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OZET

Aslan, H. Inhibin Polimorfizminin Tiip Bbek Tedavisinin
Arastirllmas1 .Yeditepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip

Anabilim Dali, Yiiksek Lisans. Istanbul, 2019

Infertilite, en az bir y1l boyunca korunmasiz iliskiye ragmen, hamile kalmanmn
imkansizlig1 olarak tamimlanir. Infertilite, hem implantasyon basarisizliklarina hem de
tekrarlayan diisiikleri meydana getirebilmektedir. Uremeye yardimci tedaviler bu infertil
hastalara bir umut teskil etmektedir. In vitro fertilizasyon (IVF) sikluslarindan once,
yumurtalik rezervinin degerlendirilmesi ve kadinlarin {ireme potansiyeli hakkinda
folikiiler bazda da incelenerek, doktor hastanin spesifik infertilite tedavisine karar

vermesi konusunda yardimci olur.

Giinlimiize kadar, stimulasyon sonrasi elde edilen oositlerin sayisini ve kalitesini
arastirmak i¢in bir cok calisma yapilmistir. Son yillarda yapilan calismalar, inhibin b

gen polimorfizmleri ve serum FSH seviylerinin korelosyonunu arastirmistir.

Yaptigimiz bu calismada, Inhibin B INHIBIN B (INHBB) rs57802235
polimorfizmi ve serum FSH seviyelerinin oosit maturasyonu ustundeki etkisini ilk kez
Turk toplumunda arastirdik. Rastgele secilen infertile hastalarda INHBB geninde %96
(50 hastada) dogal tip olan G/G alleleri goézlemlenmistir. Heterozigot mutant allel
A/G %4 saptanmistir. Mutant allel sadece %2 olarak gozlemlenmistir. Yaptigimiz bu
calismalar, ileriki calismalara isik tutmakta ve hasta sayisi arttirilarak projenin devam

edilmesi planlanmaktadir.

Anahtar kelimeler : Aktivin, INHBB, Polimorfizim, Tiip Bebek,



ABSTRACT

Aslan, H. Investigation of IVF treatment of  Inhibin
Polyomorphism .Yeditepe University Institute of Health Sciences, Department of

Molecular Medicine, Master’s Degree. Istanbul, 2019.

Couples are considered to be infertile when they cannot become pregnant within
one year of unprotected sex. Infertility can result in implantation failures and
miscarriages. Assisted reproduction technologies (ART) are one of the options that can
be applied to these patients. Prior to in vitro fertilisation (IVF) cycles, the ovarian
reserve of the women and the number of follicules should be assessed. The gynecologist
then can decide on the optimum stilmulation cycle.

Several studies have been conducted to determine the number and quality of the
oocytes that can be obtained from the women following the stimulation. Recent studies
have proposed that serum inhibin B levels can be a good marker to determine the

development of mature oocytes as well as the pregnancy rates.

In this project, we aimed to investigate the possible correlation between INHIBIN 3 B
(INHBB) gene 1s57802235 polymorphism and the serum FSH level as well as the
mature oocytes in the Turkish population. Infertile patients were selected randomly and
96% of these patients had G/G wild type alleles. The heterozygote mutant allele A/G
was observed in 4% of the patients. Mutant allele was only observed in 2% of the

patients. This project will be based on the future projects and further studies will be pe

Key words : Activin, Invitro fertilization, INHBB,Polymorphism



1.GIRIS VE AMAC

Infertilite, en az bir y1l boyunca (ya da belirli kosullar altinda alt1 ay siireyle)
siklikla korunmasiz iligkiye girmesine ragmen, hamile kalmanin imkansizli§i olarak
tanimlanir. Infertilite, bir kadmm hamileligini tam zamanma kadar siirdiirememesi

durumu olarak da gosterilebilir. (diisiikk yapma ile sonuglanir). (1)

Bir in vitro fertilizasyon (IVF) programina girmeden 6nce, yumurtalik rezervinin
degerlendirilmesi, kadinlarin tireme potansiyeli hakkinda folikiiler tiikkenme ve oosit
kalitesi de dahil olmak tiizere bilgi verir ve doktorun hastanin optimal infertilite

tedavisine karar vermesine izin verebilir. (2,3)

In vitro fertilizasyon (IVF) sikluslar1 gegiren kadinlarda adet dongiisiiniin cesitli
giinlerinde folikiiler sivi ve serum inhibitin-B seviyelerini karsilastirilmasi, yumurtalik
yanit1 ve gebelik ile korelasyonlarini saptamayr amaclamaktadir. Follikiiler Siv1 veya
serum Inhibin-B Seviyesi; IVF Hastalarindaki Follikiiler Gelisimini Saptamada Daha
Etkili Bir Belirtegtir. (4)

In vitro fertilizasyon (IVF) tedavisi planlanan hastalarin farkli giifilere takabul
eden menstriiel sikluslariin follikiiler s1v1 ve serum inhibin-B seviyelerini tespit ederek,

bu parametrelerin over cevabi ve gebelikle iliskilerini ortaya koymay1 amaclandi. (4)

Inhibin B, tek basma FSH tarafindan uyarilmaz, ancak IGF-I(insulin benzer
biiyiime faktorli) varliginda FSH tarafindan uyarilir. Aksine, inhibin A, preantral
follikiiller tarafindan salgilanmaz. FSH, kii¢iik antral follikiillerinden inhibin A salgisini
uyarir ve inhibin A sekresyonu, IGF-I varliginda FSH stimiilasyonu tarafindan tercih
edilir. Boylece FSH ve biiylime faktorleri tarafindan hem folikiil gelisimi hem de
diizenlenmesi asamasi inhibin B ve inhibin A'nin diferansiyel ayarlanmasina katkida

bulunur. (5)

Bu calismada bizim amacimiz,Primer Infertilite tanis1 konulan ve IVF tedavisi
goren hastalarda, Inhibin proteininin A ve B alt linitesini kodlayan INHB A ve INHB B
gen polimorfizmlerinin serum FSH ve matiir oosit miktar: ile iliskisinin aragtirilarak
inhibin gen polimorfizmlerinin Tiirk popilasyonunda tiip bebek tedavisine yanitta rol

oynayip oynamadiginin incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. insan gametogenezi ve fertilizasyon
2.1.1. Embriyonik gelisim

Primordial germ hiicreleri, insan embryolarmin gelisiminin dordiincii haftasinda
yolk kesesinin endoderminde goriilmeye baslanir. Altinci haftaya gelince, buradan
genital bolgelere go¢ eden bu hiicreler, primitif gonadlarla burada iliski kurmaya baslar.
Boylelikle testis veya over halini alma duruma gelirler.

Seks kromozomlarina bagli olarak testis ya da overe farklilasan germ hiicreleri, bu
organlarda kalmaya devam ederler. Hem spermatogenez hem de oogenez mayoz
boliinmeyle gerceklesen olaylardir fakat detaylardaki ve zamanlamadaki farkliliklar
yavrularda onemli klinik ve genetik sonuglar dogurabilir. Disilerde mayoz, fetal
yasamin basinda bir kez baslatilir ve az sayida germ hiicresi mayoza girer. Buna karsin
erkeklerde mayoz siireklilik arz eder ve erkegin hayati boyunca ¢ok fazla germ hiicresi

mayoz boliinmeye girebilir. (6)

sindirim Borucugu  Arka bagirsak
Allantois Genital

bolge

Arka bagirsak

{
- Primordial
germ hucreleri

Kloak
kanali
Vitellus kesesi

A

Sekil 2-1 : Embriyoda dordiincii haftadan sonra germ hiicrelerinin hareketi. (7)



2.1.2. Sperm Oosit Etkilesimi:

Yumurtanin fertilizasyonu genelde ovulasyon aninda yada takip eden 24 saat
icerisinde fallop tiiplerinde gergeklesir. Spermin {izerinde bulunan bir dimerik
glikoprotein olan fertilin oosit plazma membrani iizerindeki bir protein ile baglanir ve

sperm oosit birlesmesini indiikleyebilir. (8)

Sekil 2-2 : Sperm yumurta birlesmesi. (9)

2.1.3. Sperm Aktivasyonu ve kapasitasyonu

Erkek gamet, bir oositin basariyla dollenmesinde gerekli olan adimlari
baslatmadan once, sperm hiicresi kendiliginden aktiflestirilmelidir; bu davranissal,

fizyolojik ve yapisal degisiklikler iceren bir siiregtir.

S6z konusu bu adimlari, motilite, kapasitasyon, akrozom reaksiyon, ZP

penetrasyonu, oolemma baglanma ve membran flizyonundaki degisikliklerdir. (10)

Spermatoozoa ejakulassyon sonrasi hemen dolleme yetenegine sahip degildir.
Disi genital kanalinda belli bir zaman periyodundan sonra fertilizasyon kapasitesini
(kapasitasyon) yapma kapasitesini gelistirir, Kapasitasyon sirasinda,  spermlere
"yumurta hiicresine" baglanmak ve niifuz etmek icin "kapasite" kazandiran bir dizi
degisiklik yapilir. Bu degisiklikler, membran akiskanligi, kolesterol sizintisi, sperm
membran potansiyelini degistiren iyon akimini, proteinlerin tirozin fosforilasyonunun

artmasi, hiperaktif motilite indiiksiyonu ve akrozom reaksiyonunu icerir. (11)



Bu olaylari, cAMP, protein kinaz A, reseptor tirozinkinazlari ve reseptor
olmayan tirozinkinazlari igeren hiicrei¢i sinyal yollarmin aktive edilmesiyle diizenlenir.
Bir dizi farkli molekiil, kalsiyum, bikarbonat, reaktif oksijen tiirleri, progesteron,
anjiyotensin ve sitokinler gibi birtakim molekiiller bu olaylarin olmasina destekleyen

faktorlerdir. (11)

2.1.4. Akrozom reaksiyonu

Akrozom, sperm kafasinin 6n kismini kapsayan membrana baglh bir baslik;
Hyaluronidaz, akrosin, proakrosin, fosfataz, arilsiilfataz, kollajenaz, fosfolipaz C ve j-
galaktosidaz gibi genis bir hidrolitik enzim dizisi igerir. Akrozom, erken spermatidin
Golgi sisteminde, kiiciik vezikiilleri bir araya getiren etrafinda konsantrik olarak
diizenlenmis membranlar serisinden kaynaklanir. Ancak Ca+2 mevcut oldugu
durumlarda akrozom reaksiyonu gerceklesebilir. (12) Akrozom reaksiyonu sadece Ca+2
mevcut oldugunda olustr. Kalsiyumun akisi akrozom zarinin flizyonuna ve akrozom
igeriginin egzositozuna neden olur. Eksikositoza yol acan olaylarin sirasi, asagidakileri

igcererek, potansiyel ikinci isaret mekanizmasini icermektedir.
Hiicre i¢i kalsiyumdaki degisiklikler

* cAMP ve fosfokinaz A'nin aktivasyonu

Fosfatidik asidi olusturan Fosfolipaz D. (12)

2.1.5. Oosit aktivasyonu
2.1.5.1. Zona pellusuida(zp)

Zona pellusida, biiyliyen oosit tarafindan salgilanan, farkli kalinliktaki
glikoproteinlerden olusan, oosit ve gelisimini siirdiiren embriyo etrafinda koruyucu bir

tabaka saglayan tabakadir. (13)

Bir yumurta eger Zona pellusidasi yoniinden eksik ise bu tiir yumurtalara sahip disiler
infertildirler. Yumurtanin fertilizasyonunda yumurtada bulunan zona pellusuidanin
fonksiyonlart; iizerinde bulunan glikoproteinler tarafindan gerceklestirilir. (14) Bu
glikoproteinler, glikolizasyon ve siilfatasyonu kapsayan yogun post-translasyonel

modifikasyonlara bagli olarak heterojenite gosteren ZP1, ZP2 ve ZP3’tiir. (15)



Bu glikoproteinler sperm reseptorii olarak fonksiyon goriirler. ZP3 molekiiliiniin
sperm reseptorii olarak fonksiyon goérmesi fertilizasyon olaymin birinci basamaginda

anahtar rol oynar. (16)
2.1.6. Sperm Oosit Birlesmesi

Gametler arasindaki zar fiizyon islemi, sicaklik, pH ve Ca2+ baglidir ve iki
membranin birbirine yakin olmasi gerekir.Fiizyon, membrana bagl proteinler tarafindan
aracilik edildigi veya kolaylagtirllmis gibi goriinse de, glikoproteinlerin terminal
sakaritleri dogrudan islemde yer almaz.Zonanin penetrasyonu sirasinda, spermatozoon
akrosomal icerigini kaybeder ve sadece i¢ akrosomal zar zona ile dogrudan temas
halindedir.Oosit zarmin yiizeyi, gamete flizyonunu kolaylastirmak i¢in esit araliklarla
yerlestirilen kisa mikrovillilerde olusur; Bu mikrovilliler, karsit elektrostatik yiiklerin

iistesinden gelmeye yardimci olabilecek kii¢iik egimli yarigapina sahiptir. (12)

Ortamda birden fazla sperm olma ihtimalinin yiiksek olmasina karsin, ovuma
giren bir tek sperm, diger spermlerin ovuma girmesini engelleyen bir seri biyokmyasal

degisikliklere sebep olur.
2.1.7 Zigot Olusumu

Fertilizasyon gergeklesir gerceklesmez mayoz 2 de boliinme devam eder ve
ikinci polar cisim olusur. Bu olusan yapiya proniikleus’u olusturur ve zigot adini alir.
Bu agamadan sonra zigot mitoz bdliinmeyle biiyiir. (17) 3. giiniinde 8 hiicreli halini alir

(sekil 2-5) ve embriyonik gelisimin 5.giinlinde de blastosit asamasina ulasir (sekil k).
(6)

Sekil 2-3: Metafaz 2 asamasinda dollenmeye hazir yaumurta(18).



Sekil 2-4: Normal fertilizasyon (Dollenme) gergeklesmis yumurta. (19)

Sekil 2-5: Dollenme isleminden 3 giin sonra 8 hiicreli embriyo. (20)

Sekil 2-6: Dollenme isleminden 5 giin sonra blastosit asamasinda embriyo.(21)

2.2.Reprodaktif Endokrinoloji

2.2.1. Disi Reprodaktif Endokrinolojisi

Disi reprodaktif sistemini birbirleriyle birlikte gérev yapan hormonlar, overler,
hipotalamus ve ©On hipofiz bezi olusturur. Hipotalamus, kiiciik bir peptid olan

gonadotropini serbest birakan hormonu (GnRH) salgilar, Bu hormon luteinizan



hormonunu (LH) ve follikiil stimiile edici hormon (FSH) 1 kontrol altima alir ve
diizenler. LH ve FSH de 6n hipofiz bezlerinden salgilanirlar. Tiim bu hormonlar, 1 ile 4
saat arasinda kiiclik miktarlarda salgilanirlar ve oviilasyonu destekleyip, disi seks
hormonlar1 olan dstrojen ve progesteron hormonlarinin salgilanmasini stimiile ederler.

(22)

7~/ HirotaLamus

PORTAL
VESSEL

ON HiPOFiZ

[
|
J

OVARYEN FOLIKUL

Sekil 2-7: Uremenin endokrinal kontrol semas. (23)

Ostrojen ve progesteron hormonlar1 kanda proteinlere bagli olarak hareket
etselerde aktif durumda degildirler. Sadece proteinlere bagli olmayan progesteron ve
Ostojenin aktivitesi gdzlemlenmistir. Disi iireme organlar1 olan gogiis, vajina ve rahmi
stimiile eden bu hormonlar, oviilasyon haricinde gonadotropin salgilanmasini inhibe

ederler. (22)

Dogum sirasinda kandaki LH ve FSH seviyeleri yiiksekken daha sonra bu
seviyeler ergenlige kadar ¢ok diisiiktiir. Ergenlige girisi tetikleyen sebepler tam olarak
kesin olmasa da, cocuklukta GnRH’nin inhibe edildigi, ergenlige giriste salgilanmasinin
tekrar bagladig bilinmektedir. Ergenligin basinda GnRH 06strojen ve progesterona karsi
daha az duyarlidir. Boylelikle, GnRH seviyeleri artar ve domino etkisi gostererek LH ve
FSH salgilanmasina yol acar ki bu iki hormonda disi seks hormonlarini, 6zellikle de
ostrojeni uyarir. Ostrojen, bu dénemde ikincil seksiiel karakteristiklerin gelisimini
stimiile eder. Kasik ve koltuk alt1 killarinin ¢ogalmasi bir baska hormon olan DHEA

tarafindan uyarilir. (22)



Kadinlar, ergenlikle beraber menapoza kadar menstural dongiiye girerler.
Mensturasyon, vajinadan, endometriyumunun periyodik olarak yikilmasiyla rahimden
gelen kanin disar1 atilmasidir. Bu olay, hamilelik olmadigi durumlarda Ostrojen ve
progesteronun oviilasyonu takiben ani bir sekilde diisiise gecmesiyle gergeklesir. (Sekil
2-9) Menstrual dongii overin durumuna gore fazlara ayrilir. Over folkiiler, oviilatuar ve

luteal fazlarindan geger ve menstural dongiiyli tamamlar. (22)
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Sekil 2-8 : Beyin — Ureme organlari Hormonal aks (24).

Folikiiler faz silire acisindan diger fazlardan farklilik gosterir. Bu fazin ilk
yarisinda folikiiller gelisir, 6n hipofizdeki gonadotropinlerde diisiik seviyede LH ve
FSH vardir. Ostrojen ve progesteron seviyeleri de diger fazlara gore diisiiktiir. Bundan
dolay1 genel FSH seviyesi biraz artar ve folikiillerin biiylimesi tetiklenir. FSH artisindan
1-2 giin sonra kandaki LH seviyesi de artmaya baglar boylece over folikiilleri estradiol
iretmeye baglar. Estradiol LH ve FSH iiretiminin artirmasma ragmen LH ve FSH
salgilanmasini inhibe ederek kandaki LH ve FSH seviyelerini belirli sinirlar iginde
kalmasin1 saglar. (25) Folikiiler fazin ikinci boliimiinde overde segilen folikiil olgunlasir
ve hormon salgilayan granuloza hiicrelerinin sayist artar. Bu sirada FSH seviyesi diiger

fakat LH seviyesi fazla etkilenmez.



Bunun sebebi estradiolun FSH’yi LH den daha fazla etkilemesidir. Buna ek olarak
gelisen folikiiller inhibin adi verilen bir hormon salgilar ve inhibin de FSH’nin
baskilanmasinda ve seviyesinin diismesinde etkin rol oynar. Inhibin FSH seviyesini
diisiiriirken LH seviyesine etkisi goriilmemistir, bu ylizden folikiiler fazin bu boliimiinde

LH seviyesi daha yiiksek kalir. (25)

Folikiiler fazdan sonra olan oviilatuar fazda progesteron artar ve saklanmis olan LH
serbest birakilarak ani bir LH yiikselmesi yasanir. Bu donemde FSH de ani sekilde
yiikselir ve diiser. Bu faz 36-48 saat siirdiigiinden dolayr hormon seviyeleri ¢ok cabuk
bir sekilde eski hallerine doner. (26) Overden gectikten sonra dominant folikiil corpus
luteum halini alir. Bu faz neredeyse her zaman 14 giin siirer ve hamilelik olmadigi
durumlarda corpus luteum dejenere olarak viicuttan atilir. Corpus luteum periyodik
olarak progesteronu yavas yavas artirir. Yiiksek dozlardaki progesteron embriyonik
implantasyonu saglayabilmek i¢in hormon salgiyabilen endometriyumun gelisimini
stimiile eder. Progesteron termogenik oldugundan basal metobilk 1s1 bu dénemde 0.5
derece yiikselir. Kandaki estradiol, progesteron ve inhibin seviyeleri, bu doénemde
yiiksek seyrettiginden, LH ve FSH diisiis igerisindedir. Hamiligin olmadig1 durumlarda
progesteron ve estradiol bu fazin son boliimiinden ani diiserek corpus luteumu corpus

albicans’a doniismesini tetiklerler. (26).

Tablo 2-1: Kadin Ureme Sisteminde rol alan hormonlar ve gorevleri

KADIN UREME SURECINDE ONEMI OLAN HORMONLAR

1Hormon Kaynak Gorevi

GnRH Hipotalamus On hipofiz bezini uyararak FSH
ve LH salgilanmasini saglar.

FSH On hipofiz Yumurtaliklari uyararak
olgunlasmis folikiillerin

gelisgmesinde rol oynar, bu
folikiiller ~ yiiksek  miktarda
Ostrojen salgilanmasina neden
olur.

LH On hipofiz Folikiilden yumurtanin
salinmasmi saglar. Folikiil daha
sonra korpus luteuma doniiserek
progesteron salgilar.

Ostrojen Yumurtalik (folikiil) Uterusun endometriyumunun
onarimini uyarir.

Progesteron Yumurtalik (korpus luteum) Uterusun kalinlagmasini saglar.

Prolaktin On hipofiz Dogumdan sonraki siit tiretimini
saglar.

Oksitosin Arka hipofiz Siitiin akmasini saglar.

Andojen Adrenal bezleri Cinsel diirtilyii uyarir.

Hcg Embriyo Progesteron tiretimini uyarir.
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Sekil 2-9: Normal menstural dongiide, hipofiz gonadatropinleri, 6strojen hormon tiirevi
E2, progesteron ve endometriyumdaki dongiisel degisiklikler. (27)

2.2.2. Erkek Ureme Endokrinolojisi

Erkeklerdeki iireme endokrinolojisi kadinlara gore daha basittir fakat
erkeklerdeki infertilite oran1 bunun tam tersini géstermektedir. Erkek embriyo SRY geni
sayesinde hamileligin 9. Haftasinda gonadlar1 gelistirmeye baslar. On hipotalamustan
salgilanan GnRH testikiiler fonksiyonlar1 kontrol eder. GnRH ayni zamanda on
hipofizden salgilanan LH ve FSH hormonlarinin {iretimi ve salgilanmasini da kontrol
eder. LH ve FSH kan dolagimina ani patlamalarla verilir ve bu da Leydig ve Sertoli
hiicrelerindeki reseptorleri aktive ederek testeron salgilanmasi ve spermatogenezi
tetikler. Bu sistem, testikiiler steroidler ve inhibinler tarafindan siki sekilde kontrol

edilir ve negatif geri besleme ile siirdiiriiliir. (28)
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Sekil 2-10: Erkek ureme sistemi Hormonal aks.

LH, testesteron sentezlenmesini Leydig hiicrelerinde bulunan G-protein iliskili,

transmembran domaini olan bir reseptér aracilifiyla gerceklestirir.

Testesteron

seviyeleri kisiler arasinda degisse de, testisler alindiginda testesteron seviyeleri

dramatik bir sekilde %95 oraninda diiser. Geriye kalan testesteron ise adrenal cortex den

salgilanir. (28)
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Sekil 2-11: Sperm Uretimi (Spermatogenez)(29).



Memelilerde spermatogenez;

A) Spermatogenez testislerin i¢inde bulunan seminifer tubullerde baslar.
B) Primordial germ hiicreleri (spermatogonyalar); primer ,sekonder,spermatid
,Sspermatosit ve spermatozoya doniisiir. C) Sertoli hiicreleri spermatogenez i¢in gerekli
kosullar1 saglar. D) Mayoz 1 ve Mayoz 2 semasi. E) C ve D siklarindaki gelismelere
paralel olarak sperm maturasyon zamanindaki gen transkripsiyon miktar1 ve olusan

glikokaliks formasyon degisimini gostermektedir.

Erkeklerde ayn1 zamanda kadinlardan daha diisiik olmasina ragman Ostrojen de
bulunur. Erkeklerde bulunan 6strojen genelde adipoz, deri, diiz kas hiicreleri, beyin
bobrek ve iskelet kas hiicrelerinden salgilanir. Ostrojen, testesteron iiretimini,
dolayisiyla spermatogenezi baskilar. Bunu, GnRH salgilanmasini ve GnRH’ye

verilebilecek olan tepkileri azaltarak basarir. (28)

Erkeklerde testesteron seviyelerinin 3 belirli artis zaman1 vardir. Bunlardan ilki
hamileligin 12-14 {incii haftalarinda Leydig hiicrelerinin fetal diferansiyasyonu
sirasinda olur. Ikinci testesron yiikselmesi dogumdan 2 ay sonra Leydig hiicrelerinin
yeniden c¢ogalmaya baslamasiyla gergeklesir. Sonuncusu ise Leydig hiicrelerinin
ergenlik diferansiyasyonu sirasinda 12-13 yasinda tamamlanacak sekilde gerceklesir.
Testeron Tliretildikten sonra kana karisir ve orada bir dizi proteinle etkilesime girer.
Insanlarda testesteronun %95 ‘i bir protein kompleksi ile birliktedir buna ragmen

biyolojik olarak aktif olan testesteron ise dzgiir testesterondur. (28)

Ozgiir testesteron spermatogenezi tetikler. Spermatogenez, spermatogonia’dan
yiksek miktarlarda spermatozoa iiretmek olarak basitlestirilebilir. Testesteron,
spermatogenez de etkin olan tek hormon degildir, Tiim sistemde oldugu gibi, LH, FSH,

inhibin ve diger steroidlerle beraber caligir. (28)
2.3. AKTIVIN

Aktivin ve inhibin, biyolojik etkilerin hemen hemen tam tersine yakin iki protein
kompleksidir. (30) Aktivin, FSH biyosentezini ve salgilanmasimi arttirir  ve
menstruasyon dongiistiniin diizenlenmesine katilir. (31) Aktive edici biiylime faktorii-3
(TGFp) (Transforming growth factor) siiper ailesinin iiyeleri olan aktivin ve inhibin,
canli organizmalar arasinda biiyiime ve gelisme sirasinda bir¢ok asamada gesitli ve

yaygin etkilere sahiptir. FSH sekrasyonunun etkilerine dayanan bu biiylime faktorlerinin



ilk izolasyonundan itibaren, bu faktorlerin yani sira aktivin-baglayici protein
follistatin'in c¢aligmasi inhibin o altbirimi, Aktivin BA ve BB altbirimleri ve g¢esitli
organizmalarin  dokularindaki aktivin  reseptorleri, hiicre proliferasyonu ve
farklilagmasinda otokrin ve parakrin ajanlar olarak aktivin ve inhibisyonun
incelenmesine yoneliktir. Hiicrelerin biiylimesi ve farklilasmasi {izerindeki inhibisyon
etkileri, hiicrelerin aktivin ile tedavisi lizerine gozlemlendiginde, bu molekiiliin
biyoaktivitesinin daha iyi anlasilmasi ve molekiiler diizeyde karakterizasyonu, hiicre
bliylimesi ve farklilasmasinin daha kapsamli bir sekilde anlagilmasina yardimci olabilir.

(32)
2.4. INHIiBIN

Inhibinler Hipofiz FSH salmimini1 kontrol etmeye yardim eden multifaktoryel
molekiillerdir. Genel kan1 FSH hormonu seviyesine gore hipofiz bezlerine negatif geri
besleme (negative feedback) yoluyla fizyolojik etkide bulunur. Bunlara ek olarak, hem
erkeklerde hem de kadinlarda, iireme endokrinolojisi ve iireme sistematigi konulariyla

da ilgili olduklar1 gosterilmistir. (33)

2.4.1. Inhibin yapisi ve reseptorleri

Inhibin B overlerdeki graniiloza ve teka hiicreleri ve testislerdeki sertoli

hiicreleri tarafindan yapilan glikoproteinlerdir.

Sekil 2-12: Inhibin B dimerik yapisi. (34)

Kan dolagiminda yaygin olarak 2 farkli formda bulunurlar. Bunlardan biri
inhibin A digeri inhibin B dir. iki formu da heterodimerdir. Inhibin A o ve Pa

altbirimlerinden, inhibin B ise a ve Bg altbirimlerinden olusur. (35)

Ba ve Pp altbirimlerinden olusan aktivinler, aktivin tip 1 ve aktivin tip 2

reseptorlerine, ekstraselliller domainlere baglanirlar. Inhibinler de bu reseptdrlere



baglanarak aktivinlerin baglanmamasint saglar. Bununla birlikte, inhibinlerde co-
reseptOr olarak gorev yapan betaglikanlar da bulunur. Betaglikanlar, inhibin o altbirine
baglanir ve ortamdaki miisaitlik derecesini diisiiriir. Boylelikle heterodimer orani
dimer oranina gore diisiik kalir ve B dimerleri aktivin reseptdrlerine baglanarak

aktivinlerin baglanmasini engeller (36).
2.4.2. Inhibin A ve inhibin B

Inhibinler (inhibin A, B, total inhibitor) kadin {iremesinin diizenlenmesinde ¢ok
onemli bir rol oynamaktadir. Inhibin A, yumurtaliklarda, bobrek {istii bezinde kemik
iligi, plasenta ve fetal membranlarda iiretilir. Bu peptid dogumda ana rol oynamaktadir.
Inhibin B, ¢ogunlukla yumurtaliklarda salgilanir ve fonksiyonu jinekolojiye odaklanr.
Uygulamada serum total inhibin seviyelerinin degerlendirilmesi polikistik over
sendromu ve over timodrleri acgisindan 6nemlidir. Mevcut bilgilere gore inhibin A,
ektopik gebelik, pre-eklampsi ve Down sendromuyla iligkili gebelik tanisinda
kullanilabilir. Reprodaktif endokrinolojinin klinik pratikte inhibinlerinin kullanimini

netlestirmek i¢in ileri caligmalara gereksinim vardir. (37)

2.4.3. Hipofize inhibin etkisi

Inhibinler kesfedilmeden on yil énce, Keogh ve arkadaslari, testislerden elde
edilen sivilarin FSH salinimini inhibe ettigini géstermislerdir. Bundan dolayi, hipofizde
etki ederek FSH nin negatif geri besleme yoluyla kontrol altina alinmasi islemi
inhibinlerin birincil fizyolojik gorevi olarak tanimlanmistir. Buna karsilik yapilan
hayvan deneylerinde de gosterildigi lizere, inhibinler FSH yi inhibe ederken LH

tizerinde herhangi bir etkide bulunmamaktadirlar. (38, 39)
2.4.4. Overde inhibin B

Daha once bahsedildigi iizere, inhibin B overde teka ve graniiloza hiicrelerinde
bulunur. Menstural dongli sirasinda seviyesi ve ifade edildigi hiicreler degisse de,
testislerle karsilastirildiginda ¢ok diisiik seviyede kalir. inhibinlerin overde salgilanmasi
aslinda bir steroid iiretimi habercisi olarak goriilebilir. Ureme regiilasyonu karmasik
hormonal sistemle gercgeklestirilir: hipotalamus - pitiiiter - yumurtalik. Bu sistemin
diizenlenmesinde Onemli rol oynayan bir siiri yumurtalik peptidi vardir. Bununla

birlikte, hareket mekanizmalari tam olarak bilinmemektedir. Inhibinler, ¢ogunlukla



yumurtaliklarda  iretilen  glikoproteinlerdir  ve  menstruasyon  dongiisiiniin
diizenlenmesine katilirlar. Alfa altbirimi ve iki beta altbiriminden biri olan inhibin A ve
inhibin B'den olusurlar. Ureme tibbinda inhibinlerin olas1 kullanimu ile ilgili ¢alismalar
bulunmaktadir. Son yillardaki veriler obstetrikte inhibitér A'nin roliinii gostermektedir.
Inhibin B'nin 6lgiimii, yumurtalik rezervi hakkinda yararhi bilgiler saglayabilir ve
yardimci tireme tekniklerinde O6nemli bir rol oynamaktadir. Inhibin B, hipotalamik
bozukluklarda prematiir over yetmezligi (POF) ve over iyilesmesinin potansiyel
belirtecleri olarak da goriilebilir. Hem inhibin A hem de inhibitér B, Turner sendromlu
hastada over islevinin degerlendirilmesinde faydali bir rol oynayabilir. Polikistik over
sendromu (PCOS) ve over tiimorleri olan hastalarin teshisinde kan serumundaki toplam
inhibitor diizeyinin belirlenmesi avantajli goriinmektedir. Reprodaktif endokrinolojinin
klinik pratikte inhibinlerinin kullanimini netlestirmek i¢in ileri ¢alismalara gereksinim

vardir. (40)
2.4.5. Kanda Inhibin Seviyelerindeki Degisiklikler

Postnatal gonadotropin salgilanmasiyla baglantili, inhibin B ve inhibin A
salgilanmas1 18-24 aya kadar ayni seviyede devam eder. Serum inhibin B seviyesi, bu
raddeden sonra, ergenligin basina kadar artar. Bu olay aslinda ergenlik 6ncesi folikiiler
artis1 isaret eder. Inhibin, bir betaA altbirimine (inhibin A) veya bir betaB altbirimine
(inhibin B) bagli bir alfa-altbirimden olusan heterodimerik bir glikoproteindir ve en az
alti farkli izoformda bulunur. Bu izoformlar, immiinoassay ile ayr1 ayri1 ol¢iilemez.
Erkeklerde, gonadotropinlerin artis1 ile eszamanli olarak serum inhibin B seviyeleri
degisir. Gonadotropin sekresyonunun postnatal aktivasyonu ile baglantili olarak, erken
inhibin B salinimi, 18-24 aylik yaslara kadar siirdiiriiliir; Bundan sonra serum
konsantrasyonlar1 diiser. Inhin erkeklerinde Inhibin A seviyeleri tespit sinirmin
altindadir, ancak kizlarda gonadotropin sekresyonunun postnatal aktivasyonu sirasinda
hem serum inhibin A hem de inhibin B konsantrasyonlari dlgiilebilirdir. Serum inhibin
B seviyeleri pubertenin klinik baslangigindan birkag yil 6nce pozitif yonde korelasyon

gosterir ve prepuberte sonrasindaki folikiiler aktivitenin arttigini gosterir. (41)

Erkeklerde ise durum biraz daha farklidir. Insan testislerinde inhibinin 2
altbirimi de Sertoli ve Leydig hiicrelerinde bulunmasina ragmen, o altbirimi

gonositlerde, B altbirimi ise Leydig hiicrelerinde ifade edilir (42,43).



Sertoli hiicreleri ergenlikten once, inhibin B iiretimi i¢in gerekli olan, hem a
hem de Bg altbirimlerini iiretmeye baslar. Bu yiizden sadece sertoli hiicresi bulunan
erkeklerde ergenlik Oncesi inhibin B seviyeleri normaldir. Hamileligin 14-16’1nc1
haftalarinda elde edilen erkek fetal serumlarinda hem inhibin A hem de inhibin B
bulunmaktadir. Bu fetiislerde, inhibin B seviyesi mid-trimesterde direk olarak

testesteronla koroledir. (44)

Ayni zamanda da, inhibin seviyesi ile FSH seviyesi bu donemlerde ters bir
korelasyon gostermektedir. Bu da fetal hayatta dahi, inhibin B’nin, hipofiz-testikiiler
baglaminda FSH yi negatif regiile ettigini gostermektedir. Dogumdan sonra inhibin
seviyesi serumda algilanabilir seviyededir. Yenidoganlarda, serum inhibin B seviyesi
erkeklerde kizlara gore daha yiiksektir ve testikiiler iiretimi isaret eder. Fakat bu
donemde FSH ile herhangi bir korelasyonu bulunmaz. (45) Fakat 3. Veya 4. Aylarda en
yiiksek noktaya c¢ikan, FSH iiretimine bagl olarak ani bir yiikselis trendi goriiliir. Bu
yiikselis, yerini ¢ok ani sekilde gergeklesen bir diisiise birakir. Bu ani diisiis sonrasi
inhibin B seviyesi kanda algilanabilir seviyede olmasina ragmen c¢ok diistiktir.
Ergenlige gelindiginde ise inhibin B seviyesi ylikselir. En ¢ok yiikselme Tanner G1 ve
Tanner G2 seviyelerinde olur. Bunun sebebi testesteron ve LH yiikselmesidir. (46)
Menstural dongii sirasinda kadinlarda inhibin B seviyesi, FSH seviyesine oranla
serumda degisiklik gosterir. Folikiiler fazda inhibin B salgilanir. Erken folikiiler fazda
ani bir ylikselis, FSH yiikselmesiyle doruga ulasir ve dongiiniin geri kalaninda progresif
bir diisiis yasanir. Ayn1 zamanda inhibin B seviyesi LH hormonu salgilandiktan 2 giin

sonra da gozlenir ve ardina diisiis gézlenir. (47)

Menapozdan once bazi kadinlarda FSH seviyesi overdeki folikiiler rezervin
azalmast ve dogurganlifin diigmesi sonucu yiikselir. Bunun sebebi diisen inhibin B
seviyesi olabilir. Folikiiler donemde, FSH seviyesi yliksek olan yaslanan kadinlarda
inhibin B seviyesi dikkate deger sekilde diisiiktiir. (48,49). Erkeklerde, ergenlik sonrasi
inhibin B seviyesi serumda degismez. Akut FSH enjeksiyonu da serum inhibin B

seviyelerini degistirmemistir. (50)



2.4.6. Biomarker olarak inhibin B
2.4.6.1. Overde Biomerker inhibin B

Follikiiler S1v1 veya serum Inhibin-B Seviyesi: IVF Hastalarindaki Follikiiler
Gelisimini Saptamada Daha Etkili Bir Belirtectir.

In vitro fertilizasyon (IVF) tedavisi planlanan hastalarin farkli giifilere takabul
eden menstriiel sikluslarmin follikiiler s1v1 ve serum inhibin-B seviyelerini tespit ederek,

bu parametrelerin over cevabi ve gebelikle iligkilerini ortaya koymay1 amaclanda.

Bu ¢alisma gostermistir ki, follikiiler s1vi degil ancak siklusun iiglincii giinii ve
HCG uygulanan giin serum inhibin-B seviyeleri IVF tedavisi baglayan hastalarda

follikiiler gelisim ve over cevabi agisindan etkili bir belirtectir. (51)

Inhibin B, baglantili oldugu yolaklardaki hastaliklarda serum seviyesi yada
dokulardaki seviyeleri incelendiginde, bazi durumlarda biomarker olarak
kullanilabilinir. Bunun en 6nemli Orneklerinden biri, inhibin B’nin over rezervini
gosteren bir biomarker olarak kullanilmasidir. Uretildigi yere bagh olarak fonksiyonel
over rezervini gosteren en onemli hormondur. Bunun sebebi, menapoz oncesi FSH ve
estradiol’den once inhibin B seviyesinin degigmesidir. Bununla ters olarak, inhibin B,
over cevabini bulmada bir biomarker olarak kullanilamaz. Son yapilan c¢aligmalarin
1s51g¢1inda, over cevabini gosteren hormonlar arasinda, glivenilirlik agisindan en az

giivenilir hormon inhibin B olarak saptanmistir (52).
2.4.6.2. Testislerde Biomerker Inhibin B

Erkeklerde ise, inhibin B spermatogenez biomarkeri olarak kullanilabilinir.
Frydelund-Larsen ve arkadaglarinin tek gen mutasyonlarina bagli spermatogenez
eksikligi olan hastalarda yaptigi c¢alismaya gore, inhibin B seviyesi ¢ift tarafl
spermatogenez eksikligi bulunan hastalarda normal, Sertoli hiicreleri dolayisiyla
spermatogenez eksikligi yasayan hastalarda ise tespit edilemez seviyelerdedir. Bu
bulgular, inhibin B hormon seviyesinin, erkek iireme yollartyla fonksiyonel bir
baglantis1 oldugunu ileri siirer. Kisirlik, tiim ¢iftlerin yaklasik% 15'ini etkiler. Subfertil
ciftin degerlendirilmesinde spermatogenezin degerlendirilmesi merkezi bir role sahiptir.

Spermatogenezisin sperm analizi, testikiiler biyopsi ve endokrin degerlendirme gibi



klasik belirteglerinin tiimiiniin tanisal kisithiliklar1 vardir. Spermatogenezin dogru ek
belirteglerine agik¢a ihtiya¢ duyulmaktadir. Son zamanlarda, serum inhibin B diizeyi,
spermatogenezin duyarli bir endokrin belirte¢i olarak ortaya ¢ikmistir. Bu yazida, serum
mhibin B'ye 6zel odaklanilarak spermatogenezisin farkli belirteglerinin artilari ve
eksileri Ozetlenmektedir. Serum 1nhibin B seviyesinin spermatogenezis klasik
belirtegleri, 6zellikle testikiiler histoloji ile iligkili oldugu ve spermatogenezin en dogru
endokrin belirte¢i oldugunu gostermistir. (53, 54) Bunlara ek olarak, serum ve seminal
inhibin B seviyelerinin toplandigr non-obstriiktif azospermia hastalariyla yapilan bir
meta-analize gore serum inhibin B seviyesi, testikiiler sperm c¢ikarmadaki sperm
varligmi %65 hassaslikta ve %83 0Ozgiinliikte tahmin etmeye yardimci olur. Ayni
caligma, seminal inhibin B seviyeleriyle sperm varligini tahmin etmenin ayni derecede

basarili olmadigini da soyler. (55)

Aym zamanda inhibin B’nin birden fazla etkisi sekil 2 de 6zetlenmistir. Onemli
bir diisiik oldugu durumlarda infertilite sorununa sebep oldugu gibi mikropenise,
testikiiler regresyona ve en Onemlisi, endokrin sisteminin bozulmasina sebep olur.
Inhibin B’nin yiiksek yada diisiik olmasi, kandaki diger tiim biyokimyasal
parametrelerde oldugu gibi hem g¢evresel hem de genetik etkilerle sekillenir. Cevresel
faktorler durumsal acidan etkilerini gdsterirken, genetik faktorler kalitimsal yatkinlik
olarak etki gosterir. Bunlara ek olarak c¢evresel foktorlerin etkiledigi DNA
modifikasyonlar1 da vardir. Bunlara epigenetik faktorler denir. Tiim bunlar gbz Oniine
alindiginda inhibin B seviyelerinin karmasik bir sistemle kontrol edildigi sdylenebilir.

(17, 6)

Sekil 2-13: inhibin B’nin birden fazla etkisi

LH-FSH AMH-iNH B Testikiiler Primer
Nx/Yiiksek \/ Dasiik Regrasyon Tam Gonadal
- i i Merkezi
Monans IL)H FSkH DiiT ik AMH:"fH 8 NII':’:D Tam Gonadal
Kriptoorgitizm n s Diistik
LH Digiik /\ AMH-INHB | | LHB-N&rokinin Merkezi
FSH Nx/Yiiksek Nx Defekti LC Spesifik



2.5. Polimorfizimler ve inhibin Polimorfizimleri
2.5.1. Polimorfizimler
2.5.1.1. Tek Niikleotid Polimorfiimleri(SNP)

Polimorfizimler kendi iclerinde gruplara ayrilir. Bunlardan en yaygin olan tek
niikleotid polimorfizimleri (SNP) (Sekil 2-13) ve kopya sayis1 varyasyonlaridir (CNV)
(Sekil 2-14 ). Polimorfizimleri mutasyonlardan ayiran olgu, gen ve protein yapisini
degistirici Ozelligi olmasina ragmen, mutasyonlarin aksine tek basina herhangi bir

hastaliga yada duruma sebebiyet vermiyor olmasidir. (56)

Sekil 2-14: Tek Niikleotid Polimorfizimleri Olusimu. (SNP) (57)

SNPler popiilasyonlarda %1 frekansdan fazla bulunan tek baz degisimleridir.
SNPIler kendi iglerinde ikiye ayrilir. Bunlar bagli SNPler ve sebep olan SNPlerdir. Baglh
SNPIler, genlerde bulunmaz ve {iretilen proteinlere etkileri yoktur. Bunlara ayni
zamanda sessiz SNP de denir. Sebep olan SNPler ise gen dizilerinde bulunur ve
bulunduklar1 yere gore protein sekansini yada protein katlanmasini degistirerek etki
gosterirler. SNPler her popiilasyon igin ayr1 ayr1 tanimlanirlar. Ornegin, Amerika’daki
bir popiilasyonda X SNP alleli yayginken, ayni lokusda tiirk popiilasyonunda Y SNP
alleli yaygin olabilir. Bunun sebebi, bu iki popiilasyonun uzun yillardir birbirinden uzak
ve ayr1 yasamasidir. O yiizden konusu SNP olan ¢alismalar yapildiklar1 popiilasyonlar
icin gecerlidir. (80) SNP genotiplemesi farkli yontemlerle yapilinabilinir. Bunlardan
glinlimiizde en yaygin kullanilan1 array CGH yontemidir. Bu yontem ilk kesfedildigi



giinden itibaren siirekli geliserek su anda milyonlarca SNPyi ayni zamanda
karsilagtirabilecek SNP array cipleri gelistirilmistir. Bu yontem, referans genomun,
calisilan genomla karsilagtirilmasi sonucu, c¢ip iizerindeki SNPlere 6zel kuyucuklarda
hangi genomun daha fazla olduguna bakarak calisir. Yani calisilan genomda bir SNP
referans genomdan farkli allel ise, tespit edilir. Ayn1 SNP alelli olma durumda ise
calisilan genomdaki o lokusta referans genomundaki allel var oldugu kabul edilir. Bu
yonteme ek olarak kesim enzimleriyle yapilan restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmi yontemiyle, gelecek jenerasyon sekanslama (NGS) ile ve real-time PCR

yontemleriyle de SNP genotiplemesi yapilabilinir. (78)

2.5.1.2 Dublike polimorfizimler

Diger bir polimorfizim olan CNV ise daha biiyiik, yaklasik 1 kilobazdan biiyiik
parcalarin, dublike veya silinmesiyle gerceklesen polimorfizimlerdir. Talasemide
oldugu gibi CNV direkt olarak bir hastaliga sebep olabildigi gibi genelde insan
genomunda kodlanmayan bdlgelerdeki DNA pargalarinin sayisal degisikligi, bazi
hastaliklara kalitsal yatkinlik getirir. SNPlerin insan genomunda ¢ok fazla olmasi ve
yapilan c¢alismalardan elde edilen sonuglarin yeteri kadar kompleks hastalig
aydinlatamamasi sonucu, son yillarda CNVler g¢alismalarin odak noktasi olmustur.
CNVler SNPlere oranla daha ender rastlanirlar, fakat etkileri daha fazla DNA nin
degisiklige gitmesi sonucu biiyiik ihtimalle daha yiliksek olur. Bunun sebebi CNVlerin
yapisal bir polimorfizim gibi c¢alismast ve kromozomal paketlenmeyi etkilemesi

gosterilebilir. (58)



Dublikasyon
Alanlar

Dublikasyondan
once

;. -!-!a!—'—. ‘

Dublikasyondan
sonra

Sekil 2-15: CNV olusumu. (59)

CNVler de SNP ler gibi ¢ip arrayler kullanilarak bulunur ve genotiplenir. Bunun
yani sira komperatif genomik hibridizasyon (CGH), real-time PCR, paralogue ratio test
ve NGS gibi yontemlerde kullanilabilinir. (58)

Ureme endokrinolojisinde de polimorfizimlerin etkileri literatiirde saptanabilir.

Bunlarin ilk 6rnekleri FSH reseptor genlerindeki SNPlerdir. (60)
2.6. FSH RESEPTOR GENI

FSH reseptorti, bir tanesi promoterde ve iki tanesi ekson 10'da olmak iizere ii¢
tek niikleotid polimorfizmini (SNP'ler) gosterir. Ayrica, Promoterde SNPin fizyolojik
rolii ve simdiye kadar alternatif eklenmis izoformlar i¢in herhangi bir fizyolojik rol
gosterilmemesine karsin, ekson 10'daki SNPler, Thr307-Asn680, Ala307-Ser680,
Ala307-Asn680 ve Ala307-Asn680 amino asit kombinasyonlar ile karakterize edilen
dort ayr alellik varyant ile sonuglanir ve Thr307-Ser680. Birka¢ calisma, ilk iki allelik
varyantin Kafkas populasyonunda ¢ok sik (sirasiyla yaklasik % 60 ve % 40) oldugunu
gostermistir. Daha seyrek Ala307-Asn680 ve Thr307-Ser680 varyantlart Cinlilerde daha
az siklikta (<% 5) goriiliir. Erkeklerde FSH reseptor varyantlari, testis hacmi, serum
FSH veya serum inhibin B seviyeleri ile iligkili degildir. Normal polikistik over
sendromlu veya prematiir over yetmezligi bulunan normal kadinlarda ve

polimorfizmlerin frekans dagilimi halen arastiriimaktadir. Homozigot Ala307-Ser680



varyanti, yardimci iireyen kadinlarda yumurtalik stimiilasyonu icin gerekli olan daha
yiiksek bazal serum FSH diizeyleri ve daha yiiksek FSH ile iliskili goriinmektedir. Bu,
FSH reseptor genotipinin FSH uyarisina karst yumurtalik tepkisini etkileyebilecegini
diisiindiirmektedir. FSH faaliyetini modifiye edebilen FSH reseptor genindeki SNP'lerin
varligi, ileride hastaya uyarlanmis, genotip temelli hormon terapilerinin yolunu

acmaktadir

FSH reseptor genindeki polimorfizimlerin erkeklerde de sperm kalitesi

disiikliigii, infertilite ve hipogonadizme sebep olabilecegi gosterildi. (61, 62)
2.7. LH RESEPTOR GENI

Buna ek olarak, LH reseptor genindeki polimorfizimlerin Leydig hiicresi
hipoplasisine sebep oldugu gosterilmistir (63). LH reseptorii (LHR), FSH ile birlikte
yumurtalik fonksiyonunu diizenleyen iki temel hipofiz gonadotropinini olusturan LH
eylemlerine aracilik eder. FSH reseptorleri (FSHR) sadece graniilosa hiicrelerinde (GC)
ifade edilirken, her iki reseptér de G proteine bagh reseptorlerdir ancak LHR, aktif
reseptOriin Uretimi artirdigi theca ve interstisyel hiicreler iizerinde yapisal olarak
eksprese edilir. Androjenler , Insan preovulatuar folikiillerinde, LHR de GC'de ifade

edilir ve progesteron ve Ostradioliin follikiiler {iretimine katkida bulunur. (64)

2.8. INHIBiN RESEPTOR GENIi

In situ ligand olarak baglanma calismalarinda, leyding hiicrelerinde bulunan
inhibin BA reseptoriine, sican testis gelisimi boyunca ,spesifik olarak baglandigi
gosterilmistir. Bu sonug, inhibinin, Leydig hiicrelerinin farklilasmis bir fonksiyonunun
regiilatorii olarak kabul edilmistir (65,66).Son zamanlarda yapilan bir calismada, inhibin
spesifik baglayici proteinler ile isaretlenmis, hipofiz ve Leydig hiicrelerinde tespit
edilmistir (67, 68) Inhibini baglayan bu reseptorler ; B-glikan reseptorleri (TGFB tip 111
reseptdr) InhBP / P120 (bir zara bagh proteoglikan) olarak tanimlanmistir ve hepsi

Leydig hiicrelerinde bulunmaktadir.

Inhibinlerde polimorfizim ¢alismalar1 gézde konulardan biridir. Her ne kadar da

inhibinleri etkileyen polimorfizimler gosterilmis olsa da, inhibin genlerindeki



polimorfizimler tam olarak karakterize edilmemistir. (69) Bu yiizden inhibin B

genindeki olas1 polimorfizimlerin etkileri bilinmemektedir.

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Ornek Secimi ve Tanim

Calisma kapsaminda kontrol grubu (n=0) ve Primer Infertilte Hastalig1 tanis1 konmus
(n=50) hasta grubu ile calisildi. Hasta grubuna ait kan 6rnekleri Calismaya Yeditepe
Universitesi Hastanesi Ureme Sagligi Merkezi’ne basuran hastalar, sagilikontrolleri ve
check-up kontrolii yapildiktan sonra Caligma grubuna dahil edildi. Calisma kapsaminda
kullanilacak hasta ve kontrol grubuna ait kan drnekleri icin Yeditepe Universitesi Yerel
Etik Kurulundan onay alimmistir (Etik KurulKarar No: 616). Muayene ile Primer
Infertilite Tanis1 konmus hastalar, IVF merkezi tarafindan ulturasonografisi yapildiktan
sonra hastanin gecmisi ve folikuler diizeyi kontrol edilerek cocuk sahibi olamayan

hastalar dahil edilmistir.
3.2. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar
3.2.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

izolasyon karisimi pH 8,8 olan 10,5mM Tris-Cl, 10,5mM NaCli, 10,5nM EDTA, 8M
Guanidiniumhydrochloride, 1,12mg/ml Proteinaz K’dan olusaktadi. DNA izolasyon

sistemi (iPrep Purelink, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc)
3.2.2. Kullanilan Cihazlar

DNA Izolasyon Robotu (iPrep Purelink, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc),
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc), Gergek Zamanli PZR (Fast Real Time
7500, Applied Biosystems), Lipoprint Dikey Elektroforez Tanki (Quantimetrix Model
1500), 7,6cm boyunda ve 0,5cm ¢apinda hazir cam kolonlar, Elektroforez giic kaynagi
(EC 100 XL, Thermo Fisher Scientific Inc), Densinometre (Artiscan M1 Microtek),
Lipoprint Analiz Programi (V1.82 ImageSXM,Quantimetrix), Bilgisayar Apple),
Santrifiij (Centrifuge 22R, Beckman Coulter), +4 C° Buzdolabi (Haier), —20 C°
Buzdolab1 (Haier), Ultra saf su cihazi (Purelab option Q, Elga), Vorteks (V.I. Plus
Biosan), Pipet Takimi (Thermo Fisher Scientific Inc).



3.3. Yontemler

3.3.1. Kandan Genomik DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol gruplarindan 5 cc’ lik EDTA’l tliplere alinan vendz kan drnekleri
DNA izolasyonu yapilana kadar +4 CO de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Orneklerden DNA izolasyonu, iPrep DNA ekstraksiyon robotu (Invitrogen) ile iPrep
kandan genomik DNA izolasyon kiti (iPrep gDNA Blood kit, Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific Inc) kullanilarak elde edilmistir. Bu sistem, bir ¢calismada 13 6rnekten DNA
izolasyonu etme kapasitesine sahiptir. Ortamdaki tamponun pH’iizerinden ylizeye baglh
manyetik boncuk tabanli teknoloji olarak adlandirilan robotik sistemde herbir 6rnek i¢n
350ul periferik kan kullanilarak DNA izole edilmigir. Diistik pH’ larda pozitif yiikli
CST® (ChargeSwitchTechnology®) negatif yiiklii niikleik asit iskeletine baglanir. Bu
nedenle proteinler ve diger kontaminantlar baglanamaz ve sivi yikama tamponu ile
yikanirlar. Niikleik asitleri temizlemek i¢in; boncuk yiizeyinin yiikii, pH’1 tuzlu yikama
(elution) tamponu kullaniarak pH 8,5’ e yiiseltilerek nétralize edilir. Izole edilmis oleik
asit zaman kaybetmeden yikama tamponuna gecer ve ¢alismalarda kullanilmak {izere
hazir hale gelmis olur. izole edilen DNA &rnekleri uygun tiiplere alindiktan sonra +4C0

buzdolabinda saklanmistir (70).
3.3.2. DNA Saflik Ol¢iimii

50 ng/ul (pug/ml) ¢ft iplikli DNA igerignin 260 nm dalga boyunda 1 optik dansite (OD)
verdigi tespit edilmisir. DNA Oneklerin safligt Nanodrop2000 cihazi ile 6l¢iildii DNA
oneklerinin safligit OD260/0D280 orani analiz edilerek gergeklestirildi. 27 Genotipleme
icin uygun saflikta kabul edilen DNA’ n1 OD260/0D280 degeri 1,7-1,9arasinda tespit
edilen ornekler temiz olarak kabul edildi (71). Spektrofotometre (NanoDrop 2000,

Thermo Scientific Inc) cihazinda;
1) Nanodropun bagli oldugu bilgisayar agilir ve spektrofotometre programi baglatilir

2) Program agildiginda o6rnekteki DNA’ nin 6l¢iilmesi i¢n ekrandaki tablodanDNA

analiz kimiseglir.



3) Rutin dalga boyu dogrulama testi yapilir ve islem bittikten sonra Nanodrop

sensoriinde  herhangi bir kirletici madde olmadigindan emin olunur.
4) Nanodrop kolu ag1lir ve sensor temizlenir. islem bittikten sonra kol yavasca kapatilir.

5) Orneklerin konsantrasyonlar1 dlgiilmeden &nce blank almir. Bunun i¢in Nanodrop

kolu kaldirilir ve 1,5 pl blank solityonu Nanodrop sensore birakilir.

6) Blank soliisyonu yiiklendikten sonra kol indirilir ve bilgisayar programinin sol

tistiindeki blank kismu segilir.

7) Islem tamamlandiktan sonra Nanodrop sensérii temizlenir ve 1,5 ul rnek Nanodrop

sensdtie eklenir ve kol kapatilir.

8) Bilgisayar programinin sol iist kisminda bulunan 6l¢ sekmesi segilerek DNA

konsantrasyonu analiz edilir.
9) Programi kapatmadan 6nce blank alinir ve sensor iyice temizlenir.

3.3.3. Es Zamanh PZR Yontemi ile Genotipleme Calismasi

Genotipleme analizi Es Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (EZ-PZR) yontemiyle
7500 Fast- Real Time PCR (Applied Biosystems) cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, PZR reaksiyonun her
dongiisii sirasinda amplifikasyon irlinlerinin iiretimini izlemek i¢in floresans
molekiillerini kullanir. Bu sistem DNA c¢ogalmasi ve saptanmasi adimlarini tek bir
assayda birlestirir ve amplifikasyon iiriinlerinin saptamak i¢in jel elektroforezine gerek
duymaz. Amplifikasyon sirasinda floresans sinyalleri hedef sekansin miktar ile iliskili
olarak ulasir. Es zamanli1 PZR i¢in kullanilan floresans problarda yabanil allel ve mutant

allel i¢in 2 farkl sekans ve 2 farkli dalga boyunda boya mevcuttur (72).

Genotipleme yapilan gen boélgeleri; INHBB geni i¢in rs 57802235 (A>QG) dir ve bu
bolgelerde spesfik primer ve prob setleri olarak “TaqMan Genotyping Assays”
kullanilmistir, rs numaralaria ait polimorfik boge dizileri ve problari floresans boyalari

asagida verilmisir;

INHBB rs 57802235 :

CTGGGCTGGAGGTGGGCAGCTGGGA(A/G)GAAGGCCAGTCCAGGTGTCCAG
GTT (REW)



3.3.3.1. Es Zamanh PZR Protokolii
Reaksion Karisimi: Total reaksiyon karisimi kuyucuk basina 20ul olacak

sekilde hazirlanmistir (Tablo 2).

Tablo 3-1 : Es Zamanh PZR icin Reaksiyon Karisimi

Reaksiyon icin Kullanilan Malzeme Miktar
Master Mix 10 ul
DNAse, RNAse icermeyen su 8.5l
Template DNA 1l
TaqMan Assay 0.5l

Es zamanli PZR kosullari: 95 C* de 10 dakika bekleme ve her bir dogiiign 92 C’

de 15 saniye denatiiasyon, 60 C’ de ise 1 dakika Baganma/Uzama agmasi;Tablo 3.

Tablo 3-2: Es Zamanh PZR Kosullar.

40 Dongt

7 e
Bekleme Denatiirasyon Baglanma/Uzama
Sicakhk 95C 92C 60 C
Siire 10 dakika 15 samye | dakika



3.4. istatistiksel ve Haplotip Analizi

Genotipleme sonucunda elde edilen veriler istatistiksel analiz icin SPSS 21.0 programi
ile degerlendirildi. Genotip ve allelerin gruplar arasinda goriilme sikliklarinin
degerlendirilmesinde Ki Kare, Fisher’s Exact Test kullanilmistir. Gruplar arasi
genotipler arasindaki iliskinin incelenmesi i¢in Haploview programi kullanilarak

haplotip analizi yapilmistir.



4. BULGULAR

Tiip bebek tedavisine bagvurmus IVF hastalariin arasindan Infertil ve
Infertilite nedeni olarak kadin Tubal faktdrii olanlar gruba dahil edilmistir. Yas
ortalamasi 32,12+4,04 dir. Tablo 4.1°de olgulara ait bilgiler verilmistir.

Tiip Bebek tedavisi baglatilan hastalara herhangi rutin tedavileri disinda herhangi

farkl1 bir tadavi yapilmamastir.

Calisma  grubundaki hastalarin  degerlendirilmesinde, Inhibin  geninde
polimorfizmi 48(%96) homozigot dogal , 2(%4) heterozigot mutant ve 0(%0) vakada

ise homozigot mutant saptanmasgtir.

Calismamiza dahil ettigimiz hasta grubundan,tedavisi sonrasinda ortalama
toplanan yumurta sayis1 8.02 ve olgun yumurta sayist ise 6.58 dir. Hastalardan
adetlerinin 3.glinlerinde alman kan Ornegi ile saptanan FSH degerleri ile Inhibin

genotip sonuglar1 ve yumurta sayilari istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

4.1. istatistiksel Analizlerden Elde Edilen Bulgular

Tez calismasinin grubunu Primer Infertil tanist almis (n=50) hastalar

olusturmaktadir. Hastalara ait demografik veriler Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 3-3: Hastalara Ait Demografik Ve Klinik Parametreler

Yas (yil) 32,12+4,04

PARAMETRELER Primer infertil hasta
grubu

FSH diizeyi (IU/L) 7,06+2,58

Oosit sayist (n) 8,02+5,34

Olgun Oosit sayist (n) 6,58+4,90

Tablo 3-3’de goriildiigii tizere, Primer infertil hasta grubunda yas, FSH, oosit
say1s1t ve olgun oosit sayis1 parametreleri incelenmistir. Primer infertil hasta grubunda
yas ortalamasi 32,12+4,04 goriilmiistiir. incelenen FSH diizeyi hasta grubunda ortalama
olarak 7,06£2,58 saptanmis olup oosit sayisi 8,02+5,34 belirlenmis olup olgun oosit

sayis1 6,584+4,90 deger ile oosit sayisindan daha diisiik olarak gbzlenmistir.



Tablo 3-4: Hasta Gurubuna Ait INHBB Gen Polimorfizminin Genotip ve Allel
Olarak Dagilim

GENOTIP DAGILIMI (n=50)

Dogal tip (G/G) Heterozigot - mutant  tip Homozigot mutant tip (A/A)
n (%) (A n (%)
n (%)
48 (%96) 2 (%4) 0 (% 0)
ALLEL DAGILIMI
Dogal tip (G) Mutant tip (A)
Birey n= 50 (%100) Birey n=2 (%2)
Allel n=98 (%98) Allel n=2 (%2)

Tablo 3-4’de goriilen genotip ve allel dagilimina baktigimizda, INHBB genine
ait genotip dagiliminda dogal tip (G/G) genotipinin goriilme orani (% 96, n=48) iken
heterozigot mutant tip (A/G) genotipinin goriilme orani (% 4, n=2) olarak belirlenmistir.
Homozigot mutant tip (A/A) genotipine ait herhangi bir birey saptanmamistir (% O,
n=0)

Tablo 3-4’de allellik dagilima baktigimizda ise dogal tip G allelline sahip
bireylerin sayis1 50, goriilen allel sayis1 ise 98 (%98) olarak goriilmekte yani bu say1
tim hasta grubunu (%100) kapsayacak niteliktedir. Mutant tip allel olan A alleline
baktigimizda bu oran 2 bireyde gézlenmektedir. Mutant tip A alleli sayis1 ise 2 ve orani
%2’dir. Bu durumda primer infertilitesi olan hastalarda INHBB genine ait rs57802235
genotipine ait allellerin goriilme siklig1 agisindan G alleli A alleline gore anlaml

diizeyde hasta grubunda yiiksek gozlenmistir seklinde agiklayabiliriz.

Tablo 3-5: Hasta Grubunda Yas Gruplarina Gore Parametrelerin Dagilimi

Yas <35 (n=| >35 (n=13) | P Value %95 CI

37)
FSH (IU/L) 6,50+2,29 | 8,63+2,77 | 0,009* 0,55616 - 3,69635
OOSIT SAYISI (n) 9,51+£5,26 | 3,77+£2,62 | <0,001* 2,66998 — 8,81859
OLGUN OOSIT | 7,84+4,81 3,00+£3,14 | 0,001* 1,95234 — 7,72334
SAYISI (n)

Tablo 3-5’de goriildiigli lizere hasta grubunda yaglart <35 ve >35 olmak tizere
iki gruba ayirarak parametreler aras1 degerlendirme yapilmistir. Tabloda da gorildiigi

tizere FSH degerleri <35 yas grubundaki hastalarda 6,50+2,29 olarak goriilmiis ve >35




hastalara gore (8,63+£2,77) diisiik gozlenmistir. FSH degerlerindeki bu farklilik
istatistiksel a¢idan anlamli kabul edilmektedir (p = 0, 009). Bunun sonucu olarak da

FSH degeri yasa bagli olarak artmaktadir.

Tablo 3-5’de baktigimiz diger bir parametre olan oosit sayisi ise yas gruplarinin
dagilimina gore istatistiksel olarak anlamli ¢ikan diger bir belirtegtir. Oosit sayis1 <35
yas grubundaki hastalarda 9,51+5,26 goézlenirken, bu deger >35 hastalarda 3,77+2,62
olarak gozlenmistir. Aradaki fark oosit sayisinin yasa bagli olarak azaldiginin

gostergesidir. (p <0,01)

Tablo 3-5’de baktigimiz son parametre ise olgun oosit sayisidir. Bu oran da
diger parametreler gibi istatistiksel olarak anlamli deger vermistir. Olgun oosit sayisi
<35 yas grubunda 7,84+4,81 goriilmiistiir. >35 yas grubu hastalarda olgun oosit degeri
3,0043,14 ile c¢ok diisiik gézlenmistir. Aradaki bu fark istatistiksel olarak anlamlilik
belirtmektedir.( p = 0,001) Olgun oosit sayisinin yasa bagli olarak azaldigi sonucuna

varilmaktadir.

Tablo 3-6: Hasta Grubunda Oosit Sayisina Gore Parametrelerin Dagilim

<3 oosit | >3 oosit | P degeri | %95 CI

(n=11) (n=39)
FSH (IU/L) 8,48+3,21 6,65+2,25 0,036* 0,12634-3,53711
OOSIT SAYISI (n) 1,81+0,40 9,76+4,73 <0,001* | 5,05477-10,84733
OLGUN OOSIT SAYISI | 0,63+0,80 8,254+4,20 <0,001* | 5,04030-10,19980
(n)

Tablo 3-6’de goriildiigii izere hasta grubunda oosit sayis1 < 3 olan (n=11) ve >3
oosit (n=39) olmak iizere iki gruba ayirarak parametreler aras1 degerlendirme
yapilmigtir. Tabloda da goriildiigii tizere FSH degerleri oosit sayisi < 3 olan hasta
grubunda 8,48+3,21 olarak goriilmiis ve >3 oosit sayisina sahip hastalarda bu oran
6,65+2,25 ile daha diisiik gézlenmistir. FSH degerlerindeki bu farklilik istatistiksel
acidan anlamli kabul edilmektedir (p = 0, 036). Bunun sonucu olarak da FSH oosit

sayisina gore azalmaktadir diyebiliriz.

Tablo 3-6’de baktigimiz diger bir parametre olan oosit sayis1 yine oosit sayisinin
3 ile smirlandirildig1 hasta grubunda degerlendirilmesidir. Oosit sayist < 3 olan hasta

grubunda toplam oosit sayisi 1,8140,40 olarak belirlenmistir. >3 oosit sayisina sahip




hastalarda toplam oosit sayis1 ise 9,76+4,73 gortilmiistiir. Bu iki grup arasindaki fark

istatistiksel olarak ileri derecede anlamlilik géstermektedir (p<0,001).

Tablo 3-6’de baktigimiz son parametre ise olgun oosit sayisidir. Bu oran da
diger parametreler gibi istatistiksel olarak anlamli deger vermistir. Toplam olgun oosit
sayis1, oosit sayis1 < 3 olan hasta grubunda 0,63+0,80 deger ile oldukca diislik seviyede
kalmistir. >3 oosit sayisina sahip hastalarda toplam olgun oosit sayist ise 8,25+4,20

goriilmiistiir. Aradaki bu fark istatistiksel olarak anlamlilik belirtmektedir (p<0,001).

Tablo 3-7: Hasta Grubunda Oosit Sayisina Gore INHBB Geninin Genotipik Olarak
Dagilim

Dogal tip (GG) Heterozigot mutant | Homozigot mutant tip
n (%) (AG) (AA)
n (%) n (%)
<3 oosit 11 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
>3 oosit 37 (%96) 2 (%4) 0 (%0)

Tablo 3-7°de oosit sayis1 <3 olan grubu ile oosit sayist >3 olan hasta gruplari
arasinda INHBB genine ait genotipler arasindaki farklilik aragtirilmistir. Bunun sonucu
olarak oosit sayis1 <3 olan hasta grubunda dogal tip olan GG genotipinin goriilme orani
%100, birey sayist ise n=11 olarak gozlenmistir. Bu gruptaki tiim bireyler GG
genotipine sahiptir. Oosit sayist >3 olan hasta grubunda ise GG genotipine sahip birey
say1st n= 37 (%96) ve heterozigot mutant tip AG genotipine sahip birey sayist ise n=2
(%4) olarak gozlenmistir. Her iki grupta da homozigot mutant genotipe ait bireye

rastlanmamustir.
4.2. Es Zamanh PZR Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Allelik diskriminasyon, problarda bulunan boyalarin yaptig1 floresans 1simalarin
7500 Fast-Real Time PCR cihazinin yazilimi tarafindan otomatik olarak okunup
yorumlanmasi seklinde yapilmistir. Ancak diskrimine edilemeyen bazi 6rnekler, 151ma
egrileri incelenip yorumlanarak allelik ayrimi yapilmistir (Sekil 4-1). Homozigot
Mutant Genotip Isima grafigi Sekil 4-2’de ve Heterezigot Genotip Isima Grafigi Sekil
4-3’de gosterilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Inhibin hormon seviyelerinin incelenmesi ozellikle son yillarda hamile kadinlara
ikili ve tg¢lii teste destek olarak dortlii test icerisinde yapilmaya baslanmistir. Ancak
inhibin geninde bulunan polimorfizmler farkli populasyonlarda degisiklik gostermistir.
Gunumuze dek Turk populasyonunda bu polimorfizmin sikligr arastirilmamistir.
Yaptigimiz bu calismanin amaci infertilit hastalarda inhibin genindeki polimorfizmlerin
sikligin1 Turk populasyonunda arasirmaktir. Dolayisiyla bu calismada rastgele secilen
infertil hastalarda inhibin genindeki polimorfizm orani arastirilmis ve cok dusuk

bulunmustur.

Calisma gurubundaki hastalarin ortalama yasi 32 olup, FSH duzeyleri yaklasik 7
IU/L olarak tesbit edilmistir. Ortalama oosit sayisi 8 olup, olgun oosit sayisi ortalama
6.62°dir. Gunumuze kadar yapilan c¢alismalarda, diisiik bazal FSH seviyesi olan
hastalarda ortalama 6.7 oosit sayisi bulundugu gdosterilmistir(73) (Ebrahim vd., 1993).
Bunun yami sira yas grubuna gore FSH seviyelerinde ve oosit sayilarinda, hastalarda
istatistiksel olarak fark gozlemlenmistir. Hastalarin 35 yas tistii FSH seviyesi artarken,
toplanan oosit ve olgun oosit sayilari anlamli olarak diislis gostermistir. Yuksek FSH
seviyesi olan hastalarda oosit sayisinin diisiik oldugu daha once yapilan ¢alismalarda da
gosterilmistir (73)(Ebrahim vd., 1993). Bunun yani sira, 3ten az sayida oositi olan

hastalarda FSH seviyesinin 8’in iistiinde oldugu gosterilmistir.

Yaptigimiz bu calismada, hastalardan alinan kan 6rneklerinden DNA elde edilip,
INHIBIN B B (INHBB) genindeki rs57802235 polimorfizminin siklig1 ve genotipini ilk
kez Tiirk toplumunda arastirdik. Rastgele secilen infertile hastalarda INHBB geninde
%96 (50 hastada) dogal tip olan G/G alleleri gdzlemlenmistir. Heterozigot mutant allel
A/G %4 saptanmistir. Mutant allel sadece %2 olarak gozlemlenmistir. Bu polimorfizm
farkli toplumlarda bazi hasta gruplariyla iliskilendirilmistir. Avustralyada yapilan bir
calismada Preeklampsi hastalarinda INHBB tek nukleotit polimorfizme bakilmis
(inhibin beta B geni) rs 12711941 (T>G) ,rs 7576192 (A>G) ve rs 7579169 (T>C) )
ve sonuc olarak 7579169 CC genotipi control gruplarindan farkli olarak yuksek frekans
sinyali vermistir.(74)(Q.Wang ,G.Wang C.Guo,X.Cao,L.An,M.Du, 2015)

2012 yilinda Korede yapilan bir calismada prematur ovaryan hasarli hastalar ile
polimorfizmine bakilmis ve aralarinda anlamli farklilik bulunmamistir.(75-77)(Sang

Ho



Yoon vd.2012). Yeni zelanda ve slovenya populasyonlarinda yapilan baska bir
calismada ise inhibin o geni promotor bolge (rs 35118453) C-T bazi ile (rs11893842)
A-G bazi polimorfizmi oldugu gorulmustur bu iki allelin frekansi -16T ve -124 G
dir.(76)(Harris et al.,2005;Woad et al.,2009)

Gunumuze kadar yapilan bu calismalar, INHBB ve Inhibin o genindeki
polimorfizmlerin farkli hasta gruplariyla iliskili olabilecegini gostermistir. Bizim
calismamizda Turk toplumunda INHBB geninde bulunan polimorfizmin orani cok
dusuk bulunmustur. Bu calisma ilerki calismalar icin yol gostererek preeklampsi veya
dusuk overyan reserve gibi hasta gruplarinda bu polimorfizm calisilabilecektir. Boylece,
hem bu polimorfizmin Turk populasyonundaki frekansi hem de farkli hastaliklarla

iliskisi anlasilabilecektir



6. KAYNAKLAR

1 ) Mosher WD, Pratt WF. Fecundity and infertility in the United States: incidence and
trends, Fertil Steril 56 : 192, 1991

2 ) Tinkanen H, Blauer M, Laippala P, et al. Prognostic factors in controlled ovarian
hyperstimulation. Fertil Steril 1999; 72: 932-6.

3 ) Broekmans FJ, Kwee J, Hendriks DJ, et al. A systematic review of tests predicting
ovarian reserve and IVF outcome. Hum Reprod 2006, 12: 685-718.

4 ) Selen TAFLANI, Ebru ZULFIKAROGLUI, Sevtap KILIC1 Eur J Surg Sci
Follicular Fluid or Serum Level of Inhibin-B: Which One is an Effective Marker of
Follicular Development in IVF Patients 2011;2(2):32-37

5) C. KW. ELT AND A. L. SCHNEYER Differential Regulation of Inhibin B and
Inhibin A by Follicle-Stimulating Hormone and Local Growth Factors in Human

Granulosa Cells from Small Antral Follicles The Journal of Clinical Endocrinology
Metabolism.Copyright by The Endocrine Society2001 ; 0021-972X/01/03.00/

6 ) Ben Pansky. Development of The Female Genital System: Ovarian Differentiation
Review of Medical Embryology. Synced Release with GeneCards, Apr 05, 2017

7) Fragilis Model Systems, Stem Cell BiologyTags BMP4 treatments, oogonia,
primordial germ cells, Stella. gonadal ridge formation; infertility February 16,
2015Categories

8§ Pregnancy and Embryology in Mammals. Fertilization and Early Embryonic
Development: Introduction and Index. Fertilization. Last updated on April 1, 2000;
Pathophysiology of the Reproductive System.

9 ) Klinik emb.Ali Buran tarafindan SEM ile .Yeni yuzyil iiniversitesi 2015.

10) Gianaroli L,osti E, Magli C, Ferrarreti A, Dale B fertilization current in the human
oocyte.MolecularReproduction and Development(1994); 38: 209214

11) Gur Y, Breitbart H Mammalian spermtranslate nuclear-encoded proteins by
mitochondrial-type ribosomes.Genes and Development(2006); 20(4): 411-416

12) Lennarz WJ, how manydifferent molecules are involved in gamete interactionand.
Fertilization in sea urchins:usion Zygote 1994; 2(1): 1-4.

13) Le, Conner SJ, Salpekar A, et al. Four zonapellucida glycoproteins are expressed in
the human. Human Reproduction 2004, 19: 1580-1586.

14) Wassarman P, Chen J, Cohen N, Litscher E, Liu C, Qi H, et al. Structure and
function of the mammalian egg zona pellucida. J Exp Zool 1999; 285(3):251-258.

15 ) Prasad SV, Skinner SM, Carino C, Wang N, Cartwright J, Dunbar BS. Structure
and function of the proteins of the mammalian Zona pellucida. Cells Tissues Organs
2000; 166(2):148-164.



16 ) Maro B, Gueth-Hallonet C, Aghion J, Antony C Cellpolarity and microtubule
organization during mouseearly embryogenesis.Development Supplement Molecular

mechanism of sperm-egg membrane binding and fusion in mammals.Developmental
Biology (1991) 10: 17-25.Myles DG (1992) 158: 35—45

17 ) Grinspon RP, Loreti N, Braslavsky D, et al. Spreading the clinical window for
diagnosing fetal-onset hypogonadism in boys. Front Endocrinol (Lausanne) 2014,;5:51.
doi:10.3389/fendo.2014.00051

18 )Sekil Yeditepe Uiiiversitesi Hastanesi IVF merkezinde de cekilmistir.
19)Sekil  Yeditepe Udiversitesi Hastanesi IVF merkezinde de cekilmistir.
20)Sekil Yeditepe Ufiversitesi Hastanesi IVF merkezinde de cekilmistir.
21)Sekil Yeditepe Ufiiversitesi Hastanesi IVF merkezinde de cekilmistir.

22 ) Robert G. Brzyski, MD, PhD, Jennifer Knudtson M. Female Reproductive
Endocrinology - Female Reproductive Endocrinology - Merck Manual Professional
Version. Merck Man  Prof  Gynacology  Obstet  Published  Online
First:.merckmanuals.com/professional/gynecology-and-obstetrics/female-reproductive-

endocrinology/female-reproductive-endocrinology2013. http://www(accessed2
Jun20135).

23 ) Johnson MH.,Essential Reproduction , 6th edn. Blackwell Publications , Oxford ,
2007.

24 ) Minerva Endocrinol. Author manuscript; available in in final edited form
as:Minerva Endocrinol PMC; 2013 Jan 17.Published . 2010 Jun; 35(2): 109—125.

25 ) Messinis IE, Messini CI, Dafopoulos K. Novel aspects of the endocrinology of the
menstrualcycle.ReprodBiomedOnline2014,28:714-22. doi:10.1016/j.rbmo.2014.02.003

26 ) Yding Andersen C, Vilbour Andersen K. Improving the luteal phase after ovarian
stimulation: reviewing new options. Reprod Biomed Online 2014;28:552-9.
doi:10.1016/j.rbmo.2014.01.012

27 ) Normal physiology of the reproductive system. In Endocrinology and Metabolism
Continuing Education Program, American Association of Clinical = Chemistry,
November 1982. Copyright 1982 by the American Association for Clinical Chemistry;
reprinted with permission.)

28) Regulation of spermatogenesis. an evolutionary biologist's perspective.(HA2014
May;29:2-16. doi: 10.1016/j.semcdb.2014.03.007. Epub 2014 Mar 28.

29) Mol Reprod Dev.Published 2015 Jun 9. doi: 2015 Sep; 82(9): 635-650
10.1002/mrd.22500

30) Vale W, Rivier J, Vaughan J, McClintock R, Corrigan A, Woo W, Karr D, Spiess J
"Purification and characterization of an FSH releasing protein from porcine ovarian
follicular fluid". Nature. (1986). 321 (6072): 776-9. doi:10.1038/321776a0.



31 ) Chen YG, Wang Q, Lin SL, Chang CD, Chuang J, Chung J, Ying SY "Activin
signaling and its role in regulation of cell proliferation, apoptosis, and carcinogenesis".
Experimental Biology and Medicine. (May 2006). 231 (5): 534—44.

32 ) Ying SY1, Zhang Z, Furst B, Batres Y, Huang G, Li G.Proc Soc; Activins and
activin receptors in cell growth.Exp Biol Med. 1997 Feb;214(2):114-22.

33 ) Luisi S, Florio P, Reis FM, et al. Inhibins in female and male reproductive
physiology: Role in gametogenesis, conception, implantation and early pregnancy. Hum
Reprod Update 2005;11:123-35. doi:10.1093/humupd/dmh057

34 ) Luisi S, Florio P, Reis FM, Petraglia F (2005). Reprod Update 2005,11:123

35 ) Hayes FJ, Hall JE, Boepple PA, et al. Clinical review 96: Differential control of
gonadotropin secretion in the human: endocrine role of inhibin. J Clin Endocrinol
Metab 1998;83:1835—41. doi:10.1210/jcem.83.6.4884

36 ) Lewis KA, Gray PC, Blount AL, et al. Betaglycan binds, inhibin and can mediate
functional antagonism of activin signalling. Nature citation in 2002: Mol Cell
Endocrinol. 2002 Oct 31;196(1-2):79-93 J Neuroendocrinol. 2012 Jun;24(6):962-72.
doi:10.1111/.1365- 2 826.2012.02289.x

37) Pol Merkur Lekarski. [The role of inhibins in functions and dysfunctions of female
reproduction-- Part Il].[Article in Polish] 2009 Jun;26(156):676-8

38 ) J, Vale W. Inhibin-mediated feedback control of follicle-stimulating hormone
secretion in the female rat. (accessed 2 Jun2015;Science 1986;234:205—
8.hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3092356

39) . J Endocrinol Kishi H, Okada T, Otsuka M, et al. Induction of superovulation by
immunoneutralization of endogenous inhibin through the increase in the secretion of
follicle-stimulating hormone in the cyclic golden hamster; 7996,151:65—
75.http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8943770 (accessed 2 Jun2015).

40 ) Pol Merkur Lekarski The role of inhibins in functions and dysfunctions of female
reproduction. Part I ; 2009 Mar,;26(153):258-62.[Article in Polish]

41 ) Raivio T, Dunkel L. Inhibins in childhood and puberty. Best Pract Res Clin
Endocrinol Metab 2002;16:43—52. doi:10.1053/beem.2001.0179

42 ) Rabinovici J, Goldsmith PC, Roberts VJ, et al. Localization and secretion of
inhibin/activin subunits in the human and subhuman primate fetal gonads. J Clin
Endocrinol Metab 1991;73:1141-9. doi:10.1210/jcem-73-5-1141

43 ) Anderson RA, Cambray N, Hartley PS, et al. Expression and localization of inhibin
alpha, inhibin/activin betaA and betaB and the activin type II and inhibin beta-glycan
receptors in the developing human testis. Reproduction 2002;123:779—
88.http://'www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12052232 (accessed 2 Jun2015).

44 ) Muttukrishna S, Jauniaux E, McGarrigle H, et al. In-vivo concentrations of
inhibins, activin A and follistatin in human early pregnancy. Reprod Biomed
2004,8:712-9.http://'www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15169590 (accessed 2 Jun2015).



45 ) De Schepper J, Verlinde F, Cortvrindt R, Eur J Pediatr et al. Serum inhibin B in
normal term-born male and female neonates during the first week of life. (accessed 2
Jun2015),159:465-9.http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10867856

46 ) Chada M, Priisa R, Bronsky J, et al. Inhibin B, follicle stimulating hormone,
luteinizing hormone and testosterone during childhood and puberty in males: changes in
serum concentrations in relation to age and stage of puberty. Physiol Res(accessed 2
Jun2015). ;52:45-51.http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12625806

47 ) Groome NP, Illingworth PJ, O’Brien M J Clin , et al. Measurement of dimeric
inhibin B throughout the human menstrual cycle. Endocrinol Metab 1996,81:1401-5.
doi:10.1210/jcem.81.4.8636341

48 ) Klein NA, Illingworth PJ, Groome NP, et al. Decreased inhibin B secretion is
associated with the monotropic FSH rise in older, ovulatory women: a study of serum

and follicular fluid levels of dimeric inhibin A and B in spontaneous menstrual cycles. J
Clin Endocrinol Metab 1996;81:2742-5. doi:10.1210/jcem.81.7.8675606

49 ) Reame NE, Wyman TL, Phillips DJ, et al. Net increase in stimulatory input
resulting from a decrease in inhibin B and an increase in activin A may contribute in
part to the rise in follicular phase follicle-stimulating hormone of aging cycling women.
J Clin Endocrinol Metab 1998,;83:3302—7. doi:10.1210/jcem.83.9.5130

50 ) Kinniburgh D, Anderson RA. Differential patterns of inhibin secretion in response
togonadotrophin  stimulation in normal men. Int J Androl 2001;24:95—
http://www.nebi.nlm.nih.gov/pubmed/11298843 (accessed 2 Jun20135).

51 ) Eur J Surg Sci 2011;2(2):32-3732.Selen TAFLANI1, Ebru ZULFIKAROGLU,
Sevtap KILIC1 Follicular Fluid or Serum Level of Inhibin-B: Which One is an
Effective Marker of Follicular Development in IVF Patients ; July 31, 2011 -
Accepted: August 06, 2011 I Department of Obstetrics and Gynecology, Ankara Dr.
Zekai Tahir Burak Women'’s Teaching and Research Hospital, Ankara, Turkey(70)

52 ) Iliodromiti S, Nelson SM. Biomarkers of ovarian reserve. Biomark
Med2013;7:14758. doi:10.2217/bmm.12.97

53 ) Frydelund-Larsen L, Krausz C, Leffers H, et al. Inhibin B: a marker for the
functional state of the seminiferous epithelium in patients with azoospermia factor C
microdeletions. J Clin Endocrinol Metab 2002;87:5618-24. doi:10.1210/jc.2002-
020737.Ann Med. 2003;35(1):12-20 Inhibin B: a novel marker of spermatogenesis
Pierik FHI, Burdorf A, de Jong FH, Weber RF

54 David Handelsman Valeri, Claraa; Schteingart, Helena F.a; Rey, Rodolfo
A.a,bCurrent Opinion in Endocrinology, Diabetes & Obesity: ANDROGENS: Edited
June 2013 - Volume 20 - Issue 3 - p 224-233doi.: 10.1097/MED.0b013e328360be2c

55 ) Toulis K a., Iliadou PK, Venetis C a., et al. Inhibin B and anti-M??llerian hormone
as markers of persistent spermatogenesis in men with non-obstructive azoospermia: A
meta-analysis of diagnostic accuracy studies. Hum Reprod Update 2010;16:713-24.
doi: 10.1093/humupd/dmq024

56 ) Ding C, Jin S. High-throughput methods for SNP genotyping. Methods Mol Biol
2009;578:245-54. doi:10.1007/978-1-60327-411-1 16



57) Surgery. Author manuscript; available in PMC 2011 Apr 1.Published in final edited
form as:Surgery. 2010 Apr;, 147(4): 469—474.Published online 2009 Dec 3. doi:
10.1016/j.surg.2009.10.026

58 ) Winchester L, Yau C, Ragoussis J. Comparing CNV detection methods for SNP
arrays. Brief Funct Genomic Proteomic 2009;8:353—66. doi:10.1093/bfgp/elp017

59 ) The American Journal of Human Genetics. 77 (1): 78-88. doi:10.1086/431652)

60 ) Simoni M, Nieschlag E, Gromoll J. Isoforms and single nucleotide polymorphisms
of the FSH receptor gene: implications for human reproduction. Hum Reprod
Update;8:413-21.http://'www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12398222 (accessed 2
Jun20135).

61 ) Asatiani K, Gromoll J, Eckardstein S V, et al. Distribution and function of FSH
receptor  genetic  variants in  normal men. Andrologia 2002;34:172—
6.http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12059813 (accessed 2 Jun20135).

62 ) Isoforms and single nucleotide polymorphisms of the FSH receptor gene:
implications for human reproduction.Simoni M1, Nieschlag E, Gromoll J.Hum Reprod
Update. 2002 Sep-Oct;8(5):413-21.J Clin Endocrinol Metab. 2012 Aug, 97(8): E1524—
.Published online 2012 Jun 1. doi: 10.1210/jc.2012-1427

63 ) Richter-Unruh A, Martens JWM, Verhoef-Post M, et al. Leydig cell hypoplasia:
cases with new mutations, new polymorphisms and cases without mutations in the
luteinizing hormone receptor gene. Clin Endocrinol (Oxf) 2002;56:103—
12.http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1 1849253 (accessed 2 Jun2015).

64 ) LH-Receptor Gene Expression in Human Granulosa and Cumulus Cells from
Antral and Preovulatory Follicles Janni Vikkelso Jeppesen, Stine Gry Kristensen, Maria
Eilsg Nielsen, Peter Humaidan, Maria Dal Canto, Rubens Fadini, Kirsten T. Schmidt,
Erik Ernst, and Claus Yding Andersen J Clin Endocrinol Metab. 2012 Aug; 97(8):
E1524-FE1531.Published online 2012 Jun 1. doi: 10.1210/jc.2012-1427?  July 31,
2011 « Accepted: August 06, 2011  Eur J Surg Sci 2011;2(2):32-3732

65) Lejeune H, Chuzel F, Sanchez P, Durand P, Mather JP, Saez JM "Stimulating effect
of both human recombinant inhibin A and activin A on immature porcine Leydig cell
functions in vitro". Endocrinology. (November 1997). 138 (11): 4783-91. PMID
9348206. doi:10.1210/en.138.11.4783.Jump up *

66) Pierson TM, Wang Y, DeMayo FJ, Matzuk MM, Tsai SY, Omalley BW "Regulable
expression of inhibin A in wild-type and inhibin alpha null mice". Mol. Endocrinol.
(July 2000). 1075-85. PMID 10894156. doi:10.1210/me.14.7.1075.Jump up *

67) Chong H, Pangas SA, Bernard DJ, Wang E, Gitch J, Chen W, Draper LB, Cox ET,
"Structure and expression of a membrane component of the inhibin receptor system".
Endocrinology. Woodruff TK (July 2000). 141 (7): 2600-7. PMID 10875264.
doi:10.1210/en.141.7.2600.Jump up *

68) Bernard DJ, Chapman SC, Woodruff TK (February 2002). "Inhibin binding protein
(InhBP/p120), betaglycan, and the continuing search for the inhibin receptor". Mol.
Endocrinol. 16 (2): 207—12. PMID 11818494. doi:10.1210/me.16.2.207.



69 ) Raja-Khan N, Kunselman AR, Demers LM, et al. A variant in the fibrillin-3 gene is
associated with TGF-p and inhibin B levels in women with polycystic ovary syndrome.
;Fertil Steril 2010,94:2916-9. doi:10.1016/j.fertnstert.2010.05.047

70) Witt S, Neumann J, Zierdt H, Gebel G, Roscheisen C, Establishing a novel
automated magnetic bead-based method for the extraction of DNA from a variety of
forensic samples. ;Forensic Sci Int Genet, 2012, 6(5): 539-457.

71)Li X, WuY, Zhang L, Cao Y, Li Y, Li J, Zhu L, Wu G, Comparison of three
common DNA concentration measurement methods. Anal Biochem. 2014; 451: 18-24.
72 ) Mhlanga, M.M, Malmberg, L. Using molecular beacons to detect singlenucleotide
polymorphisms with; real-time PCR. Methods, 2001, 25: 463-471.

73) Selen TAFLAN1, Ebru ZULFIKAROGLU1, Sevtap KILIC Eur J Surg
Follicular Fluid or Serum Level of Inhibin-B: Which One is an Effective
Marker of Follicular Development in IVF Patients? Sci 2011,2(2):32-37

74) Seifer DB, Lambert LG, Hogan JW, et al. Day 3 serum inhibin B is predictive of
assisted reproductive technologies outcome. ;Fertil Steril 1997; 67: 110-4

75)  Wunder DM, Guibourdenche J, Birkhduser MH, Bersinger NA. Anti-Miillerian
hormone and inhibin B as predictors of pregnancy after treatment by in vitro
fertilization/intracytoplasmic sperm injection. ;Fertil Steril 2008; 90: 2203-10

76) Ebrahim A1, Rienhardt G, Morris S, Kruger TF, Lombard CJ, Van der Merwe JP., J
Assist Reprod Genet. Follicle stimulating hormone ;levels on cycle day 3 predict
ovulation stimulat ion response.1993 Feb,;10(2):130-6.

77) Sang Ho Yoon.Young Min Choi , Min A.Hong ,Jin Ju Kim,Hyoung june
Im,Gyoung Hoon Lee,Byung Moon Kang and Shin Yong Moon.Inhibin a gene
promoter polymorphisms in korean women with idiopathic prematiire overian
failure.march 2012.

78) "single-nucleotidepolymorphism/SNP|LearnScienceat ;
Scitable". www.nature.com. Retrieved 2015-11-1



7. EKLER
7.1. HAM VERILER

CROSSTABS

/TABLES=grup BY Genotip AA AG GG A G
/FORMAT=AVALUE TABLES

/STATISTICS=CHISQ KAPPA RISK MCNEMAR
/CELLS=COUNT EXPECTED ROW COLUMN TOTAL
/COUNT ROUND CELL.

Crosstabs
Notes

Output Created
Comments

Input Data

Active Dataset
Filter
Weight
Split File
N of Rows in Working
Data File
Missing Value Handling Definition of Missing

Cases Used

24-MAR-2017 08:39:23

C:\Users\seda.gulec\Deskto
p\HABIB TEZ
BELGELER
23.03.2017\habib  -inhibin
tez Istatistik 23.03.2017
SADECE OLGULAR.sav
DataSetl

<none>

<none>

<none>

50

User-defined missing
values are treated as
missing.

Statistics for each table are
based on all the cases with
valid data in the specified
range(s) for all variables in
each table.



Syntax CROSSTABS
/TABLES=grup BY
Genotip AAAGGGAG
/FORMAT=AVALUE
TABLES
/STATISTICS=CHISQ
KAPPA RISK
MCNEMAR
/CELLS=COUNT
EXPECTED ROW
COLUMN TOTAL
/COUNT ROUND CELL.
Resources Processor Time 00:00:00,00
Elapsed Time 00:00:00,00
Dimensions Requested 2
Cells Available 524245

Warnings

No measures of association are computed for the

crosstabulation of grup * Genotip. At least one variable in each
2-way table upon which measures of association are computed

is a constant.

No measures of association are computed for the
crosstabulation of grup * AA. At least one variable in each 2-
way table upon which measures of association are computed is

a constant.

No measures of association are computed for the
crosstabulation of grup * AG. At least one variable in each 2-
way table upon which measures of association are computed is

a constant.

No measures of association are computed for the
crosstabulation of grup * GG. At least one variable in each 2-
way table upon which measures of association are computed is

a constant.

No measures of association are computed for the
crosstabulation of grup * A. At least one variable in each 2-
way table upon which measures of association are computed is

a constant.



No measures of association are computed for the
crosstabulation of grup * G. At least one variable in each 2-
way table upon which measures of association are computed is
a constant.

Case Processing Summary

Cases

Valid Missing Total

N Percent N Percent N Percent
grup * Genotip 50 100,0% O 0,0% 50 100,0%
grup * AA 50 100,0% 0 0,0% 50 100,0%
grup * AG 50 100,0% O 0,0% 50 100,0%
grup * GG 50 100,0% O 0,0% 50 100,0%
grup * A 50 100,0% O 0,0% 50 100,0%
grup * G 50 100,0% 0 0,0% 50 100,0%
grup * Genotip
Crosstab

Genotip
AG GG Total

Grup Hasta Count 2 48 50

Expected Count 2,0 48,0 50,0

% within grup 4,0% 96,0% 100,0%

% within Genotip 100,0% 100,0% 100,0%

% of Total 4,0% 96,0% 100,0%
Total Count 2 48 50

Expected Count 2,0 48,0 50,0

% within grup 4,0% 96,0% 100,0%

% within Genotip 100,0% 100,0% 100,0%

% of Total 4,0% 96,0% 100,0%
Chi-Square Tests

Asymptotic
Significance
Value df (2-sided)

Pearson Chi-Square a
McNemar-Bowker Test . . b
N of Valid Cases 50

a. No statistics are computed because grup is a constant.



b. Computed only for a PxP table, where P must be greater than
1.

Symmetric Measures

Asymptotic
Standard Approximate
Value Error’ T¢
Measure of Agreement Kappa ,000° ,000

N of Valid Cases 50

a. No statistics are computed because grup is a constant.
b. Not assuming the null hypothesis.
c. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

Risk Estimate

Value
Odds Ratio for grup (hasta .*
/.)

a. No statistics are computed because
grup is a constant.

grup * AA
Crosstab
AA
AA yok  Total
Grup Hasta Count 50 50
Expected Count 50,0 50,0
% within grup 100,0% 100,0%
% within AA 100,0% 100,0%
% of Total 100,0% 100,0%
Total Count 50 50
Expected Count 50,0 50,0

% within grup 100,0% 100,0%
% within AA 100,0% 100,0%
% of Total 100,0% 100,0%

Chi-Square Tests

Asymptotic
Significance
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square a
McNemar-Bowker Test . . b

N of Valid Cases 50




a. No statistics are computed because grup and AA are
constants.

b. Computed only for a PxP table, where P must be greater than
1.

Symmetric Measures

Value
Measure of Agreement Kappa
N of Valid Cases 50

a. No statistics are computed because grup
and AA are constants.

Risk Estimate

Value
Odds Ratio for grup (hasta .*
/.)

a. No statistics are computed because
grup and AA are constants.

grup * AG
Crosstab
AG
AGyok AGvar  Total
Grup Hasta Count 48 2 50
Expected Count 48,0 2,0 50,0
% within grup  96,0% 4,0% 100,0%
% within AG 100,0% 100,0%  100,0%
% of Total 96,0% 4,0% 100,0%
Total Count 48 2 50
Expected Count 48,0 2,0 50,0
% within grup  96,0% 4,0% 100,0%
% within AG 100,0% 100,0%  100,0%
% of Total 96,0% 4,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymptotic
Significance
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square a
McNemar-Bowker Test . . b
N of Valid Cases 50

a. No statistics are computed because grup is a constant.



b. Computed only for a PxP table, where P must be greater than
1.

Symmetric Measures

Asymptotic
Standard Approximate
Value Error® T¢
Measure of Agreement Kappa ,000° ,000

N of Valid Cases 50

a. No statistics are computed because grup is a constant.
b. Not assuming the null hypothesis.
c. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

Risk Estimate

Value
Odds Ratio for grup (hasta .*
/.)

a. No statistics are computed because
grup is a constant.

grup * GG
Crosstab
GG
GGyok GGvar  Total
Grup Hasta Count 2 48 50
Expected Count 2,0 48,0 50,0
% within grup 4,0% 96,0% 100,0%
% within GG 100,0% 100,0% 100,0%
% of Total 4,0% 96,0% 100,0%
Total Count 2 48 50
Expected Count 2,0 48,0 50,0

% within grup  4,0% 96,0% 100,0%
% within GG 100,0% 100,0%  100,0%
% of Total 4,0% 96,0% 100,0%

Chi-Square Tests
Asymptotic
Significance
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square a




McNemar-Bowker Test . . b
N of Valid Cases 50

a. No statistics are computed because grup is a constant.

b. Computed only for a PxP table, where P must be greater than
1.

Symmetric Measures

Asymptotic
Standard Approximate
Value Error” T°
Measure of Agreement Kappa ,000° ,000

N of Valid Cases 50

a. No statistics are computed because grup is a constant.
b. Not assuming the null hypothesis.
c. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

Risk Estimate

Value
Odds Ratio for grup (hasta .*
/)

a. No statistics are computed because
grup is a constant.

grup * A
Crosstab
A
A ALLEL A ALLEL
YOK VAR Total
Grup Hasta Count 48 2 50
Expected Count 48,0 2,0 50,0
% within grup 96,0% 4,0% 100,0%
% within A 100,0% 100,0% 100,0%
% of Total 96,0% 4,0% 100,0%
Total Count 48 2 50
Expected Count 48,0 2,0 50,0
% within grup 96,0% 4,0% 100,0%
% within A 100,0% 100,0% 100,0%

% of Total 96,0% 4,0% 100,0%




Chi-Square Tests

Asymptotic
Significance
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square a
McNemar-Bowker Test . : b
N of Valid Cases 50

a. No statistics are computed because grup is a constant.
b. Computed only for a PxP table, where P must be greater than
1.

Symmetric Measures

Asymptotic
Standard Approximate
Value Error” T¢
Measure of Agreement Kappa ,000° ,000

N of Valid Cases 50

a. No statistics are computed because grup is a constant.
b. Not assuming the null hypothesis.
c. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

Risk Estimate

Value
Odds Ratio for grup (hasta .*
/.)

a. No statistics are computed because
grup is a constant.

grup * G

Crosstab
G Total



G ALLEL

VAR
Grup Hasta Count 50 50
Expected Count 50,0 50,0
% within grup 100,0% 100,0%
% within G 100,0% 100,0%
% of Total 100,0% 100,0%
Total Count 50 50
Expected Count 50,0 50,0
% within grup 100,0% 100,0%
% within G 100,0% 100,0%
% of Total 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymptotic
Significance
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square a
McNemar-Bowker Test . . b
N of Valid Cases 50

a. No statistics are computed because grup and G are constants.
b. Computed only for a PxP table, where P must be greater than
1.

Symmetric Measures

Asymptotic
Standard Approximate
Value Error’ T¢
Measure of Agreement Kappa ,000° ,000

N of Valid Cases 50

a. No statistics are computed because grup and G are constants.
b. Not assuming the null hypothesis.
c. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

Risk Estimate

Value
Odds Ratio for grup (hasta .*
/.)

a. No statistics are computed because
grup and G are constants.



/VARIABLES=FSH Oocyte M_Oocyte

JCRITERIA=CI(.95).

DESCRIPTIVES VARIABLES=Age FSH Oocyte M_Oocyte
/STATISTICS=MEAN STDDEV MIN MAX.

Descriptives

Notes
Output Created
Comments

Input

Missing Value Handling

Syntax

Resources

Data

Active Dataset

Filter

Weight

Split File

N of Rows in Working 50
Data File

Definition of Missing

Cases Used

Processor Time

Elapsed Time

24-MAR-2017 08:50:40

C:\Users\seda.gulec\Deskto

p\HABIB TEZ
BELGELER
23.03.2017\habib  -inhibin

tez Istatistik 23.03.2017
SADECE OLGULAR.sav
DataSet3
<none>
<none>
<none>

defined
are

User missing

values treated as
missing.
All non-missing data are
used.
DESCRIPTIVES
VARIABLES=Age
Oocyte M_Oocyte
/STATISTICS=MEAN
STDDEV MIN MAX.
00:00:00,02

00:00:00,02

FSH

Descriptive Statistics

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation
Age 50 23,00 39,00 32,1200  4,03879
FSH 50 2,56 16,22 7,0558 2,57568
Oocyte 50 1,00 22,00 8,0200 5,33946



M_Oocyte 50 ,00 17,00
Valid N (listwise) 50

6,5800 4,89935

T-TEST GROUPS=YASARALIGI(0 1)
/MISSING=ANALYSIS
/VARIABLES=FSH Oocyte M_Oocyte
/CRITERIA=CI(.95).

T-Test

Notes
Output Created
Comments

Input Data

Active Dataset
Filter
Weight
Split File
N of Rows in Working
Data File
Missing Value Handling Definition of Missing

Cases Used

Syntax

Resources Processor Time

Elapsed Time

24-MAR-2017 08:50:56

C:\Users\seda.gulec\Deskto
p\HABIB TEZ
BELGELER
23.03.2017\habib  -inhibin
tez Istatistik 23.03.2017
SADECE OLGULAR .sav
DataSet3

<none>

<none>

<none>

50

User defined missing
values are treated as
missing.
Statistics for each analysis
are based on the cases with
no missing or out-of-range
data for any variable inthe
analysis.
T-TEST
GROUPS=YASARALIGI(
01)
/MISSING=ANALYSIS
/VARIABLES=FSH
Oocyte M_Oocyte
/CRITERIA=CI(.95).
00:00:00,00
00:00:00,00




Independent Samples Test

Levene's
Test for
Equality
of
Variance
S t-test for Equality of Means
95%
Sig. Std. Confidence
(2- Mean Error Interval of the
Sig taile Differen Differen Difference
F ) T df d) ce ce Lower Upper
FSH Equal ,080 ,77 - 48 ,009  -2,12626 ,78090 - -
varianc 9 2,72 3,696 ,5561
es 3 35 6
assume
d
Equal - 18,12 ,023 -2,12626 ,85604 - -
varianc 2,48 6 3,923 ,3286
es not 4 84 7
assume
d
Oocyte Equal 7,04 ,01 3,75 48 ,000 5,74428 1,52902 2,669 8,818
varianc 1 1 7 98 59
es
assume
d
Equal 5,08 42,01 ,000 5,74428 1,12973 3,464 8,024
varianc 5 7 42 15
es not
assume
d
M Oocy Equal 3,18 ,08 3,37 48 ,001 4,83784 1,43512 1,952 7,723
te varianc 8 I 1 34 34
es
assume
d
Equal 4,11 32,61 ,000 4,83784 1,17550 2,445 7,230
varianc 6 4 19 49
es not
assume
d




T-Test

Notes
Output Created

Comments
Input

Missing Value Handling

Syntax

Resources

Data

Active Dataset

Filter

Weight

Split File

N of Rows in Working
Data File

Definition of Missing

Cases Used

Processor Time
Elapsed Time

24-MAR-2017 08:51:14

C:\Users\seda.gulec\Deskto
p\HABIB TEZ
BELGELER
23.03.2017\habib  -inhibin
tez Istatistik 23.03.2017
SADECE OLGULAR:.sav
DataSet3

<none>

<none>

<none>

50

User  defined  missing
values are treated as
missing.
Statistics for each analysis
are based on the cases with
no missing or out-of-range
data for any variable in the
analysis.
T-TEST
GROUPS=0O0SITSAYIAR
ALIGI(0 1)
/MISSING=ANALYSIS
/VARIABLES=FSH
Oocyte M_Oocyte
/CRITERIA=CI(.95).
00:00:00,00
00:00:00,00




Group Statistics

OOSITSAYIARALI Std. Error
GI N Mean Std. Deviation Mean
FSH <=3 OOSIT 11 8,4845 3,21426 96914
3' den fazla oosit 39 6,6528 2,25348 ,36085
Oocyte <=3 OOSIT 11 1,8182 ,40452 ,12197
3' den fazla oosit 39 9,7692 4,73765 , 75863
M Oocyte <=3 OOSIT 11 ,6364 ,80904 ,24393
3' den fazla oosit 39 8,2564 4,20349 ,67310

Independent Samples Test

Levene's
Test  for
Equality
of
Variar ces t-test for Equality of Means
95%
Sig. Std. Confidence
(2- Mean  Error Interval of the
Sig taile Differen Differen Difference
F ) T df d) ce ce Lower Upper
FSH Equal 855 ,36 2,16 48 ,036  1,83172 ,84818 ,12634 3,537
varianc 0 0 11
es
assume
d
Equal 1,77 12,9 ,100 1,83172 1,03413 - 4,067
varianc 1 00 ,40415 60
€s not
assume
d
Oocyte Equal 18,5 ,00 - 48 ,000 - 1,44048 - -
varianc 04 0 5,52 7,95105 10,847 5,054
es 0 33 77
assume
d
Equal - 39,8 ,000 - ,76837 - -
varianc 10,3 89 7,95105 9,5041 6,397
es not 48 2 97
assume
d



M Ooc Equal 16,0 ,00 - 48 ,000 - 1,28305 - -

yte varianc 14 0 5,93 7,62005 10,199 5,040
es 9 80 30
assume
d
Equal - 45,6 1,000 - , 71594 - -
varianc 10,6 45 7,62005 9,0614 6,178
es not 43 5 64
assume
d

Frequencies

Notes

Output Created 24-MAR-2017 08:56:36

Comments

Input Data C:\Users\seda.gulec\Deskto

p\HABIB TEZ
BELGELER

23.03.2017\habib -inhibin
tez Istatistik 23.03.2017

SADECE OLGULAR .sav
Active Dataset DataSet3
Filter <none>
Weight <none>
Split File <none>
N of Rows in Working 50
Data File
Missing Value Handling Definition of Missing User-defined missing
values are treated as
missing.
Cases Used Statistics are based on all
cases with valid data.
Syntax FREQUENCIES
VARIABLES=Genotip AA
AGGGAG
/STATISTICS=STDDEV
MEAN
/ORDER=ANALYSIS.
Resources Processor Time 00:00:00,02
Elapsed Time 00:00:00,03




Statistics

Genoti
p AA AG GG A G
N Valid 50 50 50 50 50 50
Missi 0 0 0 0 0 0
ng
Mean 1,9600 ,0000 ,0400 ,9600 ,0400 1,0000
Std. Deviation ,19795 ,00000 ,19795 ,19795  ,19795  ,00000

Frequency Table

Genotip

Frequency Percent

Cumulative

Valid Percent Percent

Valid AG 2 4,0
GG 48 96,0 100,0
Total 50 100,0
AA
Cumulative
Frequency Percent  Valid Percent Percent
Valid AAyok 50 100,0 100,0 100,0
AG
Cumulative
Frequency Percent  Valid Percent Percent
Valid AG yok 48 96,0 96,0
AGvar 2 4.0 100,0
Total 50 100,0 100,0
GG
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid GGyok 2 4,0 4,0
GG var 48 96,0 100,0



Total 50 100,0 100,0

A
Cumulative
Frequency Percent  Valid Percent Percent
Valid A ALLEL 48 96,0 96,0 96,0
YOK
A ALLEL 2 4,0 4,0 100,0
VAR
Total 50 100,0 100,0
G
Cumulative
Frequency Percent  Valid Percent Percent
Valid G ALLEL 50 100,0 100,0 100,0

VAR




7.2. FORMLAR
7.2.1. BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Asgari Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Sayin Hastamiz,

e Bu belge bilgilendirilme ve aydinlatilmig onam haklarinizdan yararlanabilmenizi amaglamaktadir.

o Size gergeklestirilebilecek klinik arastirmalar amagh girisimler konusunda, tiim segenekler ile bu
girisimlerin yarar ve muhtemel zararlari konusunda anlayabileceginiz sekilde bilgi alma hakkimiz
ve bir kopyasim isteme hakkimiz vardir.

e Yasal ve tibbi zorunluluk tagiyan durumlar diginda bilgilendirmeyi reddedebilirsiniz. Yazili
bildirmek kosulu ile bilgi almama veya yerinize giivendiginiz bir kimsenin bilgilendirilmesini
talep etme hakkina sahipsiniz.

e Kklinik aragtirmalara katihm konusunda bilgilendirildikten sonra bunu kabul edebilirsiniz. Ya da
karar verebilmek i¢in uygun zaman talep edebilirsiniz.

e Hayatiniz veya hayati organlarimz tehlikede olmadig: siirece onaminizi (yazili talep etme kosulu
ile) dilediginiz zaman geri alabilir ya da onceden kabul etmediginiz herhangi bir tani/tedavi
amagli girisimi tekrar talep edebilirsiniz.

e Hastanemizde verilen hizmetleri Hastane Tamitim Brosiiriinden edinebilirsiniz. Ayrica Hastane

personeli hakkinda http://www.yeditepehastanesi.com.tr/ ve www.sureyyapasa.gov.tr/ web

sayfalarindan daha detayli bilgilere ulagabilirsiniz.

¢ Burada belirtilenlerden bagka sorulariniz varsa bunlari yanitlamak gorevimizdir.

TANIMLAMA

Arastirmanin Adi: Konu: INHIBIN POLIMORFIZMININ TUP BEBEK TEDAVISINE ETKISININ
ARASTIRILMASI

Arastirmaya Kattlimer Sayisi: 100

Bu aragtirmanin Amaci: Bu galigsmada bizim amacimiz,Primer Infertilite tanisi konulan ve IVF tedavisi
goren hastalarda, Inhibin proteininin Gzellikle beta-A alt Unitesini kodlayan INHBA gen
polimorfizmlerinin serum FSH ve matir oosit miktari ile iligkisinin arastirilarak inhibin gen
polimorfizmlerinin tip bebek tedavisine yanitta rol oynayip oynamadiginin incelenmesidir.

Siiresi: 1 Yil
Izlenecek Yontem/Yontemler:
Yontem:

DNA ELDESI;

Primer IVF Tanisi konulmus hastalarda 5ml EDTA ‘i tuplere yaklasik 350 mllik periferik kan
alinacaktir DNA izalasyonu icin (iPrep Pure link, invitrogen ) izolasyon robotu kullanilacaktir. Elde



edilen DNA’ larin konsantrasyonlari nanodrop (Themoscientific) cihazi ile belirlenecektir. Saflik
Slcumleri igin  Nano Drop cihazi ile spektrofotometrik olarak 6lgim yapilacaktir. DNA * lar galisma
giiniine kadar +4 C’ de bekletilecektir.

GENOTIP ANALIZI :

Inhibin genotiplemesi applied bioscience 7500 Fast Real Time cihazi kullanilarak Real time PCR
(polimeraz zincir reaksiyonu) ile yapilacak ve hedef varyasyonlarindaki olasi mutasyonlarin
belirlenebilmesi igin dzel pirimer dizileri kullanilacaktir.

ISTATIKSEL ANALIZ :

Calismanin istatistiki analizi igin SPSS 21.0 kullanilacak Hasta gurubu ve control gurubu
katiimcilarinin kargilastiriimalarinda allel fonksiyonlarinin ve genotiplerin karsilagtiriimasi igin ki kare
testi kullanilacaktir. Hasta ve control gurubu anlamiilik 8igiimi igin student ‘s t tast kullanilacaktir.
Anlamlilik sevyesi p < 0,05 kabuledilecektir.

Arastirma Sonunda Beklenen Fayda Bu ¢alismada bizim amacimiz,Primer Infertilite tanisi konulan
ve IVF tedavisi goren hastalarda, Inhibin proteininin 6zellikle beta-A alt {initesini kodlayan INHBA gen
polimorfizmlerinin serum FSH ve matir oosit miktar ile iliskisinin arastirilarak inhibin gen
polimorfizmlerinin tip bebek tedavisine yanitta rol oynayip oynamadiginin incelenmesidir.

Primer Infertilite, bir giftin minimum 1 yil boyunca korunmasiz iliskiye ragmen hamileligin
saglanamamasi veya hamile kalinsa bile dusuklerin olusmasi durumunda konulan tanidir. Dolayisiyla
1 yil boyunca hem hamile kalamayan hem de spontane dusukler ve 61t dogumlar yapan kadinlar
primer infertilite tanis1 almaktadir. Yapilan galismalarda 6zellikle primer infertilitede genetik faktorlerin
6nemine deginilmektedir. Ayrica foltiktler sttmulan Hormon basta olmak tzere gesitli genlerin
mutasyonlarinin primer infertilitede rol oynadiklari géztukmustur. Yapilan galismalarda basta Folikiler
Stimalan Hormon olmak Gzere gesitli genlerin mutasyonlarinin primer infertilitede rol oynadiklari
gozukmastar (1) .

TGF-b superailesine ait olan Inhibin Proteini, distlfit baglariyla dimerik yapida bulunan ve alfa, beta-A,
beta-B, beta-C ve beta-E alt tniteleri bulunan bir protein olup, en énemli ézelligi gonadlardan ve
hipofiz bezinden FSH sentezini downregiile etmesi ve FSH salgisini inhibe etmesidir (2). Inhibin beta-
A alt Unitesi Alfa alt Gnitesiyle birleserek hipofiz-FSH inhibitér olustururlar. Son arastirmalarda serum
Inhibin seviyesinin tip bebek tedavisinin uygulanmasinda énemli rol oynayabilecegi gosterilmistir (3).

Bu calismada bizim amacimiz,Primer Infertilite tanisi konulan ve IVF tedavisi géren hastalarda, Inhibin
proteininin 6zellikle beta-A alt tnitesini kodlayan INHBA gen polimorfizmlerinin serum FSH ve matiir
oosit miktari ile iligkisinin aragtirilarak inhibin gen polimorfizmlerinin tip bebek tedavisine yanitta rol
oynayip oynamadiginin incelenmesidir.

Bu Cahsmada Herhangi Bir Alternatif Tedavi yada Girisimde Bulunulmayacaktir.

Bu Arastirma Géniilliiler igin Hicbir Risk Teskil Etmemekte ve Higbir Rahatsizhga Sebep
olmamaktadir.



ONAM (RIZA)

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida konusu ve amaci
belirtilen arastirma ile ilgili yazii ve sézlii agiklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi.
Aragtirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak
arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma digi
birakilabilecegimi biliyorum. Bu durumda hastanenin galisma diizeni ve hastalara verilen bakimda
aksaklik olmayacagi konusunda bilgilendirildim. Bu aragtirmaya katilirken zorlama, maddi ¢ikar ve
ast st iligkisine dayali herhangi bir baski olmaksizin bu g¢alismaya katildigimi beyan ederim. Bu
bilimsel ¢ahsmanin devami esnasindaki siiregle ilgili olarak ayrica eklenen galisma protokolii ile
bilgilendirildim. Tarafindan alinan kan ve doku &rneklerinin daha sonra bagka aragtirma

¢ahgmalarinda kullanilmasinda herhangi bir sakinca yoktur.
S6z konusu aragtirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rnizamla katilmay1 kabul ediyorum.
Goniilliiniin:

Adi Soyadr:

imzas::

Tarih:

Agtklamalart Yapan Kiginin:

Adi Soyadi:

imzasi:

Tarih:

Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin:

Adi Soyadi:

imzasi:

Tarih:

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin :

Adi Soyadi:

imzasi:



7.2.2. BIYOLOJIK MATERYAL TRANSFER FORMU

KLINIK ARASTIRMALARDA KULLANILACAK BIYOLOJIK MATERYAL
TRANSFER ANLASMASI

Avagtimanin Agik Adi: INHIBIN POLIMORFIZUININ TUP BEBEK TEDAVISINE ETKISININ
ARASTIRILMASI

Protokol Numarasi

Aragtimanin Ozeti  Primer Infertiite bir gifin minimum 1 il boyunca korunmasiz igkiye
ragmen hamileligin saglanamamasi veya hamile kalinsa bile diigiklerin olugmast durumunda
konulan tanidir, Dolayisiyla 1 yil boyunca hem hamile kalamayan hem de spontane dilgikler ve
0l dogumlar yapan kadinlar primer infertiite tanisi almaktadr. Yapilan galismalarda ozellikle
primer infertltede genetik faktorlerin Onemine deginilmektedir. Ayrica folikiller stimulan
Hormon bagta olmak (izere gesitli genlerin mulasyonlarinin primer infertfitede rol oynadiklan
gaiikmistir, Yapilan galigmalarda bagta Folikiler Stimilan Hormon olmak (zere gesit
genlerin mutasyonlannin primer infertlitede rol oynadiklan gézikmitir (1)

TGF-b siperaileine it ofan Inhibin Proteini, distfit baglanyla dimerik yapida bulunan ve alfs
bota-A, beta-B, beta-C ve betaE alt Uniteleri bulunan bir protein olup, en dnemli dzelligi
gonadlardan ve hipofiz bezinden FSH sentezini downregile etmesi ve FSH salgisini inhibe
etmesidir (2). Inhibin beta-A alt Unitesi Alfa alt Gnitesiyle birlegerek hipofiz-FSH inhibitorii
olugtururlar, Son aragtimalarda serum Inhibin - seviyesinin (Up bebek tedavisinin
uygulanmasinda Gnemli rol oynayabilece gdsterilmigtr (3).

Bu galigmada bizim amacimiz,Primer Infertiite anist Konulan ve IVF tedavisi goren hastalarda,
Inhibin proteininin zelikle beta-A alt iintesini kodlayan INHBA gen polimorfizmlerinin serum
FSH ve matiir oosit miktan le iligkisinin aragtinlarak inhibin gen polimorfizmlerinin tip bebek
fedavisine yanitta rol oynayip oynamadiinin incelenmesidir.

Metin girmek icin burayt tiklatin,

Isbu anlagma ile biyolojk materyali gonderen aragtmaci ve kurum INHIBIN
POLIMORFIZMININ TUP BEBEK TEDAVISINE ETKISININ ARASTIRILMASI" isimi
arastimada Kulanimek (Gzere gonderlecek Smi miktarda aragtirma amaci iig
kullanimasi Uzere Yeditepe Universitesi 26 Agustos Yerlegkesi adresindeki Tibbi
Biyoloji merkezine gondermeden 6nce GONDERICI ve ALICI danasaidaki kogullan kabul
elmesi istenmektedir

1. Gonderilen biyolojik materyaller yalnizca yukanda yazih ameg igin kullaniabilr, ALICI biyolojk
maleryallrin alinma amacindan diginda ikincil amag ign kulanima istekierini GONDERICI ye
yazl olarak bildirecekir.

2. Biyolojik materyaller ALICI ya ganderimeden dnce biyolojik materyalin sagland gonilulere ait
Tirkiye llag ve Tibbi Chaz Kurumu ve Etk Kurulun onayladi tim kullanim amaglarna yonelk
olarak duzenlenmis bigilendinimig gonall olur formunun her bir gondlliden alinmig omas
gerekmekted.

, ALICI biyolojk materyai GONDERICInin yazll izni olmadan (Ggined Kigikurumlara
vermeyecekt.

, Bijolojk materyaller GONDERICI tarafindan bireyin kimik ve tanimlayict bigier omaksizin
ALICIya ginderlecekir.

, ALICI biyolojk materyalleri Birlegmis Mileller Insan Genomu ve Insan Haklan Eviensel

>

S

o

Biyolojik Materyal Transfer Formu 1
(Biological Material Transfer Form)
01.09.2015 Versiyon 1.0

AGREEMENT FOR TRANSFER OF BIOLOGICAL MATERIAL TO BE USED IN
CLINICAL TRIALS

Full name of the clinical trial:
Protocol code

Summary of the clinical trial:
Click here on enter texl

By this agreement, the investigator and the insttution who send the biological material
requires the CONSIGNEE and CONSIGNORIo agree on he below lerms before sending
(Specify bological malerial [ype and amounf) which shall be used for o be dispatched o
the address o

1. Delivered biological materials shall be used only for the above-mentioned purposes.
CONSIGNEE shalluse those materials only for secondary purposes, which are initaly approved
by the CONSIGNOR in wilten.

 Prior o the dispatch of the biological materials to the CONSIGNEE, Turkish Medicines and
Medical Devices Agency and Ethics Committee approved infomed consent forms, which belong
to the persons for whom the biological material is provided, should be oblained. This consent
fom should explain all the purposes of use of the biological samples.

, CONSIGNEE cannot provide he biological malerial lo the third parties withoul prior wrillen
approval of the CONSIGNOR.

. Biological materials shal be dispalched by the CONSIGNOR to the CONSIGNEE without the
identty or any descriptive information of the individuals.

- CONSIGNEE shall use the biological materials in accordance with as the United Nations Human

Genome and Universal Declaration of Human Rights.

CONSIGNEE acknowledges and agrees that the biological materals to be dispatched under this

agreement shall be ulized for research purposes and have some risks associated with (heir

Usage. Appropriale preventive actions should be taken for those rsks.

. CONSIGNOR and CONSIGNEE shall mutually agree that the biological materials cannot be
used as a source for any commercial profit and the rights refating lo a joint publication or a
patent right that may arise may be the only exception for that. CONSIGNOR and CONSIGNEE
shall mutually agree on those rights prior o trial iniation.

- CONSIGNEE agrees to retum or dispose of al materials and to evidence such acls accordingly
in the event of temination of the agreement or withdrawal of writen consent of the volunteer
referred in ftem 2,

- This agreement shall be terminated in the event of, temination of the tril, violation on the tems
of refated regulations or noncompliance wih agreement clauses of either of the parties.

10. CONSIGNEE and CONSIGNOR shall be responsible from the execution of this Agreement and

performances hereunder. In case of conflict, both countries of the parties' courts are authorized.

~
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Beyannamesine uygun olarak kullanacaktr,

6. Bu anlagma fle gonderlecek biyolojik materyalin arashima igin kullanacak oldugu ve biyolojik
materyal kulanimina at risklerin var lduu ALICI {arafindan kabul edimekledir. Soz konusu
risklere Kargt uygun onlemlerin alinmas! gerekmektedr,

7. GONDERICI ve ALICI gonderilen biyoljk maleryalin herhangibi seki ticar kazang kaynal
olarak kullaniamayacad ancak elde ediebilecek fki milkiyet ve patent haklannin bu durumdan
itisna oldudu kabul etmektedir. GONDERICI ve ALICI sz konusu hakanni aragtima
baglanglcinda kargiikl ofarak belifeyecektr.

8. ALICI bu anlagmanin sonlanmas! veya biyolojk materyain sadlandid) gonillere ait anlagmanin
2, maddesinde belirlen olurun geri ekimesi halinde bitin materyallen geri vermeyi veya
orladan kaldimay ve bunu belgelemeyikabul eder.

9, Bu anlagma, arastmanin sonlanmas, igii mevzual hukimiering uyuimamasi veya iigii
taraflann arlagma hikimlering uymamas! durumlarinda son bulacair

10, Bu anlagmanin yuritimesinde ALICI ve GONDERICI yelkier sorumludur, Alagmatzlk halinde
ihiafin pozimd in her i Ulke mahkemeleri d yetkidir.

BIYOLOJIK MATERYALI GONDEREN ARASTIRMAC BILGISI

Adi Soyadi ve Unvani: Rukset Atar

Uzmanlik Alani * Kadin Hastallklar ve Dogum

Kurumu + Yediepe Universtes! Hastanesi Kadin Hastain ve
Dogum Anabilim Dal

Adresi + Ioerenkdy Mahallsi Hastane Yolu Sokek no:102-
104 Aagehiestanbul

Telefon 05378401900

Faks :

E-posta “lukselalar@homai.com

BIYOLOJiK MATERYALI ALAN ALICI BILGIS

Adi Soyad ve Unvani
Uzmanhik Alant
Kurumu

Adres!

Telefon

Faks

E-posta

Bu anlagmada belirtlen kogullan okudum ve anladim. Génderilen materyalde bu
anlagmada belirtilen kogullara uyacagimi taahhit ederim.

GONDER] A0

Biyolojik Materyal Transfer Formu 2
(Biological Material Transfer Form)
01092015 Vesion 10

INFORMATION REGARDING THE INVESTIGATOR SENDING THE BIOLOGICAL NATERIAL

Name Surname and Title
Specialization
Institution

Address

Telephone

Fax

E-mail

INFORMATION REGARDING THE CONSIGNEE RECEIVING THE BIOLOGICAL MATERIAL

Name Sumame and Title
Specialization
Institution

Address

Telephone

Fax

E:mail

[ read and understood the terms under this agreement. | hereby agree and undertake
{hat | will act in accordance with the terms of this agreement with respect to the
dispatched materials.

CONSIGNOR CONSIGNEE
Consignor | Consignor | Chiel Chief Officer | Consignee
Investgalor | Sponsor | Head ofthe | of the Instituion Official
Company | Department | Insktution/
Offiial Reclor or
o Assigned
Legal Person
Reprserttie
Name
Sumame
and Tille
n
Handiing
Date
Signature

Note: Instead of te signalure of the consignee representative, a signed end use certicate' incuding
clauses simiar to his agreement’s o be issued by the consignee instiution may o be accepted.



7.2.3. OLGU RAPOR FORMU

////A Olgu Rapor Formu

YEDITEPE UNIVERSITESI
HASTANESI

CALISMAYA /ARASTIRMAYA DAHIL EDILME KRITERLERI

Deney Gruplari

Gondlli Olma

Primer IVF Hastasi olma

18-40 Yas araliginda olma

Yukarida belirtilenler haricinde bir hastaliga sahip olmama

Kontrol gurubu igin;
Gonlli olma
Saglikli olma (yukarida belirtilenlerde dahil oimakizere hig bir hastaliga sahip olmama)

18-40 yas araliginda olma

CALISMAYA /ARASTIRMAYA DAHIL EDILMEME KRITERLERI
Gonlli olmama
18-40 yas araligi diginda olma

Belirtilenler disinda bir hastaliga sahip olma

il
o W%ﬁﬁ(’ﬂ

SH.P/06-F.13 Rev 0, 06.03.2013




7.3. ETiK KURUL KARARI

)

T.C. YEDITEPE UNIVERSITESE

Sayr :  37068608-6100-15-1218 05/05/2016
Konu: Klinik Aragtirmalar
Etik kurul Bagvurusu hk.

Ilgili Makama (Habip Aslan)

Yeditepe Universitesi Molekiiler Tip Anabilim Dali’nda gérevli Habip Aslan’in sorumlu
oldugu “Inhibin Polimorfizminin Tiip Bebelc Tedavisine Etkisinin Arastiniimasi” isimli
aragtirma projesine ait Klinik Arastirmalar Etik Kurulu (KAEK) Basvuru Dosyas1 ( 1193 kayit
Numarall KAEK Bagvuru Dosyas: ), Yeditepe Universitesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
tarafindan 04.05.2016 tarihli toplantida incelenmistir,

Kurul tarafindan yapilan inceleme sonucu, yukandaki isimi belirtilen ¢alismamn yapilmasinin
etik ve bilimse] agidan uygun olduguna karar verilmistir ( KAEK Karar No: 616 ).

W<
Prof. Dr. Turgay CELIK.

Yeditepe Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Bagkam

Yeditepe Universitesi 26 Agustos Yerlesimi, indna Mahallesi Kayisdag Caddesi 34755 Atasehir / istanbul
T.0216 578 00 00 www.yeditepe.edutr | F.0216578 0299



8. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Habip Soyadi Aslan
Dog.Yeri Pazarcik Dog.Tar. 15.11.1976
Uyrugu Tiirkiye Cumhuriyeti TC Kim No 10643341484
Email habibaslan78(@gmail.com |Tel 82287878090(1)3?2 63
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurum Adi Mez.Yihi
Dokrora
Yiik.Lis.
Universite Kafkas Universitesi —Fen Edebiyat Fakiiltesi/Biyoloji 2002
Lise Atatiirk Lisesi 1996

Is Deneyimi (Sondan Geg¢mise Dogru Siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Yil-Y1l)
1. Embriyolog Faruk Medikal city 2015-

2. Embriyolog Acibadem -Adana 2014-2014
3. Embriyolog Bahgeci Tiip Bebek Merkezi 2007-2014
Ybanci Okudugunu . % KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puam Puanlar
Ingilizce |Orta Iyi Orta
*Cok lyi, Iyi, Orta, Zayif Olarak Degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel

LES Puam
ALES Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Orta

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri

Ozel Ilgi Alanlar1 ( Hobileri)
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