, ss. 23.
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Sekil 2. 6: MUC-1, embriyonun apikal endometriyal yiizeye baglanmasi i¢in bariyer gérevi goren bir
anti-adezyon molekiiliidiir. MUC-1 temizlenmesi embriyonun implantasyon ig¢in apikal hiicre
ylizey reseptorlerine erigebilmesini saglar.®

TIB hastalarinda normal bireylere kiyasla endometriyal MUC-1 geninin anlatim seviyesinde
azalma oldugu gozlemlenmistir [93,94]. MUC-1, oldukea polimorfik bir gendir. 2001 yilinda
yapilan bir ¢alismada, MUC-1 allelinin biytikligii ile implantasyon basarisizlig1 arasindaki
iliski gosterilmistir [95]. Diger taraftan 2004 yilinda bir ¢alismada, implantasyon basarisizligi
goriilen on hasta ve on fertil bireyin MUC-1 genotipi karsilastirilmis ve herhangi bir iligki
olmadig1 6ne siiriilmistiir [96]. Ayrica tekrarlayan diisiik yapma Oykiisii olan hastalarda da

MUC-1 gen anlatimu ile hastalik arasinda bir iligki bulunamamistir [96].
2.5.3.4. Sitokinler

Uterin dogal katil hiicreleri, endometriyumda en ¢ok bulunan bagisiklik hiicreleridir. Bu
hiicreler bagisiklik diizenlenmesi, anjiyogenez, plasental gelisim ve gebelik olusumu i¢in

onemli olan ¢esitli sitokinleri salgilar [97,98].

Sitokinlerden “Leukemia Inhibitory Factor”iin (LIF’in) proliferasyon, farklilasma ve hiicrelerin
hayatta kalmasi iizerine etkileri, aragtirmacilari LIF’in implantasyondaki roliinii aragtirmaya

yonlendirmistir (Sekil 2.7). TIB hastalarinda LIF gen mutasyonlarinin rolii arastirilmistir [99].

¢ Davidson L. M. ve Coward K., 2016, Molecular mechanisms of membrane interaction at implantation, Birth
Defects Research Part C: Embryo Today: Reviews, c. 108, say1 1, ss. 24.
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Insan endometriyal hiicrelerinin LIF salgilama seviyesi, TIB ve aciklanamayan infertilitesi olan
hastalarda proliferatif faz ile sekretuar faz karsilastirildiginda zayif bir artis géstermistir [100].
Bununla birlikte, en az iki basarisiz IVF 6ykiisii olan hastalara rekombinant LIF uygulamasi

yapilan klinik ¢aligmada, ¢alisma grubu kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek implantasyon

oranlar1 gostermistir [101].

Trofoektoderm Endometriyum epitelindeki degisimlerin \
sitokinler ve bilyiime faktorleri aracihgi

s s ile diizenlenmesi
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LIF sinyalizasyonu
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Sekil 2. 7: Embriyo ve endometriyum arasindaki implantasyon oncesi erken sinyallesmenin sematik
gosterimi. Blastosist, integrinler ve “uterodome”lar araciligi ile alict endometriyuma yaklasir.
(LIF= Leukemia Inhibitory Factor, EGF=Epidermal Biiyiime Faktorii)

" Davidson L. M. ve Coward K., 2016, Molecular mechanisms of membrane interaction at implantation, Birth
Defects Research Part C: Embryo Today: Reviews, c. 108, say1 1, ss. 20.
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IL-1 sitokinlerinin implantasyondaki 6nemi fare deneyleri ile belirlenmistir. IL-1 eksikligi
bulunan farelerde gebelik gozlenebilirken, uygun zamanda yapilan IL-1lra (IL-1 reseptor
antagonisti, IL-1 inhibitdrii) enjeksiyonu blastosist implantasyonunu engellemistir. Bu durum,
luminal epitel yiizeyindeki 6nemli integrinlerin anlatiminin azalmasia baglanmistir [102].
Benzer bir durum insanda da ortaya ¢ikmaktadir. IL-1'in endometriyal epitelyal hiicrelerin
kiltiir ortamina eklenmesi, integrin 3 anlatiminin artmasina neden olmakta ve bu durum
blastosist implantasyonunu arttirmaktadir [35]. IVF sonrasi TiB yasayan hastalarda, kontrol
gruplarina gore IL-5 ile IL-8 sitokinlerinin diizeylerinin farkli oldugu ve bu farkliligin uterin
dogal katil hiicrelerinin iretimi ve anjiyogenez ile korelasyon gosterdigi tespit edilmistir [103].
IL-6 eksikligi olan farelerde implantasyon bolgelerinde ve dogurganlikta azalma gosterilmistir.
Tekrarlayan diisiik (TD) goriilen hastalarda IL-6nin ge¢ sekretuar fazda anormal anlatimi
gosterilmistir [104]. IL-11 tizerinde yapilan ¢alismalar, bu biyobelirtecin anlatiminin TD
hastalarinin endometriyal biyopsi 6rneklerinde fertil kontrollere kiyasla daha diisiik oldugunu
ortaya koymustur [105]. Bu durum sitokinlerin, endometriyal desidualizasyonda rol oynadigini

distindiirmektedir.
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2.6. YARDIMCI UREME TEKNIKLERI

Ciftlerin diizenli cinsel iliskide bulunmalarina ve korunma yontemi uygulamamalarina ragmen,
bir y1l igerisinde gebelik goriillmemesine infertilite (kisirlik) adi1 verilmektedir. Diinyada kisirlik
oran1 %8-12, Tiirkiye’de ise %10-20 arasindadir. Yardimec1 iireme teknikleri (YUT), hamilelige
ulasmay1 amagclayan tedavi ve prosediirleri ifade eder. YUT’iin cesitleri ve uygulanma
yontemleri Tablo 2.1°de gésterilmistir [106]. YUT e 1s1k tutan ilk ¢alismalar 1800°1ii yillarn
sonlarina uzanmaktadir. Teknik gelismelere paralel olarak yardimci tireme teknikleri ile canlt

bebek sahibi olma sans1 da artmaktadir [107].

Tablo 2. 1: Yardime tireme teknikleri ve uygulanma yontemleri.

Yontem Uygulanan islem

Spermlerin katater aracilii ile uterus veya fallop tiipline transfer

Intra Uterin Inseminasyon edilmesi iglemidir.

Laboratuvar ortaminda déllenen yumurta ve spermin uterusa transfer

In Vitro Fertilizasyon edilmesi ilemidir.

Oosit ve spermlerin dollenmeden laparoskopi veya transvajinal ultrason
ile fallop tiiplerine transfer edilmesidir.

Gametlerin Intrafallopian Transferi

Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu Spermin yumurtanin i¢ine enjekte edilmesi islemidir.

Zigotlarin Intrafallopian Transferi ve Tubal Zigot veya erken donemdeki embriyonun laparoskopi veya transvajinal
Embriyo Transferi ultrason ile fallop tiiplerine transfer edilmesidir.
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2.6.1. in Vitro Fertilizasyon

IVF, hormonal stimulusla uyarilan ovaryumlarda olusturulan ¢ok sayidaki oositin toplanmasi,
uygun sartlarda laboratuvar ortaminda sperm ile dollenmesi ve daha sonra uterusa
yerlestirilmesi islemidir. IVF’in basar1 orani annenin yasina baglidir. 35 yasindan kiiglik
kadinlarin %30’u ilk denemede hamile kalabilmektedir. Basar1 oran1 35-37 yas arasindaki
kadinlarda %25’e, 38-40 yas arasinda %17’ye ve 40 yasin {iistlindeki kadinlarda %5’e
diismektedir [5].

Ovaryum stimiilasyonu menstruasyonun 3. giiniinde baglar. Cogu hastaya FSH analogu olan
gonadotropinler yaklasik 10 giin siire ile uygulanir. Folikiil olgunlagsmas1 saptanirsa, LH etkisi
gosteren B-hCG verilir. Enjeksiyondan 36 saat sonra ovulasyon olacag: diisiiniilerek bu siirenin
dolmasindan hemen 6nce ultrason esliginde vajina duvarindan ovaryuma giren bir igne yardimi
ile oositler toplanir. Genellikle genel anestezi altinda gergeklestirilen bu islem 20-30 dakikada
tamamlanir. Laboratuvar ortamina almman oositler ¢evrelerindeki hiicreler temizlenerek
fertilizasyona hazirlanir. Bu sirada spermiyum da fertilizasyon islemi i¢in hazir hale getirilir.
Oosit ve spermiyum (1/75,000 oraninda) 18 saat birlikte tutulurlar. Bu siire sonunda
gerceklestirilen kontrolde fertilizasyon saglanmissa iki prontikleus goriiliir. Proniikleusa sahip
zigotlar 6zel bir bilyiime medyumuna alinarak 48 saat bekletilir. Bu siire sonunda 6-8 hiicreli
doneme ulasilmasi gerekir. Embriyo transferi genellikle bu donemde yapilir. Embriyologlar
tarafindan hiicre sayisi, biiyiiklik ve fragmantasyon agisindan kaliteleri derecelendirilen
embriyolarin en iyileri ince, plastik bir katater araciligi ile uterusa transfer edilir. Genellikle 2
embriyodan fazlasmin transferi ¢ogul gebelik olasiligi bulundugundan sakincalidir. Islem
basartya ulasirsa implantasyonu takip eden normal bir gebeligin ardindan saglikli bir bebek

diinyaya gelebilir [107].
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2.7. ENDOMETRIYAL GEN ANLATIMI VE TiB BIYOBELIRTECLERI

Son on yilda endometriyumun reseptif oldugu dénemde ve dncesinde normal menstrual dongii
[71,72,74,108] ve yumurtalik stimiilasyonu [73,74,109] sirasinda ¢ok sayida gen ve protein
anlatim profili ¢aligmalart gergeklestirilmistir. Tiim bu calismalarda ¢ok sayida biyobelirteg
tanimlanmis olsa da farkli teknikler, hasta Ozellikleri ve zamanlama nedeni ile sonuclar
arasindaki benzerlikler distiktiir [75]. Simdiye kadar bu biyobelirte¢leri implantasyon
basarisizligi ile iliskilendirmek ve terapdtik hedefler olarak gelistirmek miimkiin olmamustir.

Ancak caligmalarda, 6rneklerin anlatim profillerinde anlamli farkliliklar belirlenmistir [110].

Hiicre ddngiisii, Wnt sinyalizasyonu ve hiicresel adezyon yolaklarinda, reseptif fazda TIB
hastalarinda saglikli fertil kontrollere gore diizensiz gen anlatimi goriilmektedir [111].
Implantasyon basarisizliklar1 ve tekrarlayan diisiikler ile fertil kontrollerin gen anlatim
profillerini karsilastiran bir calismada 2200°¢e yakin genin anlatiminda farkliliklar oldugu tespit
edilmistir. Hasta gruplarinda ortak olarak DNA transkripsiyonu ve hematolojik sistem
yolaklarinda diizensiz gen anlatimi goriilmiistiir. Implantasyon basarisizlig1 gériilen hastalarda,
hiicresel immiin yanit ve sinir sistemi gelisimi siireglerinde yiiksek oranda bozulmus gen
anlatimi gézlenmistir [103]. Diaz-Gimeno ve dig. endometriyal reseptivite igin bir biyobelirteg

seti gelistirmis olsalar da bu set TIB gibi olgulari tespit etmekte yetersiz kalmustir [72].

Hiicre apoptozu ve anjiyogenez siireglerini diizenleyen P53 tiimor baskilayici geni ile yapilan
calismalarda, p53 geninin TIB hastalarinda anlamli derecede yiiksek oranda homozigot

genotipte oldugu gosterilmistir [112,113].

MSX “homebox” genlerindeki delesyonun farelerde blastosis implantasyonunu engelledigi
bilinmektedir [114].

TIB hastalarinin endometriyal doku drnekleri ile ayn1 yas araligindaki saglikli fertil bireylerin
endometriyal doku ornekleri karsilastirilarak yapilan mikrodizilim analizi sonucunda [115]
anlatim farklilig1 saptanan genler Tablo 2.2 ‘de gosterilmistir. Bu genler arasindan segilen

MME, WWCI1 ve TNC genleri bu tez ¢alismasi kapsaminda arastirilmistir.
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Tablo 2. 2: Mikrodizilim analizi sonucu, TIB hastalarinda kontrol grubuna kiyasla énemli dlgiide
anlatim degisimi tespit edilen genlere ait p degeleri ve logFC degerleri. (Verilere ait “Gene
Expression Omnibus” erisim numarasi: GSE111974)

Gen Sembolii P Degeri logFC Degeri
MARK2 1.24e-19 -20.956.625
TOP1 3.82e-19 -101.385
RBM47 1.31e-18 -159.389.817
ACTB 1.59e-17 -115.016.212
USF2 2.95e-17 -0.95277917
MOB1A 9.77e-17 -111.699.355
KIAA1429 2.97e-16 -100.214.583
ROCK2 3.64e-16 -1.289.025
NCOA4 3.70e-16 -126.248.072
SMG5 3.91e-16 -152.331.667
Clorf229 4.97e-16 1.499.875
MLL5 5.05e-16 -128.184.465
Clz1 6.17e-16 -1.198.425
SEPT9 6.52e-16 -164.046.667
AGAP1 2.47e-15 -116.275.023
FAM107B 3.52e-15 -1.359.375
HOOK3 4.99e-15 -128.945.833
XLOC_I2_015397 5.98e-15 119.270.833
PHF8 7.18e-15 -31.969.875
LATS1 8.95e-15 -15.212.375
PAPOLA 1.05e-14 -130.216.667
WWwC1 3.57e-08 -129.708.333
MME 4.07e-06 -130.683.333
TNC 4.97e-03 105.077.917

2.7.1. TNC Geni ve Fokal Adezyon Yolag:

TNC (“Tenascin C”) geni 9q33.1°de yer alan, protein kodlayan bir gendir (Sekil 2.9). Bu genin
kodladigr hiicre dist matriks proteini embriyonal gelisim, sinaptik plastisite, noronal
rejenerasyon ve aksonlarin yonlendirilmesi siireclerinde rol oynar. Ayni zamanda tiimorlerde

endotelyal hiicrelerin uzamasi, migrasyonu ve filizlenmesi ile anjiyogenezi uyarir [116].



24

Chr 9
~— 0 — & — 0 00 — ™

e o R T B e R L T T T A A
= = =+ ISE Y — = - ™ - - (o] [ s e ] bl S RS N T e T e B e B B B ) B o T~ = =
Lo N} [V Y Lo I S I VR o | = = - = I Y I Y R Y| (VI I oY I VI Y I I VI N L T o O A L S L) I TR O I L
oo O o o & o 9 o o O ta o oo T oo o oTooo T | o oy ooo T

] —

— = 0300

I or I v B o B oy

o o o o O

Sekil 2. 8: TNC geninin genomik konumu.®

TNC geni ekstraseliiler matriks-reseptor etkilesimi, insan papilloma viriis enfeksiyonu, kanserle

iligkili mikroRNA siiregleri ve fokal adezyon yolaklarinda (Sekil 2.10) bulunan bir gendir.

Fokal Adezyon
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Sekil 2. 9: Fokal adezyon yolagi. TNC geninin yolaktaki yeri kirmizi ile isaretlenmistir.®

8 https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TNC [Ziyaret tarihi: 19 May1s 2020]

% https://www.genome.jp/dbget-bin/www_hget?pathway+hsa04510 [Ziyaret tarihi: 19 May1s 2020]
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Fokal adezyon yolag: hiicre-matriks etkilesimleri, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi,

gen anlatiminin diizenlenmesi ve hiicre sag kalimi gibi 6nemli biyolojik siire¢lerde rol oynar.

Hiicrelerin hiicre dis1 matriks ile birlestigi noktalarda fokal adezyon olarak adlandirilan, aktin
filamentlerinin integrin ailesi liyesi olan transmembran reseptdrlere tutunmasi ile olusan 6zel
yapilar olusturulur. Fokal adezyonun bazi bilesenleri membran reseptorleri ve aktin hiicre
iskeleti arasindaki yapisal baglantiya katilirken; bazilar1 farkli protein kinazlari, fosfatazlari ve

onlarin substratlarini igeren ¢esitli hiicre i¢i sinyal molekiillerini olusturur [117].

Yapilan ¢aligmalarda fokal adezyon kinazlarin (FAK’1n) erken donemde embriyonik hiicrelerin
gbclinil diizenledigi, embriyogenez sirasinda vaskiilaritede dnemli rol oynadig: tespit edilmistir
[118]. FAK geni susturulmus farelerde kardiyovaskiiler bozukluklar nedeni ile erken

embriyonik donemde oliimler gézlemlenmistir [119].

R, .

TNC gen anlatiminin implantasyon oncesi donemde degistigi gosterilmistir [120,121]. Bu
degisimin, embriyonun endometriyuma yapismasini kolaylastirmak i¢in endometriyal
yiizeydeki hiicre adezyonunu azalttigi diisiiniilmektedir [122,123]. Noda ve dig. fareler
tizerinde yaptiklart endometriyal gen anlatim analizinde, TNC gen anlatiminin
endometriyumda gebelik Oncesinde arttigini gostermislerdir [123]. Koler ve dig. yaptiklar
caliymada TIB hastalarinda fertil kontrollere kiyasla fokal adezyon yolagidaki genlerin
anlatiminin azaldigini tespit etmislerdir [111]. Yapilan galigmalar fokal adezyon yolaginin
implantasyon siirecindeki Onemini kanitlamaktadir. TNC geni fokal adezyon yolaginin

anlatimini diizenleyen gen olmasi sebebi ile implantasyon basarisi i¢cin dnemlidir.
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2.7.2. MME Geni ve Renin-Anjiyotensin Sistem

MME (“Membran Metalloendopeptidaz ) geni 3q25.2de yer alan protein kodlayan bir gendir
(Sekil 2.11). Bu gen tarafindan tip 1l transmembran glikoproteini ve insan akut lenfositik 16semi

tanisinda yaygin olarak kullanilan 6nemli bir hiicre ylizey antijeni kodlanir [124].
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Sekil 2. 10: MME geninin genomik konumu.

MME geni renin-anjiyotensin sistem (RAS) yolaginda (Sekil 2.12), hematopoietik hiicre
yolaginda, protein sindirilmesi ve emilimi yolaginda ve Alzheimer hastalig: ile iligkili

yolaklarda bulunur.

RAS’ta renin enzimi, anjiyotensin doniistiiriicii enzim ile birlikte gorev yaparak, Anjiyotensin’i
Anjiyotensin I[I’ye (Ang II) doniistiirtir. RAS’ta kritik bir 6neme sahip olan Ang II, AT1
reseptOriinii aktive eder. AT1 reseptorii bobreklerde Ang II’nin etkilerini diizenleyen
reseptordiir. Damarlarin olusturulmasi, bobreklerde sodyumun geri emilimi, aldosteron

salgilanmasi, kan basicinin arttirilmasi gibi siiregleri yonetir [125].

Plasentada RAS’in anlatimi gebeligin erken donemlerinde en st seviyededir ve plasenta
olusumu sirasinda da kritik rol oynar. Anjiyotensin reseptdrii gibi bilesenler gebeligin erken
donemlerinde maternal Ang II’ye bagli olarak, sitotrofoblast ve sinsityotrofoblastlarda
iretilmeye baslanir [126,127]. Ang II ile Ang IV trofoblastlarin invazyonunu, g¢ogalmasini
[127] ve plasental dokudaki anjiyogenezi tetikler [128].

10 https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MME [Ziyaret tarihi: 19 Mayis 2020]
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Sekil 2. 11: Renin-Anjiyotensin sistem yolaginda MME geninin yeri kirmiz: ile isaretlenmistir. *

Gebeligin ilk ili¢ aymnda sebebi belirlenemeyerek yasanan diisiik vakalarinda Ang (1-7)
seviyesinin yliksek oldugu tespit edilmistir. Bu durum Ang (1-7) seviyesindeki artisin anormal

gelisimde rol oynayabilecegini gostermektedir [129].

11 https://www.genome.jp/dbget-bin/www_hget?pathway+hsa04614 [Ziyaret tarihi: 19 Mayis 2020]
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2.7.2. WWC1 Geni ve Hippo Sinyal Yolag:

WWCL1 ("WW And C2 Domain Containing 1) geni 5q34’te yer alan protein kodlayan bir gendir
(Sekil 2.13). Bu gen tarafindan sitoplazmik bir fosfoprotein kodlanir [130]. WWC1 geni,
ploriferasyonu kisitlayip apoptozu uyararak timdrleri baskilayan énemli bir yolak olan hippo

sinyal yolaginin diizenleyicisidir [131].
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Sekil 2. 12: WWC1 geninin genomik konumu.*?

Hippo sinyal yolagi sineklerden insanlara kadar bir¢ok organizmada organ boyutunu kontrol
eden, evrimsel olarak korunmus bir sinyal yolagidir. Bu yolak insanlarda ve farelerde MST1,
MST2 kinazlardan ve bunlarin kofaktorii olan Salvador, LATS1 ve LATS2'den olusur (Sekil
2.14). Hiicre yogunlugunun artmasina yanit olarak, aktiflestirilmis LATS1/2, transkripsiyonel
koaktivatorler olan “Yes-associated protein 17 (YAP) ve “WW-domain-containing
transcription regulator 1” (TAZ)"1 fosforile eder. Bu durum hiicre apoptozuna yol agarak
organlarin asir1 biiyiimesini engeller. Hiicre yogunlugunun diisiik olmasi sebebi ile hippo sinyal
yolagi inaktive edildiginde, YAP ve TAZ nukleusta transkripsiyonu arttirict faktorlere
baglanarak hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini tesvik eder. Ayrica YAP ve TAZ, Wnt biiylime
faktorleri gibi hippo sinyal yolag: araciligi ile diizenlenen diger transkripsiyonel faktorler ve

sinyal molekiilleri ile de etkilesime girer [132].

12 https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=WW(C1 [Ziyaret tarihi: 19 May1s 2020]
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Sekil 2. 13: Hippo sinyal yolagi. WWC1 geninin yolaktaki yeri kirmizi ile isaretlenmistir.™®

Memeli hiicrelerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda P53 ailesi tiyesi olan p57 [133], TEAD/TEF
transkripsiyon faktorleri ailesi [134] gibi birgok DNA’ya baglanan transkripsiyon faktoriiniin
YAP’in hedefi oldugu belirlenmigtir. Memeli genomu, implantasyon Oncesindeki
embriyolardan yetiskin dokulara kadar cesitli dokularda anlatim yapan dort adet homolog

TEAD/TEF ailesi tiyesi igerir [135].

YAP proteininin endometriyal stromal hiicrelerin  desidualizasyonunu  diizenledigi

gosterilmistir [136]. Blastosist evresindeki fare embriyolarinda hippo sinyal yolagi

13 https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway+hsa04390 [Ziyaret tarihi: 19 May1s 2020]
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aktivitesindeki degisimler, ilk olarak i¢ hiicre kiitlesinde, sonrasinda blastosistin disini kaplayan
trofektodermde sitoplazmada ve nukleusta YAP yerlesimine yol agar [137]. Hippo sinyal
aktivitesinin hiicre yerlesimine gore farklilik gosteriyor olmasi, igteki ve distaki hiicreler
arasindaki baglantilarin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir. Bu baglamda hippo sinyal yolagi,
hiicre baglantis1 araciligi ile proliferasyonun durdurulmasini tetiklemeden hiicre sag kalimini

diizenler [132].
2.8. DAMLACIKLI DiJITAL POLIMERAZ ZiNCiR REAKSiYONU

Damlacikli dijital polimeraz zincir reaksiyonu (ddPZR) sistemi izole edilmis niikleik asit
orneklerini nanolitre boyutundaki binlerce yag damlacigina hapseder ve her damlacikta bir PZR
reaksiyonu gerceklestirir (Sekil 2.12). Bir kuyucuga koyulan 6rnek 20.000 damlaciga boliiniir
ve her bir damlacikta istenilen niikleik asit bdlgesine 6zgii PZR reaksiyonu gergeklestirir.
Damlaciklar, bir PZR reaksiyonunun gergeklestigi test tiipleri veya “plate”lerin ayni islevi
goren daha kiiciik versiyonlaridir. On binlerce damlacik olusturulmasi pratik bir sekilde tek bir
numuneden on binlerce veri noktasi olusturularak ddPZR’1in analiz giiciinii arttirmaktadir.
Ornegin binlerce damlaciga boliinmesi ddPZR ydnteminin ayirict 8zelligidir. DNA 6rnegi her
bir damlaciga rastgele miktarda dagilir. Bu teknik, diger dijital PZR sistemlerine gore daha
kiiclik miktarda numune gereksinimine sahiptir. Daha diisiik numune ve reaktif hacimleri
kullanan ddPZR teknolojisi, duyarlilik ve hassasiyeti korurken diger ydntemlerle
karsilastirildiginda toplam maliyeti azaltan yiiksek verimli bir PZR saglar [15].

DdPZR, kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QPZR) ile karsilastirildiginda daha yiiksek
hassasiyete sahip bir 6l¢lim teknigidir. Bu iki teknikte de ayn1 primerler ve problar kullanilir
ancak ddPZR daha yiiksek hassasiyet saglar. qPZR’de 2 kattan kii¢lik kopya sayist
degisiklikleri ayirt edilemez ve frekanslari %1’°den az olan alelleri belirlemek zordur. Ciinkii
gPZR benzer dizilere sahip ¢ok sayida ortak alelli de tespit eder. DdPZR gen ifadesindeki daha
kiigilik farkliliklar 6lgebilir ve binde bir frekansta bulunan alelleri tanimlayabilir [138]. Kanser
ve viral enfeksiyonlar ile ilgili yapilan c¢esitli ¢aligmalarda, qPZR’ye kiyasla ddPZR’nin
duyarliliginin ve hassasiyetinin daha fazla oldugu gosterilmistir [139]. Duyarliligin ve
hassasiyetin yiiksek olmasinin temel nedeni, reaksiyonlarin tek tek boliimlendirilebilmesidir
[15]. DdPZR esik degerlerini yorumlayabilmek igin standart diliisyon egrilerine gerek
duymamaktadir [16]. Bu nedenle qPZR ile tespit edilemeyecek kadar diisiik diizeyde anlatim
yapan genlerin varligi ddPZR ile saptanabilmektedir. DAPZR’1n bir diger Ustiinliigii mutlak
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Ol¢tim (“absolute quantitation”) saglamasidir [140]. DdPZR sisteminde hedeflenen bolgeler
floresan bazli problar kullanilarak ¢ogaltilir ve miktarlar1 belirlenir. Hedefin en az bir kopyasini
iceren pozitif damlaciklar, hedefin higbir kopyasini icermeyen negatif damlaciklara gére daha
fazla floresan 1g1ma gosterir. DAPZR sisteminde analiz i¢in kullanilan “QuantaSoft ™ yazilimi,
her bir 6rnekteki florasan 1s1ma miktarina gore pozitif ve negatif damlacik sayilarini belirler ve
bunlar1 standart bir egriye ihtiya¢ duymadan “Poisson” istatistiklerini kullanarak analiz eder
[16]. DdPZR, teorik olarak tek bir hedef molekiilin bile saptanabilmesine olanak
saglayabildiginden yiiksek hassasiyete sahip bir metottur [17].

DdPZR yontemi faj-konak etkilesimi ¢alismalari [141], fetal tarama [142], biyobelirteg analizi
[143], viral saptama [144], prognostik izleme [145], yiiksek verimli dizileme [146], Alzheimer
hastaliginda mitokondrial DNA degisimi [147] calismalarinda kullanilmaktadir.
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Ornekler ve yag tek kullanimhk damlacik
olusturma kartusuna yiiklenir.

A B C D E
Yag —_ @

Ornek —

Damlaciklar —

° Damlaciklar 96 kuyucuklu “plate”e aktarilir

o Termal dongii gerceklestirilir.

o Damlaciklarin floresan isimasi okunur.

PZR Sonrasi Damlaciklar Floresan Okumasi

N T

Ayina Yag

Kuyucuk—»;?z:”:

o Konsantrasyonlar QuantaSoft yazihminda hesaplanir.

Sekil 2. 14: Damlacikl dijital PZR is akis1: (a) Ornekler ve damlacik olusturmak igin kullanilan yag
sekiz kanalli damlacik olusturma kartusuna yiiklenir. (b) Damlacik olusturma cihazi, uyguladigi
vakum ile 6rnekleri ve yagi ¢cekerken 1 nL boyutunda damlaciklar olusturur ve 6rnekleri bu
damlaciklarin i¢ine hapseder. 2 dakikadan az bir siirede, sekiz 6rnegin 20.000 damlacik iceren
setlere doniistiiriiliir. (c) Olusan damlaciklar 96 kuyucuklu “plate”lere aktarilir. (d) 35-40
dongiiliik bir PZR reaksiyonu gergeklestirilir. () “Plate” damlacik okuyucu cihaza aktarilir ve
cihaz her bir damlaciktaki floresan 1gimay1 okur. (f) Cihaz tarafindan “QuantaSoft” yazilimu ile
damlaciklarin pozitif ve negatif 1s1malar1 degerlendirilerek 6rneklerin konsantrasyonlari
hesaplanir. 14

14 B. J. Hindson vd., 2011, High-throughput droplet digital PCR system for absolute quantitation of DNA copy
number, Analytical Chemistry, c. 83, say1 22, ss. 8604—8610.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HEDEF GENLERIN SECIMi

TIB hastalarmin endometriyal doku rnekleri ile ayn1 yas araligindaki saglhikli fertil bireylerin
endometriyal doku ornekleri karsilastirilarak yapilan mikrodizilim analizi sonucunda [115],
hem transkriptom hem de proteom analizinde anlatimi1 anlamli sekilde degistigi (Tablo 3.1)
tespit edilen, "Membrane Metalloendopeptidase” (MME), "WW And C2 Domain Containing
1" (WWC1) ve "Tenascin C" (TNC) genleri hedef genler olarak segilmistir.

Tablo 3. 1: Hedef genlerin belirlenmesinde kullanilan mikrodizilim analizi sonuglari

Gen logFC RNA logFC Proteom Tlgili Yolaklar
MME 1.306951806 1.014046729 Renin-Anjiyotensin Sistem
TNC -1.050784463 -0.930413465 Fokal Adezyon

WWC1 1.297250315 1.666045211 Hippo Sinyal Yolag:

Anlatim farklilig1 saptanan bu ii¢ genin ve ilgili yolaklarinin belirlenmesinde PANOGA ve

KEGG veritabanlar1 kullanilmistir.

PANOGA, arastirilan genlerin birbirleriyle ve farkli gen kiimeleri ile olan iliskilerini belirlemek
icin kullanilan bir veritabanidir. PANOGA kullanilarak erisilen zengin etkilesim bilgisi ile
onceden belirlenmis mekanizmalara ek olarak yeni mekanizmalar belirlenebilmesi
amaclanmistir. Genlerin bulunduklari yolaklara dair bilgiler giivenilir bir veritabani olan KEGG

veritabanindan elde edilmistir.

3.2. HASTA SECIMi VE ORNEK ELDESI

Calisma icin Istanbul Universitesi, Istanbul T1p Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
05.10.2018 tarihli ve 286582 sayil1 etik kurul onay1 alinmistir. Arastirma baslangicinda sartlara
uygun hastalarin bilgilendirilmis onam formu ve sorumlu doktor araciligi ile bilgilendirilmesi
saglanmistir. Bilgilendirme sonucunda onami alinan hastalarin bilgileri hasta takip formuna

kaydedildikten sonra endometriyal ornekleme yapilmistir. Endometriyal biyopsi ornekleri,
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menstrual dongiintin 21. giiniinde elde edilmistir. Hastalarin post-ovuleter oldugu serum
progesteron olgiimii ile saptanmustir (>20ng/ml). Elde edilen 6rnekler analiz giiniine kadar -

80°C’de saklanmustir.

Calisma gruplan fertil hastalar (kontrol grubu) ve IVF sonrasi tekrarlayan implantasyon
basarisizlig1 yasayan hastalar (¢alisma grubu) olmak tizere iki gruptan olusmaktadir. Kontrol
grubu 40 yasindan geng, en az bir normal canli dogum gecirmis 34 hastadan olusmaktadir.

Kontrol grubunun diglama kriterleri:

v' Halihazirda oral kontraseptif kullanimi,
v’ Halihazirda rahimici kontraseptif ara¢ kullanima,

v" Tibbi gegmisinde infertilite dykiisti yer almasi seklindedir.

Calisma grubu 40 yasindan geng, IVF tedavisi goren 34 hastadan olugmaktadir. Calisma

grubunun igerme kriterleri:

v IVF tedavisi sonrasi yiiksek kalite embriyo transfer edilmis en az ti¢ defa embriyo
transferin basarisizlik yasanmasi,

v Normal hormon rezervine sahip olmasi (FSH<8 mIU/mL),

<

Hormon stimiilasyonuna iy1 cevap vermesi (>8 oosit toplanmasi),
v" Ofis histeroskopi ile saptanmig normal uterin kavitesine ve endometriyal kalinliga sahip

olmas seklindedir.
Calisma siiresince bu gruptaki hastalarin hormon tedavisi kullanmamalar1 istenmistir.
3.3. ENDOMETRIYAL DOKUDAN TOTAL RNA iZOLASYONU

Endometriyal dokudan total RNA izolasyonu i¢in “PureLink RNA Mini Kit” kullanilmistir.

Kitin Onerilen prosediirii takip edilmistir;

1. Her bir 6rnek i¢in 1 ml “Lysis Buffer’a” 10 pl B-merkaptoetanol eklenerek “Buffer”
hazirlanir ve 1 dakika bekletilip vorteks yapilir.

2. Endometriyal doku daha onceden -20°C’de bekletilmis havanda siv1 azot ile ezilir. Tiim
asamalar sirasinda Ornekler buzda bekletilir. Ezilen 6rnekler 2 ml’lik ependorflara transfer

edilir. Tiiplere koyulan 6rneklerin miktar1 30-60 mg arasinda olmalidir.
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3. Omek miktarina gére “Lysis Buffer” eklenir. Eklenecek “Lysis Buffer” miktar1 Tablo
3.1°deki gibi belirlenir.

Tablo 3. 2: Ornek miktarlarina gore eklenecek “Lysis Buffer” miktarlari.

2 . “Lysis Buffer”
Ornek Miktar1 4 Miktarflf
<20 mg 350 ul
20-40 mg 600 pl
40-60 mg 800 ul
>60 mg 1000 pl

4.2600g’de 5 dakika santrifiij edilir ve siipernatant baska bir 2 ml’lik ependorf tlipe aktarilir.
5. Siipernatant hacmi kadar %70’lik etanol eklenir ve vorteks yapilir.

6. 700 ul 6rnek kitin iginde bulunan “Spin Cartrdige” tiipe eklenir ve 12.000 g’de 15 saniye

santrifiij edilir. Santrifiijiin ardindan “collection” tiipte kalan siv1 atilir.
7. 5.ve 6. basamaktaki asamalar 2 ml’lik ependorftaki 6rnekler bitene kadar tekrarlanir.

8. “Spin Cartridge” tiipe 700 ul “Wash Buffer 1” eklenerek 12.000 g’de 15 saniye santrifiij
edilir. “Spin Cartridge” tiipteki filtre yeni bir “collection” tiipe aktarilir.

9. “Collection” tiipe 500 pl “Wash Buffer 2” eklenerek 12.000 g’de 15 saniye santrifiij edilir.

“collection” tiipte kalan s1v1 atilir.

10. “Collection” tiipe 500 pul “Wash Buffer 2” eklenir. 12.000 g’de 15 saniye santrifiij edilir

ve “collection” tiipte kalan siv1 atilir.

11. 12.000 g’de 1 dakika santrifiij edilir. Filtrenin i¢inde oldugu “collection” tiip atilir ve filtre

“Spin Cartridge Recovery” tiipe aktarilir.

12. 30 ul “RNase Free Water” filtrenin ortasina gelecek sekilde eklenir. Oda sicakliginda 5
dakika beklenir.

13.  12.000 g’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra filtre atilir.

14.  “Nanodrop” cihazinda 6rneklerin kalitesini kontrol etmek i¢in 1-2 ul drnek ayirilir. Geri

kalan 6rnekler bir sonraki agsamaya kadar -80°C’de saklanir.
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3.4. iZOLE EDILEN RNA’LARIN KALITE KONTROLU

Endometriyum dokusundan elde edilen total RNA’larin saflik ve konsantrasyon oOlg¢iimleri
“Nanodrop” cihazinda yapilmistir. Olgiim igin her 6rnekten 1,5 pl alimmustir. Her bir 6rnek igin
A260/A280, A230/A280 ve konsantrasyon degerleri kaydedilmistir.

3.5. CDNA SENTEZI

Izole edilen total RNA’lardan cDNA sentezi “iScript cDNA Synthesis Kit” kullanilarak
yapilmistir. Bir reaksiyon i¢in gerekli bilesen miktarlar1 Tablo 3.2’de gosterilmistir. CDNA

sentezi i¢in kitin 6nerdigi termal dongii kullanilmistir ve Tablo 3.3’te gosterilmistir.

Tablo 3. 3: “iScript cDNA Synthesis Kit” ile bir cDNA sentez reaksiyonu i¢in gerekli bilesen

miktarlari.
Bilesen Bir Reaksiyon icin Gerekli Miktar
5x “iScript Reaction Mix” 4 ul
“iScript Reverse Transcriptase” 1l
Ornek (1pg total RNA olacak sekilde) Ornek miktarina gore degiskenlik gdsterir.
“Nuclease-free water” Ornek miktarina gore degiskenlik gosterir.
Toplam hacim 20 pl

Tablo 3. 4: ¢cDNA sentezi igin kullanilan termal dongii.

Asama Siire Sicaklik
“Priming”’ 5 dakika 25°C
“Reverse Transcription” 20 dakika 46°C
“RT Inactivation” 1 dakika 95°C
“Optional Step” Bekleme 4°C

3.6. DAMLACIKLI DIiJITAL PZR UYGULAMASI

Anlatim analizi i¢in “Bio-Rad” firmasmin “Droplet Digital PCR” cihazi kullanilmistir.
Baslamadan 6nce 6rnekler RNA konsantrasyonlari 1 ng olacak sekilde sulandirilmistir. Genlere
ait primer dizileri Tablo 3.4’te verilmistir. Damlacikli dijital PZR uygulamasi i¢in cihaza ait

asagidaki prosediir takip edilmistir;
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Tablo 3. 5: Genlere ait primer dizileri, primerlerin Tm dereceleri ve {iriin boyutlari.

Genin Ad1 Oligoniikleotid Dizisi (5'-3") Tm Derecesi (°C) Uriin Boyutu (bc)

MME f: AGGTGATGGGCAAGTCAGAA 60.7 158
rr GGTTGCATAGAGTGCGATCA 59.8

WWC1L f: CTCGCTGGACCTGGAGTTAG 60.0 151
rr GTCCTCACGCAACCACTGT 59.7

NG f: GATGAAGGGGTCTTCGACAA 60.0 168
r: TCGCCTTCCTTTGCTTATTC 59.4

GAPDH f: AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT 61.5 235
r: CCCCACTTGATTTTGGAGGGA 66.1

1. Her primer i¢in gerekli bilesenler Tablo 3.5’teki miktarlarda karigtirilarak “mix” elde

edilir.

Tablo 3. 6: Damlacikli dijital PZR uygulamasinda kullanilacak her bir primer i¢in hazirlanan “mix”
icin gerekli bilesenlerin miktarlari.

Bir Reaksiyon icin Gerekli

g Miktar
“Eva Green Supermix”’ 10 pl
“Forward Primer” 1,6 ul
“Reverse Primer” 0,8 ul
cDNA 6rnegi 2,5 ul
“Nuclease-free water” 5,1 ul
Toplam 20 pl

2. Olusturulan “mix” 8’li strip tiiplere dagitilir. Tiplere konsantrasyonlari 6nceden 1ng’a
ayarlanmis olan cDNA Ornekleri eklenir. Kullanilan her primer i¢cin ¢cDNA 06rnegi yerine

“Nuclease-free Water” eklenerek NTC (“No Template Control”)’ler hazirlanir.

3. Stripler 2000 g’de 2 dakika plate santrifiijiinde santrifiij edilir. Kopilik kalmamasina dikkat

edilir.

4. 8 kanalli pipet kullanilarak striplerdeki ornekler “DG8 Cartridge”deki ‘“sample”
kuyucuklarina yiiklenir.

5. “DG8 Cartridge”deki “oil” kuyucuklarina “Droplet Generator Oil”’den 70 pl yiiklenir.
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6. “DG8 Cartridge”, “QX200 Droplet Generator” cihazina yiiklenir. Cihaz “droplet”leri

olusturur.

7. “DG8 Cartridge”deki “droplet” kuyucugundan 40 pl “droplet” alinarak 96’11 “plate”’e

aktarilir.

8. Bu asamalar tiim Ornekler i¢in tekrarlandiktan sonra “plate”in istii folyo ile “Bio-Rad’s

PX1PCR Plate Sealer” cihazinda 180°C’de kapatilir.

9. PZR asamasina gegilir. “EvaGreen Supermix” prosediiriinde belirtilen termal dongii Tablo

3.5.te gosterilmistir.

Tablo 3. 7: “EvaGreen Supermix” prosediiriine ait termal dongii.

Asama Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Enzim aktivasyonu 95 5 Dakika 1
Denatiirasyon 95 30 Saniye 40
Baglanma/Uzama 60 1 Dakika 40

. i 5 Dakika 1
Sinyal Stabilizasyonu .

90 5 Dakika 1

Bekleme (opsiyonel) 4 Sonsuz

10. “QuantaSoft” yazilimi kullanilarak kuyucuklardaki orneklerin 6zellikleri ve boyanma

yontemleri bilgisayara girilir.

11. PZR sonras1 “plate” “QX100 Droplet Reader” cihazina aktarilir. Cihazin kuyucuklardaki

pozitif ve negatif “droplet”leri okumasinin ardindan sonuglar analiz edilir.
3.7. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESi

Sonuglar degerlendirilirken ddPZR uygulamasi sonrasinda bulunan anlatim degerleri normalize
edilmistir. Normalize edilirken her 6rnek icin ¢alisilan gendeki anlatim degeri, ayn1 drnegin

GAPDH geninin anlatim degerine boliinmiistir.

Normalizasyon sonrasi elde edilen sonuglarin hassasiyet ve dogrulugunun kanitlanmasi igin
“Graphpad Prism 8.3.0” biyoistatistiksel veritabani kullanilmistir. ddPZR sonuglari parametrik
olmayan “Mann Whitney Test” ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir ve ROC “Receiver

Operating Characteristics” egrileri olusturulmustur.
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ROC egrisi grafikleri yapilan analizlerin duyarliliklarin1 ve seciciliklerini 6lgmek igin
kullanilan bir analiz yontemidir. ROC egrisi altinda kalan alan (AUC, “Area Under the Curve”)
yapilan analizlerin duyarliligin1 ve 6zgilliigiinii belirlemek i¢in kullanilir. AUC degeri 0,5 ile
1 arasinda bir deger alir ve 1’e ne kadar yakin olursa sonuglarin dogrulugunun o kadar yiiksek

oldugu anlamina gelir.

Genlerin ait oldugu yolaklarin belirlenmesi i¢in PANOGA ve KEGG veritabanlari
kullanilmistir. Hedef genler KEGG veritabaninda arastirilarak, bu genlerin bulundugu TiB ile

iligkili olabilecek metabolik yolaklar belirlenmistir.



40

4. BULGULAR

4.1. KULLANILAN ORNEKLERIN OZELLIiKLERIi

Calismada kullanilan 6rneklere ait yas, dogum sayisi ile 3. Giindeki FSH, E2, prolaktin ve TSH
hormon seviyeleri Tablo 4.1°de belirtilmistir.

Tablo 4. 1: Calismada kullanilan 6rneklere ait yas, dogum sayist ve 3. Giindeki hormon seviyesi

(mlU/mL) degerleri.
Fertil TiB
Kontroller (n=34) Hastalar1 (n=34)

Yas 31.06+3.72 32.52 £2.84
Dogum Sayisi 1.77+0.45 Yok
FSH 7.48 £1.60 6.68 £2.53
E2 50.62 £27.07 45.60 £ 19.92
Prolaktin 17.67 £ 6.07 11.63 +£3.92
TSH 2.17+1.11 2.18 £0.85

4.2. ORNEKLERIN KALITE KONTROLU

TIB hastalarina ve kontrol grubuna ait total RNA “Nanodrop” 6l¢iim sonuglari sirastyla Tablo
4.2’de ve Tablo 4.3’te belirtilmistir.
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Tablo 4. 2: TiB hastalarma ait total RNA “Nanodrop” él¢iim sonuglar1 ve A260/A280 ile A260/A230

degerleri.
HastaGrubu ~ KOMSNIrasyon — ,oe07280  A260/A230
(ng/pl)
H1 966,4 2,06 2,18
H2 1110, 2,06 2,01
H3 643 2,02 2,17
H4 389,9 2,07 2,15
H5 258,3 2,11 0,63
H6 89,8 2,05 0,21
H7 2234 2,09 2,07
Hs 778,9 2,07 2,11
H9 162,1 2,07 2,11
H10 293,9 2,06 2,04
H11 89,1 2,05 1,47
H12 560,3 2,02 2,08
H13 4275 2,06 2,08
H14 891,8 2,1 2,22
H15 1002,5 2,1 2,2
H16 1299,4 2,09 2,19
H17 204,7 2,07 2,1
H18 1031,1 2,08 2,19
H19 254,3 2,08 1,84
H20 524,1 2,12 1,21
H21 1732,2 2,08 2,15
H22 1436,3 2,08 2,2
H23 202,7 2,08 1,87
H24 524,7 2,03 1,2
H25 2258 2,04 1,45
H26 350,5 2,06 1,32
H27 22,9 1,96 1,47
H28 899,2 2,14 1,89
H29 404,4 2,11 1,94
H30 1414 2,02 1,8
H31 869,9 2,13 1,89
H32 338,7 2,1 1,79
H33 364,9 2,08 1,24

H34 640,9 2,12 2,06
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Tablo 4. 3: Kontrol 6rneklerine ait total RNA “Nanodrop” 6l¢iim sonuglar1 ve A260/A280 ile

A260/A230 degerleri.
Kontrol Grubu Konsantrasyon  r»g0/a280  A260/A230
(ng/pl)

K1 185,7 2,08 1,71
K2 208,2 2,08 1,62
K3 277,5 2,08 1,78
K4 527 2,04 2

K5 436,7 2,05 2,14
K6 610,7 2,07 2,2
K7 670,6 2,08 2,18
K8 422 2,07 1,81
K9 964 2,08 2,15
K10 936,4 2,05 2,19
K11 430,1 2,05 2,08
K12 606,6 2,1 0,97
K13 391,7 2,06 2,21
K14 642,7 2,1 2,12
K15 315,1 2,08 2,05
K16 220,3 2,07 2,07
K17 292,4 2,09 1,2
K18 779 2,12 1,95
K19 704,4 2,1 1,95
K20 373 2,07 2,21
K21 411,6 2,06 2,11
K22 899,7 2,1 2,09
K23 193,3 2,06 2,02
K24 680,8 2,11 2,14
K25 522,3 2,04 1,9
K26 982,6 2,09 2,18
K27 70,3 2,02 1,86
K28 4454 2,07 1,75
K29 703,9 2,08 2,07
K30 99,1 2,03 1,63
K31 501,2 2,08 2,05
K32 661,3 2,1 1,72
K33 196,9 2,09 1,35

K34 539,1 2,07 1,99
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4.3. SONUCLARIN NORMALIZASYONU

ddPZR sonrast TNC, MME ve WWCI genleri i¢in normalize edilmis anlatim degerleri Tablo

4.4°te verilmistir.

Tablo 4. 4: TNC, MME ve WWCI genlerine ait normalize edilmis anlatim degerleri.

TNC MME WWC1

Kontrol Hasta Kontrol Hasta Kontrol Hasta
0,042814  0,023996 0,129785  0,053266 0,225023  0,035578
0,007289  0,009302 0,164729  1,113811 0,098191  0,07289
0,194286  0,07767 0,098853  0,047022 0,032657  0,098746
0,028806  0,001187 0,065313  0,159251 0,001348  0,04918
0,011208  0,007789 0,013078  0,166276 0,050348  0,044308
6,428571  0,104403 0,028373  0,012596 0,016981  0,004336
0,036641  0,000524 0,021509  0,007634 0,051493  0,08626
0,009005  0,005261 0,012325 0,076613 0,019231  0,100806
0,006861  0,067582 0,098134  0,085763 0,01544 0,039623
0,00928 0,001315 0,034121  0,089099 0,000677  0,042882
0,838 0,010987 0,074355  0,993158 0,065471  0,035849
0,010604  0,04232 0,123565  1,464804 0,023523  0,048917
0,005922  0,010894 0,860365  0,007692 0,028073  0,029944
0,071795  0,028824 0,067039  0,021648 0,065882  0,037949
0,103906  0,008629 0,054176  1,294056 0,08151 0,034063
1,563281  0,376601 0,046598  0,118962 0,315969  0,065385
0,006002  0,149444 0,001574  0,57346 0,359522  0,063506
1,232227  0,001435 0,001293  0,678065 0,031955  1,374408
0,905213  0,009236 0,130458  0,212291 0,001574  0,595784
0,522581  0,070423 0,05 0,001037 0,002063  3,935484
0,189944  0,022941 0,046519  1,046667 0,002939  0,878065
0,055274  0,025316 0,256983  0,319697 0,072359  0,22905
0,006496  0,014525 0,18352 0,048148 0,068662  0,03369
0,005556  0,103134 0,222134  0,183727 0,087647  0,108667
0,272727  0,089936 0,162955  1,989011 0,064176  0,454545
0,005882  0,03895 0,172867  2,946058 0,085653  0,039434
0,839895  0,036364 0,12987 0,095492 0,048796  0,839895
1,208791  0,002075 0,011068  2,343284 0,044156  1,538462
0,103734  0,076101 0,018239  0,085965 0,00538 0,091286
0,005328  0,077291 0,021912  0,03966 0,054717  0,064344
0,283582  0,004068 0,042559  0,016997 0,03506 1,089552
0,044737  0,120231 0,07341 0,111041 0,044068  0,037719
0,057507  0,023438 0,192188  0,141325 0,1 0,039093
0,008076  0,014722 0,153125  2,003282 0,121875  0,068139

0,024945 O 0,0477 0,042779
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4.4. MRNA ANLATIM ANALIZI

ddPZR uygulamasinin ardindan “QuantaSoft” yazilimi ile her 6rnek igin mikrolitredeki
konsantrasyon degeri ile Sekil 4.1°de 6rnek olarak 20 tanesi gosterilen damlacik grafikleri elde
edilmistir. Elde edilen verilerin dogruluguna grafiklerin yorumlanmasi sonucu karar verilmistir.
Grafiklerde goriilen mavi renkli noktalar pozitif damlaciklar1 belirtmektedir ve floresan 151ma
miktarlar1 10000 ile 20000 arasinda olmalidir. Gri noktalar negatif damlaciklar1 belirtmektedir
ve floresan 1sima miktarlart 5000 degerine yakin olmalidir. Sonuglarin giivenilir olarak
degerlendirilebilmesi icin mavi ve gri noktalar arasi yeterince ayrilmis olmalidir; iki nokta
kiimesini ayiran ¢izgi pembe ile gosterilmistir ve cihaz tarafindan otomatik olarak

ayarlanabildigi gibi manuel olarak da ayarlanabilmektedir.
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Sekil 4. 1: iki TIB hastas1 ve iki kontrol 6rnegine ait ddPZR amplifikasyon grafikleri. Her grafik, dort
ornekte analiz edilen dort hedef genin amplifikasyonunu gostermektedir. X ekseninde 6rnekler,
Y ekseninde 151ma miktarini degerleri yer almaktadir. Mavi noktalar pozitif damlaciklari, gri
noktalar negatif damlaciklar temsil eder. Pembe ¢izgi pozitif ve negatif damlaciklarin sinirlarm
belirler.
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ddPZR analizi sonucu elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirildigi ‘“Mann

Whitney Test” ve ROC analizi sonuglar1 Tablo 4.5°te gosterilmistir.

Tablo 4. 5: Endometriyal doku 6rneklerinde ddPZR ile yapilan mRNA anlatim analizlerinin
istatistiksel sonug¢lari.

""Mann Whitney Test" ROC Analizi
Aday ORI Standart . . %95 Giiven
MRNA p DEGERI AUC Sapma p Degeri Arahin
TNC 0,04 0,63 0,06 0,04 0,50-0,76
MME 0,03 0,65 0,06 0,03 0,51-0,78
WWwC1 0,03 0,65 0,06 0,03 0,52-0,77

“Graphpad Prism version 8.3.0” analizi ile elde edilen ve ROC egrileri Sekil 4.2°de, rélatif
mRNA anlatim seviyeleri Sekil 4.3°te gosterilmistir.

MME WWCA1 TNC
100 3 100~

80 80~
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40 404
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1
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Sekil 4. 2: MME, WWC1 ve TNC genlerinin ROC egrisi analizleri.
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Sekil 4. 3: MME, WWC1 ve TNC genlerinin rolatif mRNA anlatim seviyeleri.

Hedef genlere ait anlatim degisim oranlar1 ve genlerin bulunduklar1 yolaklar Tablo 4.6’da

gosterilmistir.

Tablo 4. 6: Hedef genlerin bulunduklart yolaklar ve hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla genlerin
anlatim miktarlarindaki degisim oranlart.

Gen Ad1 Anlatim Degisimi Oran Tlgili Yolak
MME Artmig 4.9 Renin-anjiyotensin Sistem
WWC1 Artmis 5.2 Hippo Sinyal Yolag

TNC Azalmig -9.0 Fokal Adezyon Yolagi
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5. TARTISMA VE SONUC

Embriyo implantasyonu kadinlarin iireme siirecinde en O©nemli evrelerden biridir.
Implantasyonun basaris1 i¢in embriyo ve reseptif bir endometriyum arasinda senkronize
etkilesim ¢ok onemlidir [8]. Bu senkronize etkilesim sadece belli bir zaman araliginda
gerceklestiginde implantasyon olusur. Diizenli adet dongiisiiniin 20-24. giinlerini kapsayan bu
zaman aralig1 1970’lerde implantasyon penceresi olarak adlandirilmistir [9]. Implantasyon
blastosistin, maternat endometriyal yiizeye tutunup 6nce maternal epitele, ardindan plasentay1

olusturmak i¢in maternal dolagim sistemine baglanmasi siirecini ifade eder [19].

Endometriyumun reseptif oldugu dénemi belirlemek i¢in klinisyenler uzun yillardir Noyes ve
arkadaglar1 [148] tarafindan 1975’te tanimlanmis histolojik kriterleri kullanmaktadir. Bu
kriterler overler tarafindan salgilanan steroid hormonlarinin etkisiyle endometriyumda olusan
histolojik degisikleri baz alirlar. Bunun yaninda son yillarda yapilan c¢aligmalar, histolojik
zamanlama kriterlerinin fertil hastalar1 infertil hastalardan ayirmada zayif bir belirte¢ oldugunu

gOstermistir [149].

Implantasyon basarisizlig1 iireme tibbinmn oniindeki 6nemli engellerden biridir. Implantasyon
basarisizlig1 sebebiyle diger acilardan saglikli bircok hasta infertilite gercegiyle yiiz ylize
kalmaktadir [12]. Son yillarda, in vitro fertilizasyon (IVF) tedavilerinde yasanan tiim
gelismelere ragmen, IVF tedavisiyle olusan embriyolarin uterusa transferi sonrasi sadece %20
oranda canli dogum saglanabilmektedir [13]. Implantasyon basarisizligina %33 oraninda
embriyonun kendisi neden olurken, %66 oraninda yetersiz endometriyal reseptivite neden
olmaktadir [14]. Bu sebeple yardimci iireme tekniklerinde tekrarlayan implantasyon

basarisi1zlig1 yonetimi en zor alanlardan biridir.

TIB hastalarmin endometriyal doku 6rnekleri ile ayn1 yas araligindaki saglikl fertil bireylerin
endometriyal doku ornekleri karsilastirilarak yapilan mikrodizilim analizi sonucunda [115]
"Membrane Metalloendopeptidase™ (MME), "WW And C2 Domain Containing 1" (WWC1) ve
"Tenascin C" (TNC) genlerinin anlatiminda anlamli farklilik gosterilmistir. Anlatim farklilig
saptanan bu ii¢ gen PANOGA ve KEGG analizleri ile secilerek bu tez ¢aligsmasi kapsaminda

arastirilmastir.
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Tez kapsaminda mikrodizilim analizi sonucu elde edilen MME, WWC1 ve TNC genlerinin
ddPZR yéntemi ile validasyonu yapilmistir. Mikrodizilim analizi ile benzer olarak, TIB
hastalaria ait 6rneklerde kontrol grubuna kiyasla MME gen anlatiminin 4,9 kat arttig1 (p <
0,05), WWCI gen anlatiminin 5,2 kat arttig1 (p < 0,05) ve TNC gen anlatiminin 9 kat azaldig1
(p < 0,05) tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar “Graphpad Prism 8.3.0” programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Anlamlilik testleri parametrik olmayan “Mann Whitney Test”, duyarlilik ve

spesifiklik testleri ROC (“Receiver Operating Characteristics ) analizi ile yapilmistir.

TIB ile iliskili olabilecegi diisiiniilen MME, WWC1 ve TNC genlerinin PANOGA ve KEGG

analizleri sonucunda etkili olduklar1 yolaklar belirlenmistir. PANOGA, arastirilan genlerin
birbirleriyle ve farkli gen kiimeleri ile olan iliskilerini belirlemek i¢in kullanilan bir
veritabanidir. PANOGA kullanilarak erigilen zengin etkilesim bilgisi ile dnceden belirlenmis
mekanizmalara ek olarak yeni mekanizmalar belirlenebilmesi amaglanmigtir. Genlerin
bulundugu yolaklar1 aragtirmak i¢in giivenilir bir veritaban1 olan KEGG analizi sonucunda
MME geninin renin anjiyotensin sistem (RAS) yolaginda, WWCI1 geninin hippo sinyal
yolaginda ve TNC geninin fokal adezyon yolaginda yer aldiklari tespit edilmistir.

Hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla miktar1 4,9 kat artan MME geninin KEGG yolak
analizine gore etkili oldugu RAS; kan basincini, sodyum ve sivi homeostazini diizenleyen
onemli bir yolaktir. Embriyo implantasyonu siirecinde ve gebelikte RAS yolaginda bulunan
genlerinin anlatiminda biiylik degisiklikler meydana gelmektedir [150]. RAS bilesenleri olan
anjiyotensinojen, renin, ACE (Anjiyotensin Dontistiiriicii Enzim), Ang I, Ang [1ve AT1 ve AT2
reseptorleri; plasenta, amniyotik sivi, uterus (endometriyum ve miyometriyum) ve fetal
membranlarda bulunur [129]. Ang II'nin lokal etkilerinin hamilelik sirasinda embriyo
implantasyonu ve uterus kan akisi kontroliinde dogrudan rol oynayabilecegi gosterilmistir

[115,122].

MME gen anlatimi, Ang I anlatimi ile dogrudan iliskilidir. MME gen anlatiminin artmasi, Ang
| gen anlatimmin artmasinin sonucudur. Ang I geni, aym zamanda Ang II anlatimini
diizenlemektedir (Sekil 5.1). Dolayistyla, MME gen anlatiminin artmasi, Ang Il anlatiminin da
arttigin1 isaret etmektedir. Xia ve dig. [150] artan Ang II gen anlatiminin, insan trofoblast
hiicrelerinin invazyonunu kisitladigini géstermislerdir. implantasyon basarisizliginin sebebinin
artan Ang II gen anlatimmin trofoblast hiicrelerinin invazyonunu kisitlamast olmasi

diisiiniilebilir.
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Anjiyotensin (1-7) (Ang (1-7)), RAS sisteminin bir iiyesidir ve MME geni Ang (1-7)’nin
anlatimmni dogrudan etkilemektedir. Ilk trimesterde spontan olarak gergeklesen diisiik
vakalarinda yiiksek Ang (1-7) seviyesi tespit edilmistir. Bu durum Ang (1-7) diizeyinin anormal
gelisimde rol oynayabilecegini diisiindirmektedir [129]. Bu caligmada, Ang (1-7) gen
anlatimimin arttiran MME gen anlatiminin arttig1 belirlenmistir. Bu sebeple MME geninin
anlattmmin artmasinin implantasyon basarisizligina neden olmus oldugu diisiiniilebilir.
Caligmalarinda Bagtu ve ark. RAS {iyesi olan iki genin (MME ve AGT) anlatiminin degistigini
belirlemigtir [115]. Calismamizla benzer sekilde MME geninin anlatiminin  arttigini

gostermislerdir.
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Sekil 5. 1: MME, Anjiyotensin I ve Anjiyotensin II’'nin Renin Anjiyotensin Sistem yolagindaki
iliskisi.

Hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla miktar1 5,2 kat artan WWCI1 geninin etkili oldugu
hippo sinyal yolagi, biiyiime kontroliinde énemli rol oynayan yiiksek oranda korunmus bir
sinyal yolagidir [151]. Yapilan caligmalarda hippo sinyal yolaginda bulunan genlerin
endometriyumda anlatim yaptig1 ve anlatim profillerinin menstrual dongii boyunca degistigi
gosterilmistir. Bu sebeple hippo sinyal yolaginin endometriyal fizyolojinin diizenlenmesinde

rol oynadigi diistiniilmektedir [152].

Literatiirde hippo sinyal yolaginin endometriyumdaki baz1 siireglerde yer aldigina dair kanitlar

vardir; ancak WWC1 geninin anlatimimin implantasyon basarisizlig ile iliskisi hakkinda bir
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calisma yoktur. Calismamizda WWC1 gen anlatiminin TiB hastalarinda kontrol grubuna gére

anlamli derecede arttig1 tespit edilmistir.

WWCI1 geni hippo sinyal yolaginda Mstl/2 anlattmini arttirmaktadir. Mst 1/2°nin
fosforilleyerek aktive ettigi Lats 1/2 ise transkripsiyonel kofaktorler olan “Yes-associated
protein 1”7 (YAP) ve “WW-domain-containing transcription regulator 1” (TAZ)’1 inhibe
etmektedir (Sekil 5.2). YAP proteininin endometriyal stromal hiicrelerin desidualizasyonunu
diizenledigi gosterilmistir [153]. Artan WWCI1 geni anlatimi sebebi ile inhibe edilen YAP
proteini anlatimimin, endometriyal desidualizasyonun gergeklesmemesine neden olarak

implantasyon siirecininin basarisiz olmasina neden oldugu diisiiniilebilir.
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Sekil 5. 2: WWCI, Mstl/2, Lats1/2 ve YAP/TAZ’1n Hippo Sinyal Yolagindaki iligkisi.
Hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla miktar1 9 kat azalan TNC geninin etkili oldugu fokal
adezyon yolagi, hiicre i¢i aktin filamentleri ile hiicre dis1 matriks arasindaki baglantiy1 saglar

ve hiicreleri altta yatan bag dokusuna sabitlemede dnemli bir rol oynar [154,155].

Uterus hiicreleri, blastosistin implantasyonuna izin vermek i¢in apoptoza ugrayabilmektedir.
Reseptif faz sirasinda fokal adezyonun molekiiler siireglerinin, uterus hiicrelerinin bu 6zelligi
ile yakindan iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir [156]. Literatiirde basarili bir embriyonik
implantasyon i¢in fokal adezyon yolaginin énemli oldugunu kanitlayan ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir [156-158]. Fokal adezyon yolaginda yer alan Integrin B’nin embriyo
implantasyonu sirasinda 6nemli rol oynadigi gosterilmistir [159,160]. TNC geni proteini,
Integrin B reseptorii ile dogrudan etkilesime girerek fokal adezyon yolagmin anlatimini
diizenlemektedir (Sekil 5.3). Bu sebeple TNC geninin anlatimindaki azalmanin, fokal adezyon
yolagindaki genlerin anlatiminda diizensizlige sebep olarak embriyo implantasyonunun
basarisizligina neden olabilecegi diigiiniilebilir. TNC gen anlatimmin implantasyon oncesi
donemde degistigini gosteren galismalar bulunmaktadir [120,121]. Bu degisimin sebebinin
embriyonun endometriyuma yapismasint kolaylastirmak icin endometriyal yiizeydeki hiicre

adezyonunu azaltmak oldugu diistiniilmektedir [122,123].
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Sekil 5. 3: TNC geninin Integrin B (ITGB) anlatimini etkileyerek Fokal Adezyon Yolagin
diizenlemesi.

Noda ve dig. fareler lizerinde yaptiklart endometriyal gen anlatim analizinde, TNC gen
anlatimmin endometriyumda gebelik oncesinde arttigini gostermislerdir [123]. Calismamiz
sonucu tespit edilen TIB hastalarinda TNC gen anlatimindaki azalma, endometriyumun
implantasyon siirecine hazirlanamamasina ve bu sebeple implantasyonun basarisiz olmasina
neden olmus olabilir. Embriyo implantasyonu i¢in fokal adezyon yolaginin Onemi
diistiniildiigiinde, bu yolagin bir iiyesi olan TNC geninin implantasyon siireci igin 6nemli
oldugu tahmin edilebilir. Bu tez calismasinda elde edilen sonuglara goére, TNC geninin
bulundugu yolagin kritik rolii g6z oniine alindiginda, TNC'nin anlatim seviyesindeki azalmanin
TIB’in nedenlerinden biri olabilecegi diisiiniilmektedir. Calismamiza benzer olarak, Koler ve

dig. TIB hastalarinda fokal adezyon yolaginmn anlatimimin azaldigini tespit etmislerdir [111].

Bu bulgular1 bir adim daha ileri gétiirmek i¢in gelecekteki ¢alismalar MME, WWCI1 ve TNC
genlerinin anlatim seviyelerindeki degisimi daha fazla hasta 6rnegi kullanarak dogrulayabilir.
Ayrica bu genlere ait mRNA'larin anlatim seviyelerindeki degisim western blot analizleri, gen

ve protein dizileme deneylerini i¢ceren molekiiler yontemlerle de analiz edilebilir.

Endometriyal gen anlatim analizi ¢calismalari, endometriyal reseptiviteye 6zgii biyobelirteclerin
tanimlanmasinin gerekliliginden dolay1 6nemlidir. Anlatim seviyeleri degismis genlerin tespit
edilmesine ek olarak, bu genlerin iginde bulunduklari yolaklarin belirlenmesi, TIB’deki
molekiiler siireglerin ortaya ¢ikarilmasi ve hastaligin altinda yatan mekanizmalarin anlagilmasi
i¢cin 6nemlidir. Sonuglarimiz TIB hastalarinda MME, WWC1 ve TNC genlerinin anlatim

seviyelerinde goriilen anlamli farkliligi TIB'in bir nedeni olabilecegini diisiindiirmektedir.
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