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1. GIRIS VE AMAC

Yardime1r Ureme Teknikleri (YUT) insan infertilitesinde rutin bir tedavi
haline gelmis olmasia ragmen YUT ile dogan yenidoganlardaki perinatal, natal
ve postnatal sorunlarin nedeni tam olarak agiga ¢ikarilamamustir. YUT ile dogan
bebeklerde kardiyak, norolojik, kas iskelet sistemi drogenital sistem ile ilgili
anomaliler, YUT kullanilmadan dogan bebeklere gore daha yiiksektir. infertilitede
sikca kullanilan ydntemler: In vitro fertilizasyon (IVF), intrastoplazmik sperm
enjeksiyonudur (ICSI). Yardimci iireme tekniginde, dogal gebelige gore oosit ve
embriyo gelisimi dramatik olarak degismektedir. Epigenetik bazi1 faktorler, olusan
germ hiicreleri ve embriyonun gen ekspresyon diizenini kalici olarak
degistirmektedir. Epigenetik faktérler DNA dizisinde degisiklik olmaksizin,
mayoz ve mitozla kalitilan, gen ekspresyonundaki degisiklikleri ifade etmektedir.
Ornegin epigenetik degisiklikler genin sessizlesmesine neden olabilir ki bu durum
mutasyon esdegeri bir sonuca neden olabilir. Epigenetik faktorler genlerin
fonksiyonel calismasini asetilasyon, metilasyonla ya da histon modifikasyonu ile
dizenler. Epigenetik énemli bir faktér de MikroRNA (miRNA)’dir. MiRNA’lar
kiiciik kodlanmayan ve gen ekpresyonunu diizenleyen RNA’lardir. Literatiirde
cok sayida hastalikla iligkili miRNA degisiklikleri bildirilmistir. Infertilite ile
iligkili miRNA’lar da mevcuttur ve infertil ¢iftlerde, 6zellikle infertiliteyle iliskili
oldugu bildirilen farklt miRNA degerlerindeki degisiklik dikkati cekmistir.

Calismamizin amaci:

1) YUT kullanilan ¢iftlerde miRNA degerlerinin YUT kullanilmayan
ciftlerden farkli oldugunu gosteren calismalar olmamasi nedeniyle,
konjenital anomaliler ile YUT iliskisinde miRNA’nmin &nemli bir
degisken olabilecegi diigiiniilmiistiir. Literatiirde epigenetik bir faktor
olan miRNA’larin spontan gebelikle dogan yenidoganlar ve YUT ile
dogan yenidoganlarda farkli olup olmadigimi gdsteren bir ¢alisma
yapilmamigtir. Caligma ile bu farkliligin olup olmadig gosterilecektir.

2) Bu calismada karsilastirma yapilan bebeklerde miRNA profillerinde

farklilik belirlenmesi halinde bunun prospektif ¢alismalarda



miRNA’larin konjenital anomali gelisimindeki roliin arastirilmasi
acisindan katki saglayacaktir.

3) Hastalarda bakilacak olan infertilite ile ilgili miRNA’larm YUT ile
doganlarda farklt ve anomali ile iliskili bulunmasi halinde infertil
ciftlerin YUT ile gebe kalmadan 6nce miRNA profilleri bakilarak
gebeligin gerceklesmesi halinde anomali riski konusunda tanimlanan

miRNA’larin biyobelirteg olarak kullanilabilmesi saglanabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. MikroRNA’nin Genomik Organizasyonu

Kiiciik kodlamayan RNA’larin bir smifi olan miRNA’lar gelisim,
homeostaz ve bagisiklik fonksiyonlarinda onemli rol oynar (1). MiRNA’larin
kanserden inflamasyona kadar c¢ogu hastalikla iliskili oldugu gosterilmistir.
mRNA yikilmast veya translasyon baskilanmasi ile gen ekspresyonunu
diizenleyen miRNA’larin ¢esitli hastaliklardaki rollerinin 6grenilmesi onlarin yeni
bir biyobelirte¢ olarak degerlendirilmesine yol a¢maktadir. MiRNA’larin
ekspresyonlarinin hiicre kaderinin belirlenmesindeki onemli rolii disinda, 6zel
immiin cevabr ve inflamatuar uyariyr da diizenledikleri belirlenmistir. Eklem
kikirdaginda miRNA ekspresyonlarinin arastirilmasi osteoartrit gibi hastaliklarda
hedeflerin tanimlanmasina imkan saglayabilir (2).

1990'larin basinda, mikroRNA’lar (miRNA'lar) ilk olarak Caenorhabditis
elegans’ta (C.elegans) bu organizmalarin gelisimini diizenleyen kiiciik RNA
molekiilleri olarak kesfedildi (3). Lin-4 denilen genin nematodlarin gelisimsel
yapisindan sorumlu oldugu goriildii. Ilging olarak bu genin protein kodlamada rol
oynamadig1 ancak 22 niikleotid uzunlugunda RNA sentezledigi goriildi. Kiiciik
RNA'nin, lin-14 mRNA'nin 3p-translate edilmemis bolgesi (3'-UTR) ile etkilestigi
gosterilmistir ki bunun sonucunda lin14’iin sentezinin 6nlendigi goriildii (4). Bir
stire sonra let-7 ad1 verilen miRNA’nin da nematodlarin gelismesini kontrol ettigi
kesfedildi (5). Takip eden yillarda, bircok miRNA kesfedildi. Sadece gelisim
asamalarinda degil apoptoz, proliferasyon ve diger hiicre fonksiyonlarinda da
rolleri oldugu anlasildi (1). Bugiine kadar insanlarda 700°den fazla miRNA
kesfedildi. MiRNA'lar insan genomunun sadece %1-3’iinii olusturmasina ragmen
bunlarim tiim insan genlerinin %30’undan fazlasin1 diizenledigi tahmin
edilmektedir (6, 7). Fonksiyonel olarak aktif miRNA’lar, miRNA-indikleyen
susturucu kompleks olarak adlandirilan bir riboniikleotid-protein kompleksi olarak
islev goriir (8). MiRNA biyogenezinde yer alan proteinlerdeki herhangi bir
diizensizlik, bunlarin ekspresyonu ve hedef mRNA’ya baglanmalarimi etkileyerek

hiicre fizyolojisi Uzerinde zararl etkilere neden olmaktadir (1).



Insan genomunda 30.073 gen oldugu bilinmektedir. Bu genlerden 21.598
tanesi protein kodlamada gorev alirken, 8.475 tanesi RNA genleri olarak gorev
yapar. Hucrede proteine cevrilmeyen RNA molekulleri, kodlamayan RNA'lar
(non-coding RNAs, ncRNA’lar) olarak adlandirilir. ncRNA’lar, uzun kodlamayan
RNA’lar (long non-coding RNA, IncRNA), kiiclik kodlamayan RNA’lar
(snoRNA’lar, piRNA’lar, siRNA’lar ve miRNA’lar) olarak ikiye ayrilir.
Kodlamayan RNA’lar biyolojik strecin diizenlemesinde énemli bir role sahiptir.
MiRNA yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda tek iplik¢ikli RNA molekiilii tirtidiir
ve gen ekspresyonun diizenlenmesinde rol oynar (9). miRNA'nin etkileri ilk
1993°te Lee ve ¢alisma arkadaslar tarafindan Victor Ambros laboratuvarinda C.
elegans solucaninda kesfedilmis ve varliklart ¢esitli bitki ve hayvanlarda
gosterilmistir (1, 9). Her gecen giin sayis1 artan miRNA’lara ait bilgiler miRBase
isimli merkezi bir veri tabaninda toplanmaktadir. Haziran 2014 tarihi itibariyle bu
veri tabanina girig yapilan miRNA sayis1 28.645°e ulasmistir (10).

mRNA parcalanmasi veya translasyon inhibisyonu ile gen ekspresyonunu
diizenleyen, kiiciik kodlamayan RNA’larin bir sinifi olan miRNA’larin kesfiyle
normal gelisim siireci ve hastaliklardaki rollerinin arastirilmasi onlar1 yeni bir
biyobelirte¢ sinifi yapmaktadir (11, 12). MiRNA’larin gelisim, homeostaz ve
bagisiklik fonksiyonlarinda oOnemli bir rol oynadigi, hiicre cogalmasin ve
apoptozu diizenledigi gosterilmistir (1, 9, 11-13). MiRNA’larin kanserden
inflamasyona kadar ¢ogu hastalikla iligkili oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte
birgok miRNA’nin dizileri, temel ekspresyon bilgileri ve fonksiyonlar1 hakkinda
yapilan aragtirmalar giin gegtik¢e artmaktadir (12, 14).

MiRNA’lar diger genler gibi DNA Uzerinden transkribe edilir ve proteine
donitistiiriilmeden kiiciik RNA molekiilleri halinde gen regiilasyonunda gorev alir.
MiRNA’lar post-transkripsiyonel olarak gen ekspresyonunu kontrol eden
molekiillerdir. mRNA’larin ¢evirime ugramayan bolgeleriyle (UTR- untranslated
region) baz eslesmesi yaparak onlarin yikimimi saglar veya translasyona
ugramalarini engellerler (1, 11, 13).

MiRNA’lar miRNA genlerinden RNA Polimeraz II tarafindan transkribe
edilir. Olusturulan transkript ‘cap’ ve ‘poli (A)’ kuyruguna sahiptir. Bu olusan ilk
transkript primer-miRNA (pri-miRNA) olarak isimlendirilir. pri-miRNA’lar sag



tokasi seklindedir. Bu yapida olgun miRNA dizisi loop yakinindaki sap kisminda
bulunur. Pri-miRNA iki adimli bir siirecten gegerek olgun ve islevsel mMiIRNA
haline gelir. Ilk adim ¢ekirdekte gerceklesir ve pri-miRNA ‘mikroislemci
kompleks’ adl1 bir protein kompleksi tarafindan kesilir. Mikroislemci komplekste
Drosha adl1 bir niikleaz ve DGCRS (DiGeorge critical region 8) adli ¢ift iplik¢ikli
RNA baglayici protein bulunur. Drosha enzimi pri-miRNA’nin sap-ilmek yapisini
tantyarak sap kisminda belli bir noktadan kesim yapar. 160 kD’luk bir niiklear
riboniikleaz III endoniikleaz olan Drosha, yaklagik 200 niikleotit biiyiikliigiindeki
pri-miRNA’y1 keserek 70-80 nukleotitlik sap-ilmek sekilli, prekiirsor-miRNA’y1
(pre-miRNA) ortaya ¢ikarir. Drosha’nin tanimadaki bu ozgilliigli, yardimci
proteinlerle sagladig diisiiniilmektedir (1, 9, 11, 13). Pre-miRNA’lar niikleustan
sitoplazmaya Exportin-5 (XPOS5) isimli tasiyici protein ile taginir. XPOS5, Ran-
GTP ve pre-miRNA ile heterotrimerik yap1 olusturur. Bu yap1 pre-miRNA’nin
yapisini stabillestirerek hiicre zarinda bulunan porlardan sitoplazmaya taginmasini
saglar. Sitoplazmada Ran-GTP’nin Ran-GDP’ye hidrolize olmasiyla pre-miRNA
serbest kalir (13). Tkinci adim sitoplazmada gergeklesir ve pre-miRNA 200 kD’luk
sitoplazmik riboniikleaz III enzimi Dicer ve ¢ift zincirli RNA baglanma proteini
olan TRBP (Transactivation-responsive RNA-binding protein) tarafindan ilmek
kismindan kesilerek ¢ift dal RNA dubleksi olusturulur. Bu dubleks yapida hem
olgun miRNA dali hem de onun tamamlayici dali birlikte bulunur. Tamamlayict
dal uzaklastirilarak yaklasik 22 niikleotitlik uzunlugunda tek zincirli olgun
miRNA olusur (1, 9, 11, 13). Olgun miRNA’lar islevlerini ger¢eklestirmek icin
baska proteinlere de ihtiyag duyar. Bu proteinlerle birlikte RNA ile tetiklenen
sessizlestirici kompleks (RNA-induced silencing complex; RISC)’1 olustururlar.
Bu yapida en iyi tamimlanmig proteinler Argonat ailesi proteinleridir (12, 13).
Olgun miRNA bu yapiya katilirken tek zincir hale geger. Argonat protein ailesinin
iiyeleri Dicer’a benzeyen PAZ boélgesiyle tek zincir RNA’nin 3’ ucuna baglanir.
Yapilan galigmalar Argonat proteinlerinin hedef mRNA’y1 kesen endoniikleazlar
oldugunu gostermektedir (1, 9, 12, 13).

RISC kompleksi miRNA’larin sahip olduklar1 6-8 nikleotitlik tohum
dizisiyle hedef mRNA’nin 3> UTR bolgesine yonelir ve etkilerini hedefledikleri
mRNA’nin 3’ UTR bdélgesindeki baz eslesmesine gore gosterir. 3> UTR



bolgesinde yiiksek oranda baz eslesmesi varsa mRNA yikilir. Memelilerde oldugu
gibi baz eslesmesi azsa mRNA’nin translasyonu baskilanir. MiRNA’lar hedef
mRNA {izerinde genellikle 3° UTR bdlgesine baglanarak gen ifadesini baskilar.
Bununla birlikte 5° UTR bolgesini veya agik okuma cercevesini (ORF-open
reading frame) hedef aldiklar1 durumlarda da gen ifadesi baskilanir (1, 9, 11-13).

2.2. MikroRNA Klinik Onemi ve Kullanim Alanlari

MiRNA'lar, transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi seviyelerde gen
ekspresyonu diizenleyicileri olarak islev goren yaklagik 22 niikleotit uzunlugunda
kiiciik kodlayic1 olmayan RNA'lardir. MiRNA'larin ilk doksanli yillarda ilk
kesfedildigi gerceginin altin1 ¢izmekle birlikte, sinir sistemindeki rolleri yakin
zamanda anlasilmaya baslanmistir. Gegtigimiz on yil boyunca, artan kanitlar,
noronal gelisim ve ndronal fonksiyonda miRNA'larin temel roliinii gosterdiler (15-
18). Ornegin, mikroRNA ekspresyon modelleri néronlar, oligodentositler,
astrositler dahil olmak Uzere spesifik hiicre populasyonlarinda beyin gelisimi
sirasinda incelendi. Kemirgenlerde ve hiicre kiiltiirlerinde yapilan bu ¢alismalara
ilaveten, gelismekte olan insan beynindeki miRNA ekspresyonunu olcen
caligmalar da yapildi. Ekspresyon profillerinde, dogum sonrasi ve yetiskin zaman
noktalarin yani sira, 12-24 hafta gestasyonel yaslari temsil eden post-mortem
beyin dokularinda miRNA’larin farkli zamansal ekspresyon modellerini ortaya
koyuldu (15, 19). Noronal miRNA ekspresyonuna son zamanlardaki ilgiye
ragmen, saglikli ve yarali sinir sisteminde tam olarak miRNA fonksiyonlarinin
anlagilmas1 tam olmaktan uzaktir. Tek bir mikroRNA'nin ¢oklu genlerin
ekspresyonunu modiile edebilmesi gergegi, beyindeki spesifik bir miRNA’nin
roliiniin kesin tanimlanmasina ek bir karmasa getirir. Literatlirdeki mevcut goriis
miRNA’nin gen ifadesinin islevini dinamik sekilde etkiledigi yoniindedir.
Transkripsiyonel baskilayicilara kiyasla, miRNA’lar transkripsiyon sonrasinda
hedef protein seviyelerini daha hizli etkileyebilir (15, 20). Ilging bir sekilde,
miRNA’larin, transkripsiyon baskilayicilarinin  regiilasyonu yoluyla fare
embriyonik kok hiicrelerinde de novo DNA metilasyonunu kontrol ettigi
gosterilmistir (15, 21). Ote yandan, post-mitotik noral gelisim ve dendritik

morfojenezin, kromatin-remodeling komplekslerinin degistirilmesi yoluyla



miRNA’lar tarafindan diizenlendigi de gosterilmistir (15, 22, 23). Dolayisiyla,
miRNA’lar farkli seviyelerde epigenetik regiilasyona dahil olabilirler.

Plasenta, gelismekte olan fetiisii maternal rahim duvarina baglayan énemli
bir gecici organdir. Embriyonik ve maternal ortamlar arasinda gazlar, besinler,
hormonlar ve atiklarin degis tokusuna katilir ve 6nemli endokrin ve koruyucu
fonksiyonlara hizmet eder. Plasentadaki patolojik siiregler siklikla hamilelik
sirasinda preterm dogum, preeklampsi ve fetal biiylime kisitlamasi gibi
komplikasyonlarla iligkilidir (15, 24, 25). Normal ve patolojik kosullarda plasenta
spesifik gen ekspresyonunu diizenlemede miRNA’larin rolii agik degildir. Artan
kanitlar miRNA’larin plasental gelisim icin 6nemli diizenleyiciler oldugunu
gostermektedir, ancak plasental stres cevabindaki rolleri  yeterince
aragtirllmamistir. Riskli gebeliklerde plasentada anormal miRNA ekspresyonu
bildirilmistir (15, 26, 27). Onceki ¢alismalar 6zellikle preeklamptik plasentalarda
miR-34a'nin asir1 ekspresyonu gibi spesifik miRNA’lara odaklanmistir (28).
Bunlar gibi ¢alismalar, plasental miRNA’larin gebelik sonuglar1 ve dol gelisimin
biyobelirtegleri olarak potansiyelini vurgulamaktadir.

Genel olarak stres tepkilerinde miRNA’larin rolii, 6zellikle stresli kosullar
altinda beyindeki rolleri de dahil olmak {izere, kapsamli bir sekilde calisilmigtir
(15, 29, 30). Yapilan aragtirmalar, ¢ok hafif psikolojik stresin bile sigan
beynindeki miRNA ekspresyonunda uzun siireli degisikliklere neden olabilecegini
gostermistir (15, 31). Dogum Oncesi stresin insanlarda ndrolojik ve psikiyatrik
bozukluklarla iligkili miRNA imzalar1 olusturdugunu ortaya koymustur. Bu
durum, erken olumsuz deneyimlerin beyinde potansiyel olarak uzun vadeli
epigenetik biyobelirteglerle iliskili oldugunu gostermektedir (15, 32, 33). Bu
miRNA stres imzalarinin bazilarinin, sonraki nesillere davranigsal ve uyumsal
olarak davranigsal ve uyumsuz sonuglara yol agabilecegini beklemek mantikli
gorinmektedir. Olumsuz bir prenatal gevreye ve nesiller boyunca sahip olduklar
etkilere cevaben yasam boyu saglik programlamasinda miRNA’larin kritik rolii
heniiz sistematik bir sekilde arastirilmamustir (15). MiRNA’lar inme, alzheimer
hastaligi, parkinson hastaliklari, huntington hastaligi, multipl skleroz, sizoftreni,
otizm, anksiyete, depresyon ve bipolar bozukluk gibi sinir sistemi hastaliklarinin

cogunda yer almustir (15, 34). Onceki ¢alismalarm en ilgi ¢ekici sonucu,



dolasimdaki miRNA’larin SSS hastaliklarinin teshis ve prognozu igin potansiyel
biyobelirtegler olarak ortaya ¢ikmasidir (15, 35). Epigenetik kalittm son yillarda
giderek artan oranda dikkat cekmesine ragmen, memelilerde miRNA’larin
jenerasyonlar arasinda kalitimi hentiz gosterilmemistir (15).

MiRNA’lar metilasyon mekanizmasini ve histon modifikasyonlarinda yer
alan proteinlerin ekspresyonunu etkileyebilir. Bu mekanizmalar daha sonra gen
ekspresyonunu ve sonugta ortaya c¢ikan fenotipi belirleyebilir. Ornek olarak
miRNA’larin ve miRNA’larin hedeflemesinin epigenetik susturulmasi histon
deasetilazlarin kanserde rol oynadigi agiklanmistir. Diyetle indiiklenen paternal
obezite sperm miRNA igerigini module eder, soyun sagligin1 programlar ve
obezitenin gelecek nesillere gecisini baglatan potansiyelize eder (14). Son
tanimlamalar, miRNA molekiillerinin serumda var olduklarni ve klinik tanida
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi gdstermistir. Dolasimdaki miRNA molekiiller
serumda proteinlere bagli olarak veya vezikiiller icinde buluna bilmektedir.
MiRNA’larin  serumda sinyal molekiilleri ve hormonlar gibi biyolojik
fonksiyonlara sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Over spesifik miRNA’larin
belirlenmesi ovaryan rezerv, ovaryan endokrin fonksiyon, ovulasyonu indikleyici
ilaglarin etkisi, embriyo implantasyonu siireci agisindan biiyiik bir bilgi potansiyeli
tagimaktadir (36).

MiRNA’larin 6neminin yakin zamanda anlasilmasi biyomedikal arastirma
toplulugunun ilgisini ¢ekmistir. Arastirmacilar miRNA’larin siRNA’dan sonra,
onemli terapotik molekiiler sinifinda olduguna inanmaktadir. Bunlar, bir¢cok
terapotik uygulamaya bagli olarak siRNA’lara gore Onemli avantajlara sahip
olacaktir. Birkag miRNA’nin yanlis diizenlenmesi, insanlarda ve diger
organizmalarda bazi hastaliklarin gelisimiyle baglantilidir (12, 37). Hayvan
modellerinde diizensiz miRNA’larin normal seviyelerine restorasyonu timaorler
dahil olmak iizere hastaliklar1 azalttigi hatta ortadan kaldirdigi gosterildi (37).
MiRNA’lar dogal olarak meydana gelen molekiiller oldugundan, terapdtik madde
olarak uygulamalarinda belli avantajlar1 vardir. Diinya ¢apinda arastirmacilar bu
teoriyi dogrulamistir. Soyle ki; sentetik olarak sunulan “miRNA yerine koyma
tedavisi” ile bir veya daha fazla miRNA’nin yanlis diizenlemesinden etkilenen

islevler geri kazanilabilmektedir. MiRNA’lar veya miRNA-mimetikleri hastalikli



dokulara yerlestirerek normal proliferasyon, apoptoz, hiicre donglisii ve diger
hiicresel geri ylikleme saglanabilmektedir (12, 38). Belirli bir hastaliga bagh
belirli bir miRNA’nin inhibisyonu, bir terapétik proteinin ekspresyon blogunu
kaldirabilir. Ote yandan, bir miRNA mimetigin uygulanmas: endojen miRNA
popiilasyonunu artirarak zararli bir geni bastirabilir. Bu durumda, miRNA’nin
aktivasyon veya inhibisyonu 6nemli bir terapotik etki demektir (39). Oncii ilag
firmalart  ¢esitli miRNA inhibitorleri ve miRNA mimetikleri kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, ndrolojik bozukluklar ve viral enfeksiyonlarda tedavi

edici kullanmak {izere ¢alismalar1 baglatmistir.

2.3. infertilite ve Yardimci1 Ureme Teknikleri

Infertilite, ¢iftlerin bir yil siire ile korunmaksizin diizenli cinsel iliskide
bulunmalarma kadinin ragmen gebe kalamamasidir. Ureme cagidaki ¢iftlerin
%10-15"inde infertiliteye rastlanir. Infertilitenin siklig1 ve nedenleri bir toplumdan
digerine farklilik gosterir. Ciftlerin %30-40’1inda erkek, %40-50’sinde ise kadin
infertilitesi mevcuttur. %10-15 ¢ift ise giiniimiizdeki mevcut standart tanisal
testler ile agiklanamayan infertiliteye sahiptir. Infertilitenin en sik sebepleri:
Ovulatuar bozukluklar, tubal&peritoneal patolojiler ve erkek faktorleridir.
Gunimuzde infertil ¢iftlerde ¢ok ¢esitli tedavi segenekleri mevcuttur.

Yardimci iireme teknikleri, yumurtaliktan oositlerin dogrudan alinmasini
igeren tiim tekniklere karsilik gelir. IVF islemi disardan gonadotropin verilmesi ile
yapilan kontrollii over uyarilmasini, transvajinal ultrasonografi altinda oosit
toplama islemini, laboratuvarda fertilizasyonu ve embriyolarin uterusa
transservikal olarak transferini igeren YUT’lerden birisidir. Ik ve hala en yaygin
prosediir “in vitro fertilizasyon (IVF)” olmakla beraber artan bir YUT listesi
mevcuttur:

IVF-in vitro fertilizasyon: oosit ekstraksiyonu, laboratuvarda

fertilizasyon, embriyolarin rahim icine transservikal transferi

GIFT-gametin fallopian tipe transferi: oosit ve spermin fallop tlpune

yerlestirilmesi



ZIFT-zigotun fallopian tiipe transferi: déllenmis oositlerin fallop tlipiine
yerlestirilmesi

TET-tubal embriyo transferi: fallop tiipline boliinmiis embriyolarin
yerlestirilmesi

POST-peritoneal oosit ve sperm transferi: oosit ve spermin pelvik

bosluga yerlestirilmesi

ICSI-intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu

IVF ile dogan ilk ¢ocugun dogumundan bu yana yirmi yildan fazla

olmustur. Aradan gecen yillarda IVF programlarinin sayist sadece Amerika
Birlesik Devletleri'nde 250’nin iizerine ¢ikmis, teknoloji gelismistir, basar1 orani
onemli olgiide artmistir ve IVF icin endikasyonlar genislemistir. YUT klinik
pratigin bir parcasi haline gelmistir (40).

2.4. YUT lle Dogan Bebeklerde Goriilen Konjenital Anomaliler ve
Meydana Gelis Mekanizmalar:

YUT, insan infertilitesinde rutin bir tedavi haline gelmis olmasina ragmen
YUT ile dogan yenidoganlardaki perinatal, natal ve postnatal sorunlarin nedeni
tam olarak ac¢ia cikarilamamistir. Yardimei lireme tekniginde, dogal gebelige
gore oosit ve embriyo gelisimi dramatik olarak degismektedir (41). IVF ve
ICSI’da oositlerin in vivo olarak gonadotropinlerle ovaryan stimiilasyondan sonra
olgunlagir. Cok sayida fare galismasinda siiperovulasyonun: Indiiklenmis oosit
kalitesiyle, gecikmis embriyonal ve fetal gelisim ile, post zigotik genomun
bozukluguyla, oositte, embriyoda, fetusta, plasentada olusan farkli DNA
metilasyon ve ekspresyonu ile ilgili oldugu bulunmustur. Aym etki insan
embriyolarinda da olugmaktadir. YUT ile doganlardaki genetik ve epigenetik
sonuglarint belirlemek adma yapilan ¢aligma olduk¢a azdir (42). Epigenetik
etkilenmenin YUT’iin hangi asamasinda meydana geldigi net degildir ancak
indiiklenme ve ekzojen gonadotropin kullaniminin epimutasyon insidansini
artirdi1  bildirilmistir (43). YUT uygulamalarinin neden oldugu hormonal
dengesizlikler, fetal gelisme geriligi veya erken dogum gibi problemlerin de
erigskinlikteki reprodiiktif patolojilerle baglantili olabilecekleri one stiriilmektedir

(42). Dolayisiyla infertilite iliskili genetik degisiklikler, hastalarin YUT
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uygulamalari ile dogan ¢ocuklarinda da ¢esitli patolojik degisikliklerin temelinde
rol oynuyor olabilir. Buna bagl olarak calismamizda hedef olarak belirlenen
miRNA genlerinin se¢iminde blastosist gelisiminde rol almak yaninda infertilite
etiyolojisi ile de iliskisi bildirilen miRNA molekilleri g6z 6ninde
bulundurulmustur.

YUT kullanilarak dogan cocuklarda konjenital malformasyon oraninin
artmast olasilig1 konusunda her zaman endise vardi. IVF’te sperm ve yumurtalar
normal ortamlarindan uzaklastirilir ve degisen hormonlara, isleme ve Kkiiltiir
ortamlarina maruz kalir. Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) gibi yeni
teknikler ve preimplantasyon genetik tanisi (PGD) daha da invaziv olup,
potansiyel olarak gelismekte olan embriyoyu daha biiyiik bir malformasyon riski
altinda birakmaktadir (44). Major anomaliler fonksiyonel bozukluga, minér
anomaliler de kozmetik sorunlara neden olan anomaliler seklinde tanimlanir.

YUT sonuglarinin incelenmesi zorluklar tagimaktadir. Ilk calismalarda say1
azdi ve ¢oklu dogumlar fazlaydi. Metodolojik olarak bu gruplar1 caligmak
zorluklar igeriyordu. Infertilitenin altta yatan nedeni de gebelik kaybina ve
konjenital anomalilere yol acabilmektedir. Bu tekniklerin sonucunda daha fazla
bebek dogdugu i¢in, sonuglar her gecen giin artmaktadir. Spontan gebe kalanlara
gore YUT le gebe kalanlarm daha yiiksek dogumsal malformasyon riski oldugunu
gosteren kanitlar artmaktadir. Ingiltere ve Avusturalya’da yapilan genis caplh
calismalarda YUT ile dogan bebeklerde diisiik dogum agirlikli dogum ve
prematiirite riskinin artmis oldugu gésterilmistir (45-48). En iyi kanitlanmis YUT
riski ¢oklu dogumdur. Coklu dogumlarda daha erken dogum, daha diisiik dogum
agirhigt ve dogustan malformasyona sahip olma ihtimali daha fazladir.
Gunlmuizde tek embriyo transferi ile bu risk diismiis olsa da spontan gebelikle
dogan bebeklere gore YUT ile dogan bebekler daha fazla mortalite ve morbiditeye
sahiptir (46, 49). Sistematik bir derlemede YUT ile olan tekiz dogumlarda preterm
dogum (<32 hafta) agisindan relatif risk 3.27 bulunmustur (46).
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YUT ile olan gebeliklerde konjenital anomaliye neden olan mekanizmalar

ii¢ baslik altinda incelenebilir.

1) Nokta Mutasyon

Cok nadir vakalarda ebeveynlerde infertiliteye neden olan mutasyon,
bebeklerde konjenital anomali sebebi olarak bulunmustur. idiopatik
hipogonadotropik hipogonadizmli bir anneden ovulasyon indiiksiyonu ile dogan
bir bebekte anoftalmi, bir bebekte de unilateral mikroftalmi saptanmis. Anne ve
iki bebekte SOX2 mutasyonu saptanmis (50). Calismalarda oligospermik ve
azospermik hastalarda kistik fibrozis transmembran regilatér (CFTR) mutasyonu
saptanmis (51). Eger annede de CFTR heterozigot mutasyonu mevcutsa bebekte

KF olma ihtimali yiksektir (44).

2) Kromozomal Bozukluklar

Kromozomal bozukluklar YUT sonucunda malformasyonu olan hastalarda
nadir nedenler arasindadir. %4.6 infertil oligospermik ve %13.7 aspermik erkekte
es zamanlt Y kromozomunun uzun kolunda delesyon seklinde kromozomal
bozukluk bulunmustur (52, 53). Baska bir calismada azospermik hastalarda
karyotip anormalligi saptanmis, bunlarin da %80’inde kleiniferter sendromu
bulunmustur (54). ICSI ile dogan iki vakada ambigus genitale bildirilmis olup
karyotiplerinin ring Y ile uyumlu oldugu bunun da oligospermi nedeniyle infertil
olan babalarindan  kalitildigt  goriilmistir  (55). IVF ile embriyo
kriyoprezervasyonu yapilan kisilerde trizomi 21 ile birlikte olagan dis1 bir
karyotip bildirilmistir. Ayn1 calismada, bir hiicre hattinin bir Robertsonian
translokasyonunun bir pargasi olarak bir kromozom 21 kopyasi igerdigi ve diger
hiicre soyunun bir halka kromozomu igerdigi bir mozaik tarif edilmistir (56).
Bettio ve arkadaglarinin yaptifi bir calismada ise YUT ile olusan gebelikler
sonucu ve subfertil ciftlerde olusan spontan gebelikler sonucunda olusan diisiik
materyallerinde anormal karyotip orami sirastyla: %63.2 ve %71 olarak

bulunmustur (57).

3) Epigenetik Anormallikler
DNA dizisinde degisiklik olmaksizin, ¢evresel veya farmakolojik etki ile

genetik ekspresyonun etkilenmesi halidir. Diger bir deyisle, genomik
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mekanizmalar disinda gen ekspresyonunda sabit degisiklikler olmasi ve bunlarin
kalict fenotipik etki olusturmasidir (58). Epigenetik DNA sekanslarmin
etkilenmedigi, DNA’nin fonksiyonel modifikasyonudur. Epigenetik faktorler, bu
modifikasyon etkisini, gen ekspresyonunu dogrudan etkileyip hiicre fonksiyonunu
degistirerek yapar (59). Onemli bir epigenetik faktor de miRNA’dur.

Insan genlerinin yaklasik %1 inin imprinted oldugu diisiiniilmektedir, tipik
olarak paternal olarak eksprese edilen genler biuyumeyi desteklerken maternal
olarak ifade edilen genler biliyiimeyi baskilamaktadir. Bu kdkene 6zgii ifadenin
sinyali, diziden ziyade DNA’nin yapisin1 degistirerek metilasyon ve histon
modifikasyonu bi¢imindeki bir epigenetik degisimdir. Her jenerasyonda,
imprinted sinyal silinir ve gametogenez sirasinda yeniden kurulur. Bazi
mekanizmalar imprinting hatalarina yol acabilir, bunlardan bazilar1 taninmis
sendromlara neden olur. imprinted bir genin bir allelinde, bir genin veya onun
imprinting kontrol merkezini kapsayan ekspresyonunu veya daha biyuk bir
silmeyi o6nleyen bir mutasyon olabilir. Bir c¢ocuk, tek ebeveynden bir
kromozomun iki kopyasmni alabilir. Alternatif bir mekanizma metilasyonu
etkileyen bir epigenetik anormalliktir (44). YUT sonrasi dogan cocuklarda
beklenmedik sekilde artmis imprinting bozukluk oranlar1 bildirilmistir. Analiz, bu
bireylerde imprinting defektlerinin blyik 06l¢ide epigenetik defektlerden,
ozellikle anormal DNA metilasyonundan kaynaklandigin1 géstermektedir (60, 61).
Imprinting sinyalinin silinmesinin ve yeniden kurulmasmin bazi YUT formlari
tarafindan bozulabilecegi varsayilmaktadir. Embriyoya YUT tarafindan getirilen
talepler, sonucta bu gibi imprinting bozukluklara yol acan fetal epigenetik
uyarilart indiikleyebilir. Degistirilmis epigenetik paternler YUT ile olusturulan
embriyolar, kordon kani ve plasentada bulunmustur (62). Epigenetik sinyalin
kayb1 veya kazanimi maternal veya paternal allelde ortaya ¢ikabilir, ancak YUT
cocuklarini etkileyen ¢ogu vakada sorun maternal allelde hipometilasyondur (63).
YUT nedeniyle, daha yiiksek insidansta imprinted genlerin dengesizligini veren
biiyiik delesyonlar veya duplikasyonlar gibi bagska mekanizmalarin kanit1 yoktur.
YUT anneleri tipik olarak daha yashdir, dolayisiyla uniparenteral dizomi
insidansinin artmasi beklenebilir (44). Bu imprinting defektlere neden olan

anormal metilasyonun YUT tarafindan kapsanan veya
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subfertilite ile iligkili birgok islemden biri olup olmadigin1 bilmek zordur. Infertil
kadmlarin siiperoviile oositlerin c¢aligmalari degismis metilasyonu gostermistir
(64). YUT ile dogan yenidoganlarda imprinting defektleri acisindan artmis
prevalansa sahip oldugu gosterilmistir. ilk zamanlarda bu hastaliklar tekli olgu
sunumu seklinde bildirilirken Danimarka, Ingiltere, Hollanda’da yapilan genis
epidemiyolojik calismalar YUT ile dogan c¢ocuklarda goriilen imprinting
defektlerinin nadir bir durum olmadigin1 gdstermistir. YUT sonrasi daha yiiksek
oranlarda gorulen iki 6zel imprinting sendrom: Angelman sendromu (AS) ve
Beckwith Wiedemann sendromudur (BWS). BWS neonatal hipoglisemi,
makroglossi, makrozomi ve orta hat abdominal duvar defektleri (omfalosel,
umbilikal herni, diastasis recti) ile seyreden asir1 biiylime sendromudur.
Kromozom 11p15°i etkileyen uniparenteral bozukluk veya imprinting defekt
sonucunda olusur. Birgok ¢alisma YUT sonras1 dogan ¢ocuklarda BWS sikligmin
arttigint  bildirmistir (65, 66). Angelman sendromu siddetli zihinsel gerilik,
konugsma bozuklugu, mutlu bir tavir, ataksi, nobetler ve mikrosefali ile
karakterizedir.  Kromozom  15q11-13 maternal  kopyasimi  etkileyen
anormalliklerden kaynaklanir. Olgularin %5°1 bir imprinting defekti ile iliskilidir.
Erken vaka raporlari, ICSI kullanarak metilasyon kaybina sekonder gelisen AS
olgularmi agikladi. YUT kullanilarak dogan ¢ocuklarda daha yiiksek AS vakalari
metilasyon defektlerinin bir sonucu olarak goriilmektedir. Ilging bir sekilde
Alman kohort, subfertil ¢iftler tarafindan spontan gebelikle dogan olan ¢cocuklarda
metilasyon defektleri ile AS bildirmistir (67). Bazi calismalar YUT ile
gergeklesen gebeliklerden dogan yenidoganlarda ve abort materyallerinde onemli
bir epigenetik faktor olan metilasyon ve bununla iligkili oldugu bilinen LITI
(BWS ICR2), H19 (BWS ICR1) ve IGFR2 geni lokuslarinda YUT lilerde spontan
gebelikle doganlara anlamli bir farklilik gostermistir. Bu durumu destekleyecek
sekilde YUT ile olusturulan insan embriyolarinda H19 metilasyonu gosterilmistir.
Daha ileri arastirmalarda YUT ile doganlarda spontan gebelikle doganlara gore
metilasyon dizilerinde mindr fakat anlamli farklilik bulundugunu gostermistir. Bu
bulunan sonuglara ragmen anormal metilasyonun germ hiicrelerinde mi yoksa

preimplantasyon asamasinda mi1 olustugu kesin belli degildir (42).
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Iki vaka raporu, ICSI ile dogan Russell-Silver sendromlu bebeklerde
paternal olarak ortaya ¢ikmis H19 / IGF2 lokusunun hipometilasyonunu tarif
etmigtir. Klasik olarak taninan imprinting sendromlarin 6tesinde, spontan gebelik
sonrast noral tiip defektleri olusan bebeklerde hipometilasyon bulunmustur (68,
69). Tim bunlara ragmen tam tersi sonu¢ bulan calismalar da literatiirde
mevcuttur. Danimarka ulusal IVF kohort ¢alismast 1995-2001 yillarinda IVF ile
dogan 6052 bebekte imprinting bozukluk saptamamaistir (67).

IVF ve artmis konjenital anomaliler arasinda baglant1 son yillarda sikca
tartisilmaktadir. Yakin zamanda yapilan c¢ok sayida calisma IVF’li dogan
bebeklerde genel ve oOzellikle kardiyak konjenital anomali riskinin artmis
oldugunu gostermektedir. Spontan gebelikle kiyaslandiginda IVF ile dogan
yenidoganlarda %6,2’sinde, ICSI ile dogan yenidoganlarin %5’inde major
dogumsal anomali saptanmaktadir. Ayrica YUT dogan yenidoganlarda
kardiyovaskler anomaliler ek olarak kas iskelet sistemi anomalileri ve Prader
Willi sendromu, Angelman Sendromu vb bozukluklar daha sik gorildigi
bildirilmistir (41).

2012 yilinda Wen ve arkadaslarinin YUT ile dogan ¢ocuklarda konjenital
anomali sikligini inceledikleri meta analiz ¢alismasinda 56 calismanin 46’sinda
124.468 YUT ile dogan hastada konjenital anomali saptamistir (70). 2016°da
yapilan bir calismada YUT ile dogan 2414 bebek alinmis ve 90’1nda (%3.8) major
konjenital anomaliler, 11’inde ise (%0,5) minor konjenital anomaliler saptanmus.
Bunlarin arasinda en sik goriilen major konjenital anomaliler ise kardiyovaskiiler
(25, %1,1), genitodriner (21, %0.9) ve gastrointestinal (9, %0.4) sistemleri tutan
anomaliler seklinde raporlanmis (71).

YUT ile dogan cocuklarda malformasyonlara bakildiginda c¢ok sayida
calisma yapilmistir. YUT kullanan ciftler, genel popiilasyondan birkag yénden
farklidir ve sonuglar, yeterli kontrol gruplar1 bulmakta giigliikle 6zellikle karmagik
hale gelmistir. Tipik olarak daha yasli, daha yiiksek sosyoekonomik statiiye sahip
ve infertildir. Infertilitenin altta yatan nedeni, kendi basina malformasyona yol
acabilir. Ciftler, IVF tarafindan olan gebelikleri sonlandirmaya daha az egilimli

olabilir, bu da konjenital malformasyonlu dogan ¢ocuklarin oranini arttirir.
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YUT’iin sadece belirli tipte malformasyonlara egilim yaratmasi olasidir. Ik
Avustralya caligsmast kardiyak ve noral tiip defektleri ile bir baglant1 oldugunu
iddia etmistir (72). Isve¢’te IVF sonrasi yapilan erken donem calismasi noral tiip
defekti, omfalesel ve 6zefagus atrezisinin arttigini gostermistir (73). ICSI sonrast
hipospadias icin artmis risk oldugu gosterilmis. YUT'de artmis hipospadias icin
potansiyel bir aciklama, spermatogenezi olumsuz etkileyen, kalitsal diisiik
testosterondur (74). Yine bu populasyonda noéral tlp defekti, koanal atrezi ve
sindirim sistemi atrezisi riskinde artis bulunmus (44). Avustralya calismasinda
abdominal duvar defektleri, vertebral segmentasyon defektleri, trakeotzofageal
fistul, diyafragmatik defektler, noral tup defektleri, anal atrezi ve renal agenezis
gibi gebeligin ilk 4 haftasinda ortaya ¢ikan blastogenez dogum kusurlari ile YUT
arasinda spesifik bir iliski bulmustur. Bu anomaliler 1/160 YUT’lii dogan bebekte
goriiliirken spontan gebelikle doganlarda 1/400 seklinde goriilmiis (75). Genel
olarak goriis birligi, hem geleneksel IVF’in hem de ICSI'min -ICSl'de artan
cinsiyet kromozom anormallikleri ve hipospadias haricinde- ayni artmis riski
goOstermesidir.

Lacamara ve arkadaglarinin yaptigi sistematik derlemede 21 calisma ele
alinmis. Konjenital malformasyon riski, ICSI’de %7.1 ve genel popiilasyonda
%4.0 bulunmus (OR 1.99) (76).

Kardiyak anomalilerin degerlendirilmesinde zorluklar vardir. Bir patent
duktus arteriyozus dogustan normaldir, ancak kisa siire sonra term bebeklerde
kapanir; prematiire bebeklerde kalicilig1 normaldir ve cerrahi ligasyon gerekebilir.
Ventrikiiler septal defektler genellikle dogumda belirgin degildir ancak dolagim
postnatal yasam i¢in uyarlandiginda dogumdan bir hafta sonra ortaya ¢ikar. Bu
gecici degisimlerin hesaba katilmasi kolay degildir (74). Tararbit (77) YUT iin
ozellikle ventrikiiloarteriyel baglantilar, kardiyak noral krest defektleri ve cift
cikigh sag ventrikiil malformasyonlari ile baglantili oldugunu bulmustur. Yine
retrospektif bir kohort calismasi da, YUT tarafindan dogan bebeklerde kontrollere
gore daha yiiksek oranda kardiyovaskiiler malformasyon bulmustur (78). Fetal
ekokardiyografide genel popiilasyonun iizerinde konjenital kalp defektlerinde artis
saptanmazken, daha 6nce elde edilen bulgulara ek olarak tekil gebeliklere oranla

ikiz gebeliklerde daha yiiksek oranlar saptandigi sdylenebilir (60).
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Cesitli calismalar IVF sonrasi dogan c¢ocuklarda serebral palsi oraninin
arttigin1 bulmustur (67, 79, 80). Hvidtjern’a gore bu durumlar ¢oklu dogum ve
erken dogum oraninin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir (79).

80 caligmanin alindig1 sistematik derlemede YUT ile doganlarla spontan
gebelikle doganlarin norogelisimsel sonuglart incelenmis Infantlarda fark
bulunamamis ancak calisma sayis1 oldukca az, siit cocuklarinda YUT grubunda
normal bilissel, davranissal, emosyonel ve psikomotor gelisim bulunmus. Tlkokul
caginda ve addlesanlarda her iki grup benzer ancak bu grupta da calisma sayisi az
(81). Pinborg ve arkadaglar1 IVF/ICSI ile dogan tekiz ve ikizlerle spontan
gebelikle dogan akranlarini kiyaslamis. Tekizlerde 13 yasa kadar, ikizlerde de 7
yasa kadar mental retardasyon, serebral palsi, imprinting bozukluklar, otizm,
asperger sendromu, psikomotor retardasyon acgisindan artmis risk bulmamistir
(82).

YUT gebeliklerinde yapilan erken dénem c¢aligmalarinda spontan
gebeliklere kiyasla konjenital anomali sikliginda artis saptanmazken, ilerleyen
yillarda yapilan ¢aligmalarda anlamli derecede artis oldugu saptanmistir. Spontan
olan ikizlerde ve YUT ikizlerinde anormallikler, tekil kontrollere gére artmus
olmakla birlikte, simdiye kadar YUT’de ilave risk sasirtict bir sekilde

kanitlanmamistir (74).

2.5. Infertilite Tliskili MikroRNA’lar (Hedef miRNA’lar)

Bir¢ok c¢alisma miRNA’larin fertilite ve gelisim ile ilgisini gdstermistir.
MiRNA’lar steroid sentezinde gonadal somatik hiicrelerinin, granuloza
hiicrelerinin kontroliinii saglar. Folikiil se¢imi, atrezisi, ovulasyonu ve luteolizis
endokrin ve parakrin faktorler tarafindan yonetilir. Bu faktorler de overlerdeki
bircok genin siki regulasyonu tarafindan diizenlenir. Bu miRNA’lar overlerde gen
regiilasyonunda anahtar rol oynar. Overlerde en yogun bulunan miRNA profili:
miR-21, miR-99a, miR-125b, miR-126, miR-143, miR-145, miR-199b.

Over tutulumu da olan ve en sik goriilen endokrin metabolik hastaliklardan
birisi polikistik over sendromudur (PCOS). PCOS steroidogenezdeki bozukluk ve
overlerden androjen salimimiyla karakterize bir hastaliktir. Graniiloza

hicrelerindeki miRNA ekspresyonunun follikiilogenez ve ovaryan steroidogenezi
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kontrol eden genlere direkt iligskili oldugu gosterilmistir. MiRNA
ekspresyonundaki degisiklikler folikiiler gelisimdeki farklilig1 agiklayabilir. Son
tanimlamalar, miRNA molekiillerinin serumda var olduklarim1 ve klinik tanida
biyobelirteg olarak kullanilabilecegi gostermistir. Dolasimdaki miRNA molekiiller
serumda proteinlere bagli olarak veya vezikiiller iginde buluna bilmektedir.
MiRNA’larin  serumda sinyal molekiilleri ve hormonlar gibi biyolojik
fonksiyonlara sahip olabilecegi diislinlilmektedir. Over spesifik miRNA’larin
belirlenmesi ovaryan rezerv, ovaryan endokrin fonksiyon, ovulasyonu indikleyici
ilaglarin etkisi, embriyo implantasyonu siireci agisindan biiyliik bir bilgi
potansiyeli tasimaktadir (36).

YUT uygulamasi sonrasinda blastosist, embriyo, fetal dokular ve anomalili
cocuklarda epigenetik degisiklikler saptanmistir. Elde edilen bilgiler 6zellikle 11.
kromozomda yer alan genomik imprintlenme bélgesinin siklikla etkilendigini
gostermektedir. Bu boélgede yer alan H19/IGF2 genleri maternal allelin
metilasyonu ve imprintlenmesi ile karakterizedir. Buna karsilik paternal H19/IGF2
genleri imprintlenmez ve gen ifadesi gerceklesir. YUT uygulanan bireylerde IGF2
gen ifadesinde degisikliklere yol agan metilasyon farkliliklart bildirilmektedir
(42). Bunlara ek olarak, IGF2 geni ikinci intronu i¢inde yerlesik olan miR-483
geninin, IGF2 gen ifadesini diizenleyici fonksiyonlart oldugu saptanmistir (83).
Farelerde yapilan bir ¢aligmada, YUT uygulamasinin karacigerdeki IGF2 gen
ifadesini artirdig1, buna karsilik miR-483 ifadesini baskiladig1 gosterilmistir (84).
Tiimor dokularinda yapilan ¢aligmalar ise miR-483 ifadesi artisinin IGF2 ifadesini
de uyardigini ortaya koymustur (85). YUT ile dogan yenidoganlarda miR-483
ifadesi seviyelerini inceleyen bir calisma heniiz literatiirde bulunmamaktadir.
Bununla birlikte miR-483 ifadesinin preterm dogum yasanan gebeliklerdeki
plasenta dokusunda degistigi bildirilmistir (86). Ayrica PCOS hastalarinda
ovaryan follikdl kimdalis hucrelerinde hem IGF2 hem de miR-483 ifadesinde
azalma oldugu rapor edilmistir (87). MiR-483 geni iliskili bu veriler, YUT
uygulamalarinin ve iligkili olas1 epigenetik diizenlenmelerin, miR-483 geni ifade
degisikliklerine yol acarak YUT uygulamasi sonrasi ortaya c¢ikan gebelik
problemleri ve yenidogan bulgular ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Embriyonik gelisim siireclerinde ifade degisikligi gdsteren
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miRNA genlerinin arastirilmasi  sonucunda g¢esitli miRNA molekiillerinin
blastosist hiicrelerinde ifade edildigi gosterilmistir. Kromozomal anomali tasiyan
blastosistlerde miR-141 dahil ¢esitli miRNA genlerinde ifade kayiplar
saptanmistir  (88). Anne yasina ve andploidi varligina baglhh olarak da
blastosistlerdeki miR-17 ifadesinin etkilendigi rapor edilmistir (89). Fare
embriyolarinda yapilan g¢alismalarda ise miR-21, miR-23a ve miR-145 genleri
ifadesinin DNA metilasyon degisikliklerinden etkilendigi belirlenmistir (90). Bu
veriler YUT aracili blastosist gelisimi sirasinda, miRNA gen ifadesinin YUT
kullanimindan etkilenebildigini desteklemektedir. YUT kullanilmasina neden olan
eriskin jinekolojik ve androlojik hastaliklarin fetal gelisim donemlerindeki
problemlerden kaynaklanabilecegini isaret eden veriler ortaya ¢ikmaktadir (91,
92). Ozellikle fetal stres yaratan durumlarin eriskin bireylerde bozulmus ovaryan
fonksiyonlar, seks maturasyon problemleri, sperm anomalileri ve endometriyal
fonksiyon degisiklikleri ile ilgili olabilecegi bildirilmektedir (93). YUT
uygulamalarinin neden oldugu hormonal dengesizlikler, fetal gelisme geriligi veya
erken dogum gibi problemlerin de eriskinlikteki reprodiiktif patolojilerle baglantili
olabilir. Dolayisiyla infertilite iliskili genetik degisiklikler, hastalarm YUT
uygulamalari ile dogan ¢ocuklarinda da ¢esitli patolojik degisikliklerin temelinde
rol oynuyor olabilir. Buna bagli olarak ¢alismamizda hedef olarak belirlenen
miRNA genlerinin se¢iminde blastosist gelisiminde rol almak yaninda infertilite
etiyolojisi ile de iliskisi bildirilen miRNA molekiilleri g6z Oniinde
bulundurulmustur. Normal blastosistlerde ifade gosterdigi belirlenmis miRNA
genlerinin, infertil bireylerden elde edilen blastosistlerdeki ifade durumlarini
inceleyen az sayida ¢alisma mevcuttur. PCOS ve erkek faktorl nedenli infertil
bireyler i¢in gerceklestirilen blastosistlerde c¢esitli miRNA genlerinde ifade
degisiklikleri saptanmistir: bu miRNA’lar arasinda miR-21 gen ifadesinin
degismedigi ancak miR-92 ifadesinin azaldigi belirlenmistir (94). YUT
uygulamasina yeterli yanit vermeyen olgularin over follikiil hiicrelerinde miR-21
ifadesinin degistigini ve miR-21’in ayn1 zamanda sperm matiirasyonunda da etkili
oldugunu gosteren ¢esitli ¢aligmalar bulunmaktadir (95-97). MiR-17 ve miR-92a
genlerinin ise germ hiicrelerinin gelisimi yaninda embriyogenez ve plasenta

fonksiyonlartyla ilisikli olduklar1 bildirilmistir (98, 99). Benzer sekilde miR-141
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geninin plasenta fonksiyonlar1 ve sperm gelisimi {izerinde etkili oldugu
gozlenmistir (100, 101). Ayrica, erken over yetmezligi gelisen bireylerde serumda
miR-23a ifadesinin azaldig1 saptanmistir (102).

miRNA genlerinin organizmanin gelisiminde ¢esitli asamalarda diizenleyici
olarak rol aldiklar1 bilinmektedir. Bazt miRNA genlerinin ise birden fazla gelisim
asamasinda cesitli fonksiyonlara sahip olduklar1 ortaya ¢ikmistir. Calismamizda
hedef olarak segilen miRNA molekiilleri; infertilite, blastosist gelisimi veya
embriyogenez asamalarinda rol aldig: bildirilmis ve YUT kullanimma baglh gen
ifadesi degisimlerinden de etkilencbilecek genler arasindan belirlenmeye
calistimigtir. Boylece YUT kullanilarak gelisen gebeliklerden dogan ¢ocuklarda
miRNA ifadesi acisindan bir farklilik olup olmadiginin arastirilmasi planlanmastir.
Calisma sonucunda ifade farklilig1 saptanan miRNA molekiillerinin, rol aldiklar
cesitli gelisim asamalar1 ve patolojiler ile iliskilerine bagli olarak infertilite
etiyolojisi, YUT uygulamasindan etkilenme veya fenotipik bulgular iizerine olasi

etkileri analiz edilecektir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismaya, 1 Mart 2016 - 1 Nisan 2018 tarihleri arasinda YUT kullanilarak
dogan term veya terme yakin preterm 21 yenidogan ile kontrol grubu olarak YUT
kullanilmadan dogan saglikli term veya terme yakin preterm 18 yenidogan alindi.
Calismaya dahil edilen tiim bebekler pediatrik genetik uzmani ile birlikte
muayene edilip fizik muayene bulgular1 kaydedildi. Tiim bebeklerden miRNA
eldesi i¢in 2 cc vendz kan 6rnegi EDTA’1 tiipe alindu.

Calismaya dahil edilen tiim bebeklerin ailelerinden yazili aydinlatilmis
onam formu alindi (Ek-1). Calisma Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Karar Tarihi: 26.02.2016, Karar
Sayisi: 70904504/123) (Ek-2).

Kan odrneklerinden en gec iki saat iginde santrifugasyon ile plazma elde

edildi. Plazma 6rnekleri -20°C’de miRNA izolasyonu basamagina kadar saklandi.

3.1. Plazma miRNA Izolasyonu

Olgulara ait plazma 6rneklerinden miRNA izolasyonu icin mMiRCURY RNA
Isolation Kit-Biofluids (Exicon, 300112) kullanildi ve ¢alisma basamaklari
onerildigi sekilde uygulandi:

1- 200 pl plazma 6rnegi tizerine 60 pl Lysis solution BF eklendi, karistirildi

ve oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi.

2- Karisim tizerine 20 pl Protein Precipitation Solution BF eklendi, hizla
karistirildi, oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi ve 11.000 g’de 3 dk
santrifj edildi.

3- Siipernatant yeni bir tiipe alinip iizerine esit hacimde isopropanol eklendi,
kanigtirildi ve RNA izolasyon kolonuna yiiklenip 11.000 g’de 30 sn
santriftj edildi.

4- Wash Solution 1 BF ve 2 BF ile iki defa kolon yikamasi yapildi.

5- Kolonlardan 50 pl RNase free H20 ile RNA eliisyonu yapildi ve elde
edilen RNA -80°C’de saklandi.
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3.2. cDNA Hazirlanmasi

Plazma miRNA orneklerinden cDNA sentezi icin miRCURY LNA
Universal RT microRNA PCR- Universal cDNA Synthesis Kit Il (Exicon,
203301) kullanildi.

Reaksiyon karigimi kit manuelinde belirtildigi tizere asagidaki gibi

hazirlandi;

5x Reaction Buffer 2ul

Reverse Transcriptase 1 ul

RNA 7 ul

TOPLAM 10 pl

cDNA sentezi i¢in asagidaki sicaklik programi kullanildi:

42°C 60 dk

95°C 5dk

4°C ©

Hazirlanan cDNA o6rnekleri -20°C’de saklanda.

3.3. Kantitatif PCR

Plazma miRNA oOrneklerinden hazirlanan cDNA kalib1 kullanilarak hedef

miRNA molekillerinin kantitasyonu igin gergek zamanli kantitatif PCR ¢aligmasi

yapildi. Hedef miRNA molekiillerine 6zgii primer ve problar i¢in Primer Assay
(Exicon) kullanildu.

miRCURY LNA Universal RT microRNA PCR- ExXiLENT SYBR Green
master mix (Exicon, 203403) kullanilarak her bir hedef miRNA molekili igin

ayr1 PCR karisimi kit manuelinde belirtildigi lizere asagidaki gibi hazirlandi:

2x SYBR Green Taq Polimeraz mix 5 pl Hedef
miRNA Primer Mix 1 pl cDNA kalip (1/30 dil) 4
pl TOPLAM 10 pl
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Hazirlanan PCR karigimi asagidaki sicaklik profili kullanmak tizere

kantitatif ger¢ek zamanli PCR cihazina (Light Cycler 480, Roche) yiiklendi.

95°C 15 dk

45 dongu;

94°C 10 sn

60°C 60 sn + floresans 6l¢im

PCR islemi sonrasi 6rneklere ait dongii esik degerlerinin (Cycle Treshold,
CT) analizi i¢in Light Cycler 480 II programinda Second Derivative Maximum

metodu kullanildi.

3.4. miRNA Ifadesi Degerlerinin Analizi

miRNA ifadesi analizinde referans miRNA olarak mir-16-5p kullanildu.
Hedef miR 17-5p, miR 21-5p, miR 23a-3p, miR 92a-3p, miR 141-3p, miR 145-
5p, miR 191-5p, miR 483-3p molekillerinin kantitatif PCR ile belirlenen CT

degerleri REST® (Pfaffl MW ve ark. Nuc Acid Res, 2002; 30(9): E36) programi

kullanilarak normalize edildi ve her bir miRNA’nin ifade degeri hesaplandi.

3.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz igin T-testi, Ki-kare testi ve Mann-Whitney U Testi
kullanilmustir.

Dagilim grafikleri i¢in GraphPad Prism programi kullanilmistir. Analizler
SPSS (version 23.0) (SPSS Inc. Chicago USA) programi ile yapilmistir P<0,05

olmasi istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.

23



4. BULGULAR

YUT ile dogum yapan annelerin verileri istatistige alind1. Ailelerin infertilite
nedenleri 4 ana baglik altinda incelendi:
1) Kadin Faktor
2) Erkek Faktor
3) Agiklanamayan Nedenler
4) Kadin ve Erkek Faktor

Infertilite nedenlerine gore dagilim incelendiginde kadin faktdr 11 hastada

(%55), erkek faktor 1 hastada (%S5), her iki faktore bagh infertilite 2 hastada

(%10), agiklanamayan nedenlere bagli infertilite ise 6 hastada (%30) seklinde

bulundu (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. YUT kullanilan ailelerin infertilite nedenlerinin dagilimu.

Infertilite Nedeni Hasta Sayisi (n) Yiizde (%)
Kadin Faktor 11 55
Erkek Faktor 2 10
Aciklanamayan 5 25
Kadin+Erkek Faktor 10

Infertilite nedenlerinden kadin faktor alt basliklarla incelendi: Diisiik rezerv,

anovulasyon, tubal faktor.

Kadin faktore bagli nedenler incelendiginde 5 hastada diisiik rezerv

(%38,5), 4 hastada anovulasyon (30,8), 3 hastada tubal faktor (23,1), 1 hastada ise

diisiik rezerv + tubal faktor (%7,7) oldugu goriildii (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Kadin faktor nedeniyle infertil olan hastalarin alt baslhik dagilima.

Kadin Faktor Hasta Sayisi (n) Ylzde (%)
Diisiik Rezerv 5 38,5
Anovulasyon 4 30,8
Tubal Faktor 3 23,1
Diisiik Rezerv+ Tubal Faktor 1 7,7
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Calismamizda 2 ana YUT tipi ile dogan bebekleri inceledik. Bunlar IVF ve
ICSI’dur.

20 annenin 14’iinde ICSI (%70), 6’sinda IVF (%30) kullanilmistir.

YUT yapilirken kullanilan embriyolarin taze veya donmus olmasina gore ve

transfer edilen embriyo sayisina gére dagilim Tablo 4.3°de gosterilmistir.

Tablo 4.3. YUT te kullanilan embriyo sayisi ve 6zelligi.

Embriyo Hasta Yuzde Embriyo Hasta Yulzde
Cesidi Sayisi (n) (%) Sayisi Sayisi (n) (%)
Taze 14 70 1 17 85
Donmus 6 30 2 3 15

Calismamiza 39 tane bebek alindi. Bunlarin 21 tanesi YUT ile dogan bebek
18 tanesi kontrol grubu olarak alinan saglikli bebeklerdir.

YUT ile doganlarin ortalama dogum haftas1 37,14 (£1,31) hafta, kontrol
grubunda ise 36,50 (£2,81) hafta bulundu. YUT kullanilarak dogan bebekler ile
kontrol grubunun <38 hafta dogum oranlar1 kiyaslandiginda anlamli fark

bulunmadi (p=0,882) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. YUT kullanilarak doganlar ile kontrol grubunun term dogum
oranlarinin karsilastirilmasi.

Ha"sta Sayisi (n) Toplam
YUT Kontrol
Say1 (n 10 9 19
< 38 hafta y1 ()
Dogum Yizde (%) 47,6% 50% 48,7%
Haftas1 Say1 (n) 11 9 20
> 38 hafta -
Yuzde (%) 52,4% 50% 51,3%
Toplam Hasta | Say1 (n) 21 18 39
Sayisi Ylzde (%0) 100% 100% 100%
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Anne yaslar1 kiyaslandiginda YUT ile dogan grupta ortalama anne yast 32,5
(#5,15) iken, kontrol grubunda 27,55 (£5,19) olarak bulundu. YUT kullanilarak

dogan bebekler ile kontrol grubunun anne yasi 30 yasa gore kiyaslandiginda

aralarinda anlamli fark bulunmustur (p=0,007) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. YUT kullamlarak doganlar ile kontrol grubunun anne yaslarmin 30
yasa gore karsilastirilmast.

H"asta Sayisi (n) Toplam
YUT Kontrol
Say1 (n 5 12 17
<30 yas y1 (n)
(] 0, 0, 0, 0,
Anne Yagi Yizde (%) 23,8% 66,7% 43,6%
Say1 (n) 16 6 22
> 30 yas -
Yuzde (%) 76,2% 33,3% 56,4%
Toplam Hasta | Say1 (n) 21 18 39
Sayisi Ylzde (%0) 100% 100% 100%

Cinsiyet dagilimmna bakildiginda YUT ile dogan grupta kiz cinsiyet 10

(%47,6), erkek cinsiyet 11 (%52,4) tanedir. Kontrol grubunda ise kiz cinsiyet 8

(%44.,4), erkek cinsiyet 10 (%55,6) tanedir.

Cinsiyet dagilimi acisindan

kiyaslandiginda her iki grup arasinda anlamli fark bulunmamistir (p=0,843)

(Tablo 4.6).

Tablo 4.6. YUT kullanilarak doganlar ile kontrol grubunun cinsiyet dagilimi.

Ha"sta Sayisi (n) Toplam
YUT Kontrol
Say1 (n) 10 8 18
Kiz .
o Yuzde (%) 47,6% | 44,4% 46,2%
Cinsiyet
Say1 (n) 11 10 21
Erkek -
Yizde (%) 52,4% | 55,6% 53,8%
Toplam Hasta [ Say1 (n) 21 18 39
Sayisi Yuzde (%) 100% 100% 100%
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YUT ile dogan grupta 3 bebek (%15) ikiz esi olarak, 17 bebek (%85) tekli
dogum sonucu diinyaya gelmistir. Kontrol grubunda ise hi¢ ¢oklu dogum yoktur,

her iki grup arasinda anlamli fark bulunmamaistir (p=0,231) (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. YUT kullanilarak doganlar ile kontrol grubunun coklu dogum
oranlarinin karsilastirilmasi.

H"asta Sayisi (n) Toplam
YUT Kontrol
Say1 (n 18 18 36
. Tek y (o)
Tek / Ikiz Yizde (%) 85,7% 100% 32,3%
Dogum ikiz Say1 (n) 3 0 3
Yuzde (%) 14,3% 0% 7,7%
Toplam Hasta | Say (n) 21 18 39
Sayisi Yuzde (%) 100% 100% 100%

YUT ile doganlarin ortalama dogum kilosu 2975,71 (+398,88) gram, kontrol
grubunda ise 3216,0 (£507,11) gram olarak bulundu. Her iki grubun dogum

agirliklar1 2750 grama gore kiyaslandiginda aralarinda anlaml fark bulunmamistir

(p=0,907) (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. YUT kullanilarak doganlar ile kontrol grubunun agirliklarmin 2750
grama gore karsilastirilmasi.

H"asta Sayisi (n) Toplam
YUT Kontrol
S 5 4 9
<2750 a1 ()
Dogum Yuzde (%) 23,8% 22,2% 23,1%
Agirhg Say1 (n 16 14 30
BB 152750 1 (0)
Yizde (%) 76,2% 77,8% 76,9%
Toplam Hasta | Say1 (n) 21 18 39
Sayisi Y lizde (%) 100% 100% 100%
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YUT kullanilarak dogan bebekler ile kontrol grubu anomali varlig1 agisindan
kiyaslandiginda YUT grubunda bu oran yiiksek ve anlamli bulunmustur (p=0,004)
(Tablo 4.9).

Tablo 4.9. YUT kullanilarak doganlar ile kontrol grubunun anomali varlig
acisindan karsilastirilmasi.

H"asta Sayisi (n) Toplam
YUT Kontrol
Say1 (n 8 0 8
Var y1 (n)
Anomali Yuzde (%) 38,1% 0% 20,5%
Varhgi Yok Say1 (n) 13 18 31
Yizde (%) 61,9% 100% 79,5%
Toplam Hasta | Say1 (n) 21 18 39
Sayisi Yuzde (%) 100% 100% 100%

Anomali saptanan 8 hastanin 2 tanesinde (%25) major anomali, 6 tanesinde
(%75) mindr anomali saptanmistir. Bu 2 major anomali multikistik displastik
bobrek ve skafosefali seklindeydi. YUT alt tiplerine gore bakica bu 2 major
anomali de IVF grubundan ¢ikmistir (Tablo 4.11).

YUT alt tiplerine gore anomali kiyaslandiginda ICSI’da oran %66,7 iken
IVF’te %33,3 seklinde bulundu, aralarinda anlamli fark bulunamamistir (p=1,00)
(Tablo 4.10).

Tablo 4.10. YUT tiplerine gore anomali dagilimu.

Anomali
Toplam
Yok Var

VE Say1 (n) 4 3 7

. Yuzde (%) 30,8% 37,5% 33,3%
YUT Tipi

S| Say1 (n) 9 5 14
Yuzde (%) 69,2% 62,5% 66,7%

Toplam Hasta | Say1 (n) 13 8 21
Sayisi Yuzde (%) 100% 100% 100%
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Tablo 4.11. YUT alt tiplerine gére anomali tiplerinin dagilimu.

Anomali Tipi Toplam
Major Minor
VF Say1 (n) 2 1 3
. Yuzde (%) 100% 16,7% 37,5%
YUT Tipi
1cs Say1 (n) 0 5 5
Yuzde (%) 0% 83,3% 62,5%
Toplam Hasta | Say1 (n) 2 6 8
Sayisi Y uzde (%) 100% 100% 100%

YUT kullanilarak ve kullanilmadan dogan bebeklerin hedef miRNA
degerleri kiyaslandiginda Mir145-5p’de anlamli farklilik saptanmistir (p=0,015)
(Tablo 4.12).

Tablo 4.12. YUT kullanilarak ve kullanilmadan dogan bebeklerin hedef miRNA
profilinin kiyaslamasi.

YUT/Kontrol
Hasta Sayis1 | Ortalama SD MWU P
mir 1650 T 21 0.87 048 | 18000 | 0800
P Kontrol 18 0.80 0.40 ! :
miR 17-5 YUt 21 0,66 058 151,00 | 0,284
P Kontrol 18 0.46 032 ! !
_ YOT 21 1.45 0,89
miR 21-5p 188,00 | 0,978
Kontrol 18 2,49 4,62
YOT 21 261 1.85
miR 23a-3p 179,00 | 0,778
Kontrol 18 2,25 0,91
_ YOT 21 0,49 0.46
miR 92a-3p 185,00 | 0,910
Kontrol 18 0,42 0,25
. YOT 21 472 6.55
miR 141-3p 180,00 | 0,800
Kontrol 18 3,58 3,56
miR 145.5p |YOT 21 1738 | 1417 | 10300 | 0015
| - [ 1]
P Kontrol 18 8.27 5.36
mir 1015 |71 21 0.80 076 | 18100 | 0833
| = ] H
P Kontrol 18 0.67 047
miR 483-30 |21 21 11/ 28 | 15000 | 0,059
| = ] H
P Kontrol 18 0.52 0.96
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Sekil 4.1. YUT kullanilarak ve kullanilmadan dogan bebeklerin miR-145
degerlerinin dagilima.

YUT kullanilarak dogan bebeklerin miR-145 dagilimi YUT alt tiplerine
gore incelendiginde ICSI kullanilan bebeklerde miR-145 artisinin IVF kullanilan
bebeklere gore daha fazla oldugu goriilmiistiir (p<0,05) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. IVF ve ICSI kullanilarak dogan bebeklerle kontrol grubunun miR-145
dagilima.

YUT kullanilarak dogan bebeklerin diger hedef miRNA dagilimi YUT alt
tiplerine gore incelendiginde ICSI kullanilan bebeklerde miR-483 artisinin da IVF
kullanilan bebeklere gore daha fazla oldugu goriilmistiir (p<0,05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. IVF ve ICSI kullanilarak dogan bebeklerle kontrol grubunun miR-483
dagilima.

YUT kullanilarak ve kullanilmadan dogan bebeklerin hedef miRNA
degerleri anomali varligi agisindan kiyaslaninca hedef miRNA degerlerinde

anlamli farklilik saptanmamustir (Tablo 4.13.).

Tablo 4.13. YUT kullanilarak ve kullanilmadan dogan bebeklerin hedef miRNA
profili ile anomali varliginin kiyaslanmasi.

Anomali Varhg
Hasta sayis1 [ Ortalama SD MWU P
miR 16-5p \th 381 8:32 ggg 10500 | 0,509
miR 17-5p \\;er( 381 8:23 823 111,00 | 0,651
miR 21-5p $Zf 381 igi ggg 103,00 | 0,465
mMiR 23a-3p \\25 381 gig 232 114,00 | 0,728
MR 92a-3p \\;Z'r‘ 381 8:;‘2 ggg 100,00 | 0,404
miR 141-3p \\;er( 381 g;i’ igg 119,00 | 0,862
mMiR 145-5p \t‘;f 381 Egi 19;;2 7900 | 0118
mMiR 191-5p \t‘;:( 381 8:;(1) 2(5)411 12250 | 0,958
MiR 483-3p JZE 381 gig g?i 8500 | 0,175
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5. TARTISMA VE SONUC

YUT kullanilarak dogan g¢ocuklarda konjenital malformasyon oraninin
artmast olasilig1 konusunda her zaman endise vardir. IVF’te sperm ve yumurtalar
normal ortamlarindan uzaklastirilir ve degisen hormonlara, isleme ve Kkiiltiir
ortamlarina maruz kalmaktadir. Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) gibi
yeni teknikler daha da invaziv olup potansiyel olarak gelismekte olan embriyoyu
daha biiyiikk bir malformasyon riski altinda birakmaktadir (44). Biz de
calismamizda YUT olarak en sik kullanilan 2 teknigi aldik: IVF ve ICSI. Bu iki
teknik arasinda konjenital anomali gelistirme siklig1 agisindan anlamli farklilik
bulamadik. Literatiirdeki genel olarak goriis birligi, hem geleneksel IVF’in hem
de ICSI'nin konjenital anomali agisindan -ICSI’de artan cinsiyet kromozom

anormallikleri ve hipospadias haricinde- ayni artmis riski gostermesidir.

2016’da yapilan bir ¢alismada YUT ile dogan 2414 bebek almmis ve
90’mnda (%3.8) major konjenital anomaliler, 11’inde ise (%0,5) mindr konjenital
anomaliler saptanmis. Bunlarin arasinda en sik goriilen major konjenital
anomaliler ise Kkardiyovaskuler (25, %21,1), genitodriner (21, %0.9) ve
gastrointestinal (9, %0.4) sistemleri tutan anomaliler seklinde raporlanmis (71).
Bizim ¢alismamizda ise 21 YUT ile dogan bebegin 8 tanesinde konjenital anomali
saptadik (%38,1). Kontrol grubu ile anomali varligi agisindan kiyaslaymca
aralarinda anlamli fark oldugunu goérdiik (p<0,05). Konjenital anomalilerin 2
tanesi (%25) major anomali, 6 tanesi (%75) mindr anomaliydi. Major
anomalilerin biri santral sinir sistemi anomalisi (skafosefali) digeri ise liriner
sistem anomalisi (multikistik displastik bobrek) seklindeydi. Literatiirde YUT ile
sikca iliskilendirilen imprinted bozukluklara ¢alismamizda hi¢ rastlanmamistir ki

bunun hasta sayimizin az olmasindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.

En iyi kanitlanmis YUT risklerinden biri ¢oklu dogumdur. Giiniimiizde tek
embriyo transferi ile bu risk diismiistiir. Calismamizda da YUT’lii grupta %14,3
oraninda ikiz dogum raporladik. Spontan olan ikizlerde ve YUT ikizlerinde
anormallikler, tekil kontrollere gore artmis olmakla birlikte, simdiye kadar

YUT de ilave risk sasirtict bir sekilde kanitlanmamustir (74). Calismamizda ise 3
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tane ikiz esi olan bebegin 1 tanesinde mindr konjenital anomali raporladik ki

literatiirle uyumlu olarak tekil kontrollere gore anlamli fark saptamadik.

Sistematik bir derlemede YUT ile olan tekiz dogumlarda preterm dogum
(<32 hafta) agisindan relatif risk 3.27 bulunmustur (46). Ingiltere ve
Avusturalya’da yapilan genis capli calismalarda YUT ile dogan bebeklerde diisiik
dogum agirlikli dogum ve prematiirite riskinin artmis oldugu gosterilmistir (45-
48). Calismamizda YUT kullanilarak ve kullanilmadan dogan bebeklerin dogum
haftalarin1 38 haftaya gore, dogum kilolarini da 2750 grama gore kiyasladigimizda
aralarinda anlamli farklilik saptamadik. Burada fark saptamamamizin temel
nedeninin calismaya terme yakin preterm veya term bebekleri dahil etmemizden
kaynaklandigini diistinmekteyiz. Prematiiritenin de miRNA profili degistirecek bir
faktor oldugunu 6n gérmemizden kaynakli ¢calismamiza prematiir bebekler dahil

edilmemistir.

YUT kullamlarak ve spontan gebe kalan annelerin  yaslarim
kiyasladigimizda 6ngordiigiimiiz sekilde YUT lii grubun anne yasimi daha ileri
bulduk (p<0,05). YUT kullanilarak gebe kalan kadinlarin yaslarmin daha fazla
olmasi beklenilen bir sonugtur. Bunun nedenlerinden birisi de 35 yas {izerinde
olup infertilite konusunda yardim arayisi iginde olan kadinlarin sayisindaki
artisttr. ABD’de her bes kadindan biri ilk ¢ocuguna 35 yasindan sonra sahip
olmaktadir ki bu daha 6ncesine gore dnemli bir degisikliktir. Bilindigi lizere ileri

anne yas1 konjenital anomali goriilme sikligini arttirmaktadir.

Calismamizda YUT kullanilarak ve kullamlmadan dogan bebeklerin
miRNA profilini inceledigimizde hedef miRNA’lardan miR-145’in YUT
grubunda anlamli derecede artmis oldugunu saptadik (p<0,05).

YUT grubunun miRNA profilini IVF ve ICSI diye ayrarak
kiyasladigimizda ICSI grubunda miR-145 ve miR-483’iin anlamli derecede artmis
oldugunu saptadik (p<0,05). Bu sonuglar ICSI’da IVF’e gore epigenetik
etkilenmenin daha fazla oldugunu, YUT’de kullanilan teknigin sonuglar iizerinde
etkili oldugunu diisiindiirtmektedir. Epigenetik etkilenmenin YUT’iin hangi
asamasinda meydana geldigi net bilinmemektedir, bu konuda ileri arastirmalara

ithtiyag vardir.
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Birgok calisgma miRNA’larin fertilite ve gelisim ile ilgisini gostermistir.
MiRNA’lar overlerde gen regiilasyonunda anahtar rol oynar. Overlerde en yogun
bulunan miRNA profili: miR-21, miR-99a, miR-125b, miR-126, miR-143, miR-
145, miR-199b seklindedir. Fare embriyolarinda yapilan galismalarda miR-21,
miR-23a ve mIiR-145 genleri ifadesinin DNA metilasyon degisikliklerinden
etkilendigi belirlenmistir (90). PCOS infertilitenin en sik nedenlerinden biridir.
PCOS’lu hastalarin serumlarinda miR-145’in nispeten yiiksek oldugu bulunmus
olup hastaligin patogenezinde rol oynadig: diistiniilmektedir (103). PCOS disinda
MiR-145’in endometrial dokulardaki artisinin endometriyozis ve infertilite ile
iliskili oldugunu gdsteren ¢aligmalar da mevcuttur (104). insan adipoz tiirevli kok
hiicrenin diiz kaslara farklilagsmasinin altinda yatan molekiiler mekanizmalari
anlamak, mesane duvar1 ve iiretral defektler gibi ilgili kas defektleri i¢in etkili
tedavilerin gelistirilmesine katkida bulunabilir. Bununla ilgili yapilan bir
calismada adipdz kok hiicrelerin diiz kaslara farklilasmasi sirasinda miR-145'in

onemli dlgiide arttig1 goriilmiistiir (105).

Cin’de yapilan bir calismada TGF-B depresyonu ile indiiklenen ve
disorganize damarlarla yakindan iliskili olan venéz malformasyonlardaki miR-
145’in azaldigin1 ortaya cikarilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda miR-145 venoz
malformasyonlarin skleroterapisinde rol oynayabilece§i ve hedef potansiyele

sahip oldugu diisiiniilmektedir (106).

Bilier atrezi fibro-obliterasyon ve ekstrahepatik biliyer sistemin
obstriiksiyonu ile karakterize edilen ve uzun sire tedavi edilmezse, siroz ve hatta
oliime yol acan pediatrik bir karaciger hastaligidir. Cin’de yapilan bir ¢alismada
miR-145’in downregiilasyonu, adducin-3’ii hedefleyerek biliyer atrezide karaciger

fibrozuna katkida bulunabilecegi gosterilmistir (107).

Degismis kondrogenez osteoartrit gelisiminde rol oynayan en yaygin
patofizyolojik sirectir. miR-145’in, osteoartritte kondrosit proliferasyonu ve
fibrozisin diizenlenmesi iizerinde énemli etkileri olabilecek “tiimor nekroz faktori
reseptor siiper ailesi, liye 11b’nin ekspresyonunu diizenlemede kritik fonksiyonu

oldugu Wang ve ark. tarafindan gosterilmistir (108).
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Literatiirde miR-145’in kolorektal kanser dahil olmak {izere ¢esitli kanser
tiplerinde diisiik oldugu gosterilmistir. MiR-145’in  ektopik ekspresyonu,
kolorektal kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve invazyon yetenegini bastirdigi
boylece kolorektal kanser malign transformasyonu sirasinda bir timor stipresori

olarak hareket edebilecegini gosterilmistir (109).

Yine farkli bir ¢alisma gastrik karsinomda miR-145’in anti-onkojenik
roliinii ortaya koyarak hastaligin tedavisinde miR-145’in kullanilabilecegini

gostermistir (110).

MiRNA’larin, viicut sivilarinda dolasmasi meme kanseri hastalarinin
kisisellestirilmis yOnetimi icin yeni, kolay erisilebilir, uygun fiyatli, invaziv
olmayan araglar olarak kullanilmasini ongdérmektedir. Bertoli ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismaya gore miR-145’in de bu yeni tedavi yontemleri arasinda yer

alacagi diisiintilmektedir (111).

YUT ile dogan yenidoganlarda miR-483 ifadesi seviyelerini inceleyen bir
calisma hentiz literatiirde bulunmamaktadir. Bununla birlikte miR-483 ifadesinin

preterm dogum yasanan gebeliklerdeki plasenta dokusunda degistigi bildirilmistir
(86).

Gastrik karsinomda miR-483 ile yapilan calismada miR-483’iin mide
kanseri hastalarinda siklikla azaldigi gosterilmis. MiR-483’lin ekspresyon
seviyeleri, timor evresi, lenf nodu metastazi ve stromal invazyon ile negatif
korelasyon gosterdigi raporlanmis. MiR-483’lin diisiik ekspresyonunun, mide
kanseri olan hastalarda zayif genel sagkalim ile kuvvetle iliskili oldugunu
gosterilmis. Bunlar sonucunda miR-483’iin mide kanseri i¢in prognostik veya

terapOtik hedef olarak kullanilabilecegi ortaya koyulmustur (112).

Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) mutasyonu olan tiim akciger
kanserleri, kag¢inilmaz olarak EGFR tirozin kinaz inhibitorlerine karsi direng
gelistirir. Vakalarin %30’unda kazanilan direncin altinda yatan mekanizmasi
bilinmemektedir. Tumor modellerinde, miR-483-3p’nin  forse edilmis
ekspresyonu, gefitinib-direncli akciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonu inhibe
ederek ve apoptozu tesvik ederek gefitinibe karsi duyarliligini arttirdig

bulunmustur. Ayrica miR-483-3p epitelyal mezenkimal gecisi tersine ¢evirdigi ve
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gefitinib direngli akciger kanseri hiicrelerinin gogiinii, invazyonunu ve metastazini
inhibe ettigi goriilmis. Gefitinib direncgli akciger kanseri hiicrelerinde miR-483-
3p’nin susturulmasi, kendi promoterinin hipermetilasyonuna bagli bulunmus.
Bunlar sonucunda EGFR mutant kiigiik hiicreli akciger kanserinde edinilmis
EGFR tirozin kinaz inhibitori direncinin Ustesinden gelmek icin kombinasyon
terapisi icin Umit verici bir hedef olarak miR-483-3p’in kullanilacag:

distntlmistir (113).

Italya’dan bir calisma hepatoseliiler karsinomda karaciger rezeksiyonundan
sonra rekiirrens tahmini i¢in doku miRNA’larinin belirlenmesini amaglamistir.
Calisma sonucunda dokudaki miR-483-3p analizinin, rekirrens riskini
tamimlamaya yardimci olabilecegi, tedavi algoritmasin1 belirleyebilecegi

goriilmistiir (114).

Anti-onkogenik etkilerinin disinda ekzosomal miRNA’larin influenza viriisii
enfeksiyonuna kars1 antiviral ve inflamatuar cevaba aracilik edebilecegi de

gosterilmistir (114).

MiR-483-3p’nin, IGF-1 sinyal iolu lygoluyla akut miyokard infarktiisiinii diizenledigi,
takiben fonksiyonel restorasyonu destekleyebilecegini ortaya koyulmustur (115).

Israil’de yapilan bir calismada 9,042 YUT ile dogan bebek kanser gelisimi
acisindan takip edilmis. Kontrol grubuyla kiyaslaninca retinoblastom ve bobrek
tiimorlerinde artmis risk goriilmiis ancak bu risk istatistiksel anlamli bulunmamis
(116). Epigenetik mekanizmalar karsinojeneze katkida bulundugu bilinmektedir.
Bu nedenle YUT prosediirlerinin  neden oldugu gen ekspresyonunun
modifikasyonu c¢ocukluk c¢ag1 kanserlerinde rol oynayabilir. Dolayisiyla bu
bebeklerin cocukluk cagi kanserleri agisindan da takip edilmesinin gerekli

oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizda belirledigimiz hedef miRNA’lar ile konjenital anomaliler
arasinda baglanti1 bulamadik. Bunun i¢in daha fazla hasta sayis1 ve hedef miRNA

ile yapilacak olan ileri ¢caligmalara ihtiyag vardir.
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Sonug olarak; YUT kullanilarak dogan ¢ocuklar miR-145 ve miR-483 ile
iligkilendirilen hastaliklar agisindan hayatlar1 boyunca yakin takip edilmelidir.
YUT vyeni bir teknolojidir. Bu yiizden YUT ile dogan cocuklarin eriskin
yasamlarinda ne gibi saglik sorunlartyla karsilastigt heniiz net olarak
bilinmemektedir. Gelecekte miRNA’larin  biyobelirteg¢ olarak  kullanimi
gerceklesebilir. Giiniimiizde miRNA’larin hastaliklara 6zgii tan1 ve tedavilerde
kullanimi i¢in ciddi ¢aligmalar bir¢ok ila¢ firmasi tarafindan devam etmektedir.
Literatiirde birgok hastalik ile iligkilendirilen ve klinik Onemi gittikce artan
miRNA’lar daha Once yenidoganlarda hi¢ incelenmemistir. Calismamiz bu
ozelligiyle bir ilktir.

Infertil ciftlerin YUT ile gebe kalmadan énce miRNA profilleri bakilarak;
gebeligin  gerceklesmesi halinde bebekte olabilecek hastaliklar, konjenital
anomaliler ~ konusunda  tanimlanan miRNA’larin  biyobelirteg  olarak
kullanilabilmesi gelecekte miimkiin gériinmektedir. Bunun i¢in ebeveynlerin de

miRNA profillerinin incelendigi ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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6. OZET

Yardime1 Ureme Teknikleri Kullamilarak Ve Kullanilmadan Dogan

Bebeklerde MikroRNA Profillerinin Karsilastirilmasi

Yardimer Ureme Teknikleri insan infertilitesinde rutin bir tedavi haline
gelmis olmasina ragmen YUT ile dogan yenidoganlardaki perinatal, natal ve
postnatal sorunlarin nedeni tam olarak aciga cikarilamamustir. YUT ile dogan
bebeklerde kardiyak, norolojik, kas iskelet sistemi Urogenital sistem ile ilgili
anomaliler YUT kullanilmadan dogan bebeklere gore daha yiiksektir. Yardimci
iireme tekniginde, dogal gebelige gore oosit ve embriyo gelisimi dramatik olarak
degismektedir. Epigenetik bazi faktorler, olusan germ hiicreleri ve embriyonun
gen ekspresyon diizenini kalici olarak degistirmektedir. Epigenetik 6nemli bir
faktor de miRNA’dir. MiRNA’lar kiigiik kodlanmayan ve gen ekpresyonunu
diizenleyen RNA’lardir. Literatiirde c¢ok sayida hastalikla iligkili miRNA
degisiklikleri bildirilmistir.

Calismanin amact YUT kullanilarak ve kullanilmadan dogan bebeklerin
miRNA profilinin farkli oldugunu ve bu profilin konjenital anomali ile iliskili
olup olmadigin1 gostermektir.

Calismaya YUT kullanilarak dogan 21 bebek ile YUT kullanilmadan dogan
18 bebek alindi. Hastalarin fizik muayene bulgular1 kaydedildi Hastalardan
miRNA eldesi i¢in vendz kan 6rnegi alindi. Hedef miRNA’lar infertilite iliskili
miRNA’lar arasindan belirlendi. Hedef miRNA’larimiz: miR 17-5p, miR 21-5p,
miR 23a-3p, miR 92a-3p, miR 141-3p, miR 145-5p, miR 191-5p, miR 483-3p.
Referans olarak miR 16-5p kullanildi.

YUT kullanilarak dogan bebeklerde miR-145’i anlamli derecede artmis
saptadik (p<0,05). YUT grubunu kendi icinde kiyasladigimizda ise ICSI
kullanilarak doganlarda miR-145 ve miR-483’li anlamli derecede artmis saptadik
(p<0,05).

YUT kullanilarak dogan bebekler ile kontrol grubu anomali varlig1 agisindan

kiyaslandiginda YUT grubunda bu oran yiiksek ve anlaml1 bulduk
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(p<0,05). Konjenital anomali varligi ile hedef miRNA profili arasinda baglanti
bulamadik.

Sonug olarak, YUT kullanilarak dogan ¢ocuklar miR-145 ve miR-483 ile
iliskilendirilen hastaliklar a¢isindan hayatlar1 boyunca yakin takip edilmelidir.
MiRNA’larin  biyobelirte¢  olarak  kullanilabilmesi  gelecekte ~ miimkiin
goriinmektedir. Bunun i¢in ebeveynlerin de miRNA profillerinin incelendigi ileri

caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Yardimci tireme teknikleri, miRNA, yenidogan, konjenital
anomali, miR-145-5p, miR 483-3p
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7. ABSTRACT

Comparison of MicroRNA Profiles in Infants Born with and without Assisted

Reproductive Techniques

Although assisted reproductive techniques have become a routine treatment
in human infertility, the cause of perinatal, natal and postnatal problems in
newborns born with ART has not been fully explained. In infants born with ART,
cardiac, neurological, musculoskeletal system anomalies related to the urogenital
system are higher than infants born without ART. In assisted reproductive
technology, oocyte and embryo development varies dramatically according to
natural pregnancy. Some epigenetic factors permanently alter the germ cells and
the embryo's gene expression regulatory system. An important factor in
epigenetics is miIRNA. MIRNAs are RNAs that are not small encoded and
regulate gene expression. Numerous disease-related miRNA changes have been
reported in the literature.

The aim of the study is to show that the miRNA profile of infants born with
or without ART is different and whether this profile is related to the congenital
anomaly.

21 babies born using ART and 18 babies born without ART were included
in the study. The physical examination findings of the patients were recorded.
Venous blood samples were taken from the patients for the miRNA end. Target
miRNAs were identified among infertile-associated miRNAs. Our target
miRNASs: miR 17-5p, miR 21-5p, miR 23a-3p, miR 92a-3p, miR 141-3p, miR
145-5p, miR 191-5p, miR 483-3p. As a reference miR 16-5p was used.

In infants born using ART, we found that miR-145 increased significantly (p
<0.05). When we compared the ART group in themselves, we found that miR-145
and miR-483 increased significantly at birth using ICSI (p <0.05).

When compared with infants born using ART in terms of anomaly of the
control group, we found that this rate was high and significant in the ART group
(p <0,05). We could not find a link between the presence of congenital anomaly
and the target miRNA profile.
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As a result, children born using ART should be closely monitored
throughout their lives for the diseases associated with miR-145 and miR-483. It is
possible in the future that miRNAs can be used as biomarkers. For this, there is a

need for further work by parents to examine miRNA profiles.

Key words: Assisted reproductive techniques, miRNA, newborn, congenital
anomaly, miR-145-5p, miR 483-3p
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9. EKLER

Ek 1. Aydinlatilmis Onam Formu.

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Katilimc1 / Gonalliiniin Protokol Numarast:

1. Aragtirmayla Ilgili Bilgiler:
Arastirmanin Adr: Yardimei Ureme Teknikleri kullanilarak
ve kullanilmadan dogan bebeklerde MikroRNA profillerinin

kargilagtirtlmast

Aragtirmanin Igerigi: Tiip bebek ile dogan gocuklarda normal gebelikle dogan gocuklara gore
daha fazla siklikta (yaklasik 1,36 kat) konjenital anomaliye (dogustan yapisal
problemler) rastlanmaktadir. Bu sikligin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Ozellikle
epigenetik faktorlerin bu siklikla tizerinde en 6nemli rol oynadigi dustinilmektedir.
Epigenetik faktorlerden en oOnemlileri miRNA’lardir. Literatirde erkek ve kadin
infertilitesi (kisirlik) ile ilgili ¢ok sayida tanimlanmig miRNA mevcuttur. Tup bebek ile
doganlarda yapisal problemlerin neden kaynaklandigi net olarak bilinememektedir.
Caligmamizda yeterli fertilizasyonu olmayan (kisir bireylerde) bireylerde daha once
tammlanmig miRNA profilleri ile tip bebek ile dogan bebeklerdeki miRNA arasinda
baglantt olup olmadigint sorgulanacaktir. Bu c¢aliymadan g¢ikacak sonuca gore
miRNA’lar tiip bebek oOncesi bireylerde anomali riskinin belirlenmesi ve takip

edilmesinde biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyeli tagimaktadir.

. Arastirmanin Amact: Hastalarda bakilacak olan infertilite ile ilgili miRNA’larin YUT ile

[}

doganlarda farkli ve anomali ile iliskili bulunmasi halinde: infertil ¢iftlerin YUT ile gebe
kalmadan 6nce miRNA profilleri bakilarak gebeligin gerceklesmesi halinde anomali riski
konusunda  tanimlanan ~ miRNA’larin  biyobelirteg  olarak  kullanilabilmesi

saglanabilecektir.

b. Arastirmanin Nedeni:
( ) Bilimsel arastirma

(x ) Tez galigmasi
c. Arastirmanin Ongoriilen Siiresi:1 YIL
d. Arastirmaya Katilmas: Beklenen Katilimci/Goniillii Sayisi: 100

e. Arastirmada izlenecek Deneysel Islemler:
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Hastalardan hedef miRNA analizi igin ginin herhangi bir saatinde, hasta ve kontrol
gruplarina mensup bireylerin 2 cc periferik venéz kan ornegi EDTA’l1 tiipe alinacaktir.

Bunun diginda bir miidahale yapilmayacaktir.

2. Gonuallinin/Katilimeinin Uygulama Sirasinda Karsilagabilecegi Riskler ve Rahatsizliklar:

Periferik kan 6rnegi alinirken yeterli kani alirken zorluk yasanmasi, ignenin girdigi yerde

yerinde gegici agr1, kizariklik olmasi diginda beklenen ciddi bir etki yoktur.

Yukarida agiklanan aragtirma sirasinda uygulanacak olan iglemlerin bana agagida belirtilen

riskleri ve rahatsizliklar1 getirebileceginin bilincindeyim:

3. Gonilluler/Katilimeilar Igin Aragtirmadan Beklenen Yarar;

Calismamizda infertilite iliskili miRNA profilinin, YUT ile gelisen gebelikten dogan
bebekler ve spontan gebelikten dogan bebekler arasinda farklilik olup olmadiginin
gosterilmesi amagland1. YUT ile geligen gebelikten dogan gocuklarda miRNA farkliliginin
bulunmasi durumunda bu hastalardaki anomali ile iligkisi degerlendirilecektir. Calismamiz
ile 6nemli bir epigenetik faktor olan miRNA’nin bu anomali gelisme riskini belirlemede
yerinin saptanmast adina 6nemli bir bilimsel bilgi saglayacaktir. Eger spesifik miRNA
iligkisi gosterilir ise infertil bireylerin YUT ile gebe kalmadan énce miRNA profillerine
gore gebelikteki olasi anomali riskleri verilmesi saglanmis olacaktir. Bu riskin saptanmasi
prenatal tami ve takipte kolaylik ve ekonomik kazang saglayacaktir. Tanimlanan
miRNA’lar YUT oncesi bireylerde anomali riskinin belirlenmesi ve takip edilmesinde

biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyeli tagimaktadir.

4. Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandirilmasi:

Aragtirmanin yuritilmesi swrasinda olast yan etkiler, riskler ve zararlar ile haklarim

konusunda bilgi almak igin asagida belirtilen kisiyle baglanti kurmam yeterli olacaktir.

Adi- Soyadt: Dr. Bagak Goziim. Telefon: 0-242-2496520
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. Zararlarin Kargilanmast:
Caligmada agir bir komplikasyon gelismesi beklenmemekle birlikte, kan alim yerinde
uygulanan isleme bagli olarak gelisebilecek kizariklik, morarma, agri gibi

komplikasyonlarin Dr. Basak Gozim tarafindan yerinde ve zamaninda tibbi mudahale

yapilarak giderilecegi bana bildirildi.

. Aragtirma Giderleri:

Arastirma kapsamindaki butiin iglemler igin benden ya da bagl bulundugum sosyal

giivenlik kurulugundan higbir ticret istenmeyecektir.

. Gonullilik, Caligmay1 Reddetme ve Calismadan Cekilme Hakki, Caligmadan Cikarilma:
Arastirmaya higbir baski ve zorlama altinda olmaksizin gonillt olarak katiliyorum.
Aragtirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

Sorumlu aragtirmaciya haber vermek kaydiyla, higbir gerekce gostermeksizin istedigim
anda bu galismadan gekilebilecegimin bilincindeyim.

. Calismanin yaraticasi olan aragtirmact ya da destekleyen kurulus, ¢aligma programinin

gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle ya da arastirma proseduriine bagl olarak

onayimi almadan beni ¢aligma kapsamindan ¢ikarabilir.

. Gizlilik:

Calisma stresince tutulan bitin kayitlar ve dosya bilgileri gerektiginde, Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi, calisma ile ilgili hekimlerinin bilgisi olacaktir. Caligmanin

sonuglart bilimsel toplantilar ya da yayinlarda sunulabilir. Ancak, bu tiir durumlarda

¢ocugumun kimligi kesin olarak gizli tutulacaktir.

10. Caligmaya Katilma Onay1:

Yukarida yer alan ve aragtirmadan once goniilliye / katilimciya verilmesi gereken bilgileri
gosteren Aydinlatiimis Onam Formu adli metni kendi anadilimde okudum ya da bana
okunmasint sagladim. Bu bilgilerin igerigi ve anlami, yazili ve sozlu olarak agiklandi.
Aklima gelen biittin sorulart sorma olanagi tanindi ve sorularima doyurucu cevaplar aldim.

Caligmaya katilmadigim ya da katildiktan sonra ¢ekildigim durumda, higbir yasal
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hakkimdan vazgeg¢mis olmayacagim. Bu kosullarla, soz konusu aragtirmaya higbir baski ve

zorlama olmaksizin goniillii olarak katilmayi kabul ediyorum.

Bu metnin imzali bir kopyasini aldim.

Gonallaniin / katthmeinin Adi- Soyadt:
Yas ve Cinsiyeti:
Imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar igin;
Veli ya da Vasinin Adi- Soyadt:
Imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Agiklamalari Yapan Arastirmacinin Adi- Soyadi:
Imzasi:

Tarih:

Onam alma igslemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulug gorevlisinin
Adi- Soyadt:

Imzasi:

Gorevi:

Tarih:
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Ek 2. Klinik Arastirmalar Etik Kurul Onay1.

KARAR
BILGILERI

T.C
AKDENIZ UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
2016
KARAR
. ETIK KURULUN ADI Akdeniz Universitesi Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu |
== < Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Morfoloji Binasi A Blok
= ACIK ADRES: 1. Kat No: A1-05 Kampiis /ANTALYA
: < TELEFON 0 (242) 249 69 54
EE FAKS 0 (242) 249 69 03 B
| E-POSTA etik@akdeniz.edu.tr
SORUMLU ARASTIRMACI
UNVANVADISOYAD] | D05-Dr-Ercan MIHCI
ARASTIRMANIN ACIK | Yardimei Ureme Teknikleri Kullanilarak ve Kullaniimadan Dogan Bebeklerde MikroRNA
ADI Profillerinin Karsilastinlmas:
Karar No: 141 | Tarih: 24.02.2016

Yukarida bilgileri verilen ¢aligmanin biitgesinin Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koondinusyoh
Birimi tarafindan karsilanmasi kosulu ile yapilmasinda bilimsel ve etik agisindan sakinca olmadi#ima o birligi
ile karar verilmistir,

Arastirmaciya galismalarinda basarilar dileriz.

AN

Prof.Dr. Arda TASATARGIL
Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskam

W /

k /
mex.[ﬂ. TASATARGIL Ogr.Gor.Dr M., Lev/én 0OZGONUL Prof.Dr.Can CEV/KOL
Bagkan Baskan Yardimersi Uye
Prof.Dr.Murat CANPOLAT Prof. Dr.Dilara INAN Prof.Dr.Necmiye HADIMIOGLU
Uye Uye (lzini ) Uye (Izinli)
£ .
,:y
Prof.Dr.Giilay OZBILIM Dog.Dr.Gl ¢ BAYSAL
Uye (lzinli) Uye

Dog.Dr.Doga TURKKAHRAMAN

Uye

Dog.Dr.Dijle KIPMEN KORGUN

[~ Uye
Y
Av.Mustafa ACIKEL Ala ALTUN
Uye(izinli) Uye
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