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TESEKKUR
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OZET

YARDIMCI UREME TEKNIKLERINDE FSHR GENi EKZON 10
MUTASYONLARININ OVARYEN CEVABA ETKISI

Amag: Yardimc lireme teknikleri tedavisinde yeterli sayida ve kalitede yumurta
elde edilemeyen olgularda FSH (Folikiil Uyarict Hormon) reseptoriindeki genetik
degisimlerin yumurta olusumu ve ovulasyona etkisinin incelenmesi amaglandi.
Materyal ve Metot: Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip bebek
Merkezinde yardime1 iireme teknikleri ile tedavi géren ve istenilen say1 ve kalitede
yumurta elde edilemeyen 27 kadin hasta ve saglikli gebelik elde edilen 30 kadin
kontrol olmak tizere toplam 57 kisiden kan alindi. Kan 6rneklerinden kit yontemi
ile DNA elde edildikten sonra PCR (Polimeraz Zincir Reaksyonu) ve sonrasinda
DNA dizileme yontemleri uygulanarak FSH Geni ekzon 10 bdlgesi incelendi. Elde
edilen sonuglar SPSS ve Ki-kare analizi ile degerlendirildi.
Bulgular: FSHR geni ekzon 10 bolgesi DNA dizilemesi sonucunda, rs6166 mutant
bolgesi bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmazken, rs747317735 bolgesi TT genotipi bakimindan istatistiksel
olarak anlamli derecede fark saptandi (p=0,033, %>=6,834). FSHR geni
rs747317735 bolgesi T allel frekans1 da hasta grubunda kontrol grubundan daha
yiiksek frekansta saptandi (p=0,008, %*=2,897).Ayrica TT genotipine sahip
bireylerin primer infertilite grubunda daha yiiksek frekansta oldugu saptandi
(T=0,046).
Sonug¢: Calismamizin sonucuna gore, yardimer lireme teknikleri tedavisi siirecinde
FSHR geni rs747317735 bolgesi bakimmdan T allelli ve TT genotipine sahip
bireylerde yeterli sayida ve kalitede yumurta olusturulamadigi ve bu bireylerin
primer infertilite bakimindan risk grubunda oldugu saptandi. Sonuglarin kesinlik
kazanmasi i¢in daha biiyiik ve farkli populasyonlarda dogrulanmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fshr; infertilite; ovulasyon; yardimci iireme teknikleri

Giilhan ORHAN CAYCI, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran-2016



ABSTRACT

EFFECTS OF FSHR GENE EXON 10 MUTATIONS ON OVARIAN
RESPONSE IN ASSISTED REPRODUCTIVE TECHNIQUES

Aim: We aimed to evaluate the effects of FSHR gene variants on the cases of could
not have enough and quality ovum during assisted reproductive technics.
Material and Method: We evaluated 57 cases in this study 27 of them could not
have quality and enough ovum during assisted reproductive technology in Ondokuz
Mayis University Faculty of Medicine, IVF Center and 30 control cases have
healthy pregnancy. After DNA isolated from peripheric blood samples of via kit
procedure sall the cases. Polimerase Chain Reaction and following DNA
sequencing methods performed for FSHR gene exon 10 analysis. SPSS and Chi-
square analysis performed for statistical analysis.
Results: As a result of DNA sequence, there was no statistical significance rs6166
and study groups. Howewer we detected statistically significant difference between
patients and control groups for FSHR gene exon 10 rs747317735 variant (p=0.033,
>=6.834). T allele frequency was also higher in the patient group (p=0.008,
¥*=2.897).
Conclusion: During assisted reproductive technics, the patients have T allele or TT
genotype of FSHR gene rs747317735 variant could not have enough ovum for
application. These results should be confirmed by other researches groups.We also
found that, frequency of patients have TT genotype was higher in the primery
infertile group.

Keywords: Art; fshr; gene infertility; ovulation

Giilhan ORHAN CAYCI, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June-2016



SIMGELER VE KISALTMALAR

%
A

Ala
Arg
Asn
Asp
ATP

B¢

Camp
CRE
CREB
Cys
E2
EDTA

ERGIC

FSH

FSHR

Gly

GnRH

> Yizde
: Adenin

> Alanin

> Arjinin

. Asparajin

. Aspartate

: Adenozin 5’-trifosfatin

: Baz cifti

. Sitozin

: Adenozin 3’,5’-monofosfat

: cCAMP cevap elemanlar1 familyasi

: Siklik AMP diizenleyici protein baglanma proteini
: Sistein

: Ostradiol

: Etilen diamin tetra asetik asit

: ER-Golgi ara kompleksine

: Follikiil Stimiile edici Hormonu

: Folikiil Stimiile Hormon Reseptorii
: Guanin

> Glisin

: Hipotalamustan gonadotropin-salgilayan hormon

Vi



GPCR : G protein ¢ifti reseptorlerine

Gr : Gram

GS : Stimiilatuar G proteini

GTP : Guanosil trifosfat

hCG : Insan koryonik gonadotropin
ICSI . Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
lle : Izolosin

INR : Initiator

1UI - Asilama

IVF - In-vitro fertilizasyon

KOH : Kontrollii over hiper stimulasyonu
Leu : Losin

LH - Liiteinize edici hormon

LI : Liiteinizasyon inhibitorii

LRR : Losin-zengin tekrarlar

M : Molar

mA . Miliamper

mL > Mililitre

mm : Milimetre

°Cc : Santigrat derece

OMi : Oosit matiirasyon inhibitrii
PCR : Polimeraz zincirleme reaksiyonu

vii



pg/ml : Pikogram/ mililitre

PKA : Protein kinaz A

Pro : Prolin

QCS . ER Kalite kontrol sistemi
Rpm : Devir sayisi

SDS : Sodyum dodesil sulfat

Ser > Serin

SF-1 : Steroidogenik factor-1
SLBS : Steroidogenik factor-1 (SF-1)-benzeri baglanma bolgesi
T > Timin

Taq : Thermus aquaticus bakterisi
Thr : Triptofan

™ : Transmembran bolge

TSH : Tirotropik hormonu

TSH : Tiroidi uyarict hormon

\Y/ - Volt

Val > Valin

YUT > Yardimce tireme teknigi
Mg : Mikrogram

pg/mi : Mikrogram/ mililitre

pL : Mikrolitre

viii
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1.GIRIS

Infertilite, diizenli koruyucusu olmayan seksiiel temastan 12 ay sonra ortaya
¢ikan bir olgu olarak tanimlanir. (Zegers-Hochschild et al., 2009). Toplumda saglikli
ciftlerin %10-15 inde infertilite problemi bulunmaktadir ve diinyada 80 milyon ¢iftten
daha fazlasi infertildir. (Rosenbluth et al., 2011).

Yetmisli yillardan itibaren uygulanmaya baslanan in-vitro fertilizasyon (IVF) ve
1992°den itibaren uygulanan intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) yontemleri
erkek faktor infertilitesi basta olmak iizere giinlimiizde c¢esitli nedenlere bagli olarak
infertilitede kullanilan en yaygin yontemler olmustur.

Yardimei iireme teknigi (YUT) kullanilacak hastalarda kontrollii over hiper
stimulasyonu (KOH) ile ¢oklu follikiillerin, bunun sonucunda ¢ok sayida oosit ve
embriyolarin elde edilebilmesi ile YUT bagarisin1 arttirmak amaglanmustir.

Ovulasyonun gonadotropinlerle uyarilmasi infertilite tedavisinde basarili
olmakla birlikte, asilama (IUI: In Utero Inseminasyon) ve tiip bebek (IVF: In vitro
Fertilizasyon) uygulanan hastalarda ayn1 doz gonadotropin uygulamasinda farkli sayida
ve kalitede yumurta olusumu gerceklesebilmektedir. Farklh kisilerde farkli sayida ve
kalitede yumurta olusumu tedavi siirecini olumsuz etkileyebilmektedir. Baz1 olgularda
yetersiz sayida ve kalitede yumurta olusumu IUI ya da IVF’nin tekrarlanmasini
gerektirmektedir (Swati et al., 2009; Palaban et al., 2014).

Farmakogenetik, her bireyin ayr1 bir genetik yapisinin olmasi nedeniyle kisiye
ozel ilag tedavisini ongoren bir bilim dalidir. Bireyler arasinda var olan genetik
farkliliklar, ila¢ alim1 sonucunda olusan etkiler, ilacin aktivitesi lizerine en biiyiik etkiye
sahiptir. Farmakogenomik testler ile hastaya uygun olan ila¢ ve doz tercihi yapilarak
hastaya etkisi olmayan ilaglara harcanan biitcede ve olusacak yan etkilerin sagaltimi i¢in
harcanan biitgede dnemli kiigiilmeler saglanmaktadir (Liedo et al., 2014).

Follikiil Stimiile edici Hormon (FSH), hipofiz bezinden salgilanan ve dogrudan
yumurtaliklar iizerine etki eden bir hormondur; kadinda yumurta, erkekte ise sperm
gelisimini saglar. Molekiiler Tip alanindaki ¢aligmalar gostermistir ki, sadece FSH
seviyesinin Ol¢iilmesi bu hormon ile ilgili olarak yumurta ya da sperm yapimi hakkinda
yeterli bir degerlendirme saglamamaktadir. FSH reseptorii iiretiminden sorumlu genin

analiz edilmesiyle bu genlere ait bazi bozukluklarin (mutasyonlar) ve varyasyonlarin


http://tr.wikipedia.org/wiki/Genetik
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C4%B0la%C3%A7_tedavisi&action=edit&redlink=1

(polimorfizmler) yumurta yapiminin bozulmasina yol actiklari ortaya konulmustur
(Swati et al., 2009; Palaban et al., 2014).

Bu nedenle ¢alismamizda, yardimci iireme teknikleri ile yeterli sayida ve
kalitede yumurta elde edilemeyen olgularda FSHR genindeki degisimlerin yumurta
olusumu ovulasyona etkisinin incelemesi amaglandi. Ilgili hormon yada hiicre ici
haberci molekiiliin yeterince var olmasi durumunda bile reseptoriin yapisinda olusmus
olan genetik bir bozukluk nedeniyle reseptorle etkilesime gecememesi gereken cevabin
olusmasina ya da gerekenden fazla cevap olusumuna neden olabilmektedir. Dolayisiyla
ilacin etkisi kisiden kisiye farklilik gostermekte ayni doz ilag farkli kalitede yumurta
olusturmasina neden olabilmektedir. Bu ¢alismada da ovulasyona (yumurta olusumuna)
FSHR (Folikiil Stimiille Hormon Reseptdrii) genindeki degisimlerin (varyantlarin)
etkisinin incelenmesi amaglandi.

Calismanin sonucunda FSHR genindeki ekzon 10 varyantlar1 bakimindan kaliteli
ve normal sayida yumurta elde edilen bireylerle, normal gebelik elde edilen bireyler
karsilastirildiginda genetik farklilik saptanirsa, tedavi oncesinde bu genlerin analizinden
sonra uygulanacak dozun belirlenmesi IUI ya da IVF tedavisinin basar1 oranini
yiikseltecek, hastalarin zaman kaybmi ve olumsuz sonuglardan psikolojik olarak
etkilenmesini dnleyecek ve asir1 yumurta olusumu sendromu gibi komplikasyonlarin
Oniine gegilmis olacaktir.

Calismamizda, gocuk sahibi olma istegi ile, 19 Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi,
Kadin Hastaliklart ve Dogum Anabilim Dali, Tiip Bebek Merkezine (UYTEM —
Uremeye Yardimci Tedaviler Merkezi) bagvuran ve ovulasyon indiiksiyonu uygulanan
hastalarda FSHR geni ekzon 10 rs747317735 bolgesi mutasyon varliginin ovaryen

cevaba etkisinin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1.Infertilite

Infertilite, iireme doneminde olan ciftlerin herhangi bir dogum kontrol yontemi
kullanmadan, en az bir yil diizenli cinsel iligkiye girmelerine ragmen gebeligin
olusmamasi durumudur (Wright ve ark., 2010). Ciftlerin yaklasik % 15'inde herhangi
bir neden saptanamamaktadir. Bu duruma idiopatik kisirlik (agiklanamayan kisirlik)
denmektedir.

Gebeligin hi¢ olmadigi durumlara "primer infertilite" denir. Daha O6nce bir
gebeligin elde edildigi fakat devaminda gebeligin elde edilemedigi durumlara ise
"sekonder infertilite" denir. Daha 6nce elde edilmis olan gebelik gerek normal devam
edip canli dogumla sonuglanan bir gebelik olabilecegi gibi, erken veya geg¢ diisiik, dis
gebelik gibi istenmeyen tiirden gebelikler de olabilir.

Bilinen yontemlerle hamile kalmasi1 imkansiz olan giftlere ise "sterilite" denir.

Evli giftlerin %15'1 kisirdir. Bu durum %40 kadina, %40 erkege, %20 oraninda
ise hem kadin hem erkege bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Evliligin ilk ayinda gebelik
ihtimali % 20’dir ve bu oran birinci y1ilin sonuna dogru %80'lere varmaktadir.

Dogal yollardan hamile kalamayan ¢iftlerde uygulanan tibbi yontem ve tedaviler
yardimla iireme teknikleri (Assisted Reproductive Techniques, ART, YTU) olarak
adlandirilir.  Yardimcr tlreme teknikleri ile kadin viicudunda iiretilen yumurta
hiicrelerinin ~ alinarak erkegin spermi ile laboratuvar ortaminda dollenmesi ve elde
edilen embriyonun kadin rahmi i¢ine geri verilmesi ile gebelik olusturulmasi saglanir.

Gecmiste spermin ya da embriyonun laparoskopi ile tiiplerin igine verilmesi
(GIFT/ZIFT) gibi teknikler uygulanirken modern tipta en ¢ok tercih edilen yardimeci
tireme teknikleri tiip bebek (IVF) ve mikroenjeksiyondur (ICSI: intra sitoplazmik sperm
enjeksiyonu). Tiip bebek ve mikroenjeksiyon teknikleri arasindaki tek fark doéllenme
seklidir. Tiip bebek yonteminde spermler ve yumurtalar bir araya getirilerek
dollenmenin spontan olmasi beklenirken mikroenjeksiyon yonteminde ise her bir

yumurtanin i¢ine tek bir sperm mikroskobik olarak katater ile enjekte edilir.



2.2.Yardimci Ureme Teknikleri

2.2.1. Asilama

Asilama, esin rahmine girmeyen yeterli sayidaki sagilikli spermin dogrudan
fallop kanalina yerlestirilmesidir. Enjeksiyondan once sperm daha fazla ddllenme
yetenegine sahip olmasi i¢in laboratuarda hazirlanir. Asilama ¢ok diisiik sayida sperm
tiretildiginde ya da saglikli sperm sayisi azalmis oldugunda uygulanir. Siddetli erkek
infertilitesinde ayni1 teknik, donér (bir vericiden alinan sperm) sperm ile uygulanabilir.
Diinya genelinde dondr spermi ile asilama yapilmis yaklasik 1 milyon ¢ocuk bulundugu
tahmin edilmektedir. Son yillarda bu tekniklerle her yil 20 bin ile 40 bin arasinda
dogum olmaktadir.

2.2.2. IVF (tiip bebek)

Asilamada oldugu gibi IVF ve benzer tekniklerde de sperm, laboratuar
kosullarinda uygun sekilde hazirlanarak yumurtalar, en yiiksek kalitede hareketli
spermlerle karsilagtirilir. IVF yalnizca kalitesi nispeten iyi ve yeterince hareketli sperm

oldugunda uygulanabilir.

2.2.3. Mikroenjeksiyon (ICSI)

ICSI gibi mikroenjeksiyon teknikleri tek bir spermin laboratuvar kosullarinda bir
yumurtanin i¢ine enjekte edilmesi temeline dayanir. Cok az sayida ve/veya ddllenme
yetenegi zayif sperm oldugunda kullanilir. Bu teknikler spermin yumurtanin igine

girmesini kolaylastirir ve dollenme mikroskop altinda yapilir.

2.24.GIFT

GIFT, gametlerin (yumurta veya sperm) fallop tiiplerine transferi anlamina
gelmektedir. Gamet, disi veya erkegin lireme hiicresidir (yumurta veya sperm). GIFT
sirasinda sperm ve yumurta bir araya getirilir ve fallop tiiplerinden birine veya her
ikisine transfer edilir.

Dollenme fallop tiiplerinde dogal tiremedeki seyrini izler. GIFT’te tedavi
basamaklari tiip bebek tedavisi gibi yumurtaliklar1 uyarmakla baslar. Tiip bebekte elde
edilen embriyolar 2-3 giin sonra rahime transfer edilir. GIFT te ise sperm ve yumurtalar
fallop tiiplerine nakledilir. GIFT i¢in en uygun adaylar, normal, saglikli fallop tiiplerine

sahip kadinlardir. Ayrica agiklanamayan infertilite, hafif endometriozis, erkek faktorti,



rahim boynuna bagli veya immiinolojik nedenli infertilitede ¢iftler GIFT islemi igin
aday olabilirler. GIFT islemi sirasinda fallop tiiplerine yerlestirilmeyen ekstra yumurta
ve spermler viicut disinda dollenebilir ve sonraki bir tarihte transfer edilmek iizere

dondurulabilir.

2.2.5. Mikrocerrahi fle Sperm Aspirasyonu (MESA)

Testiste normal ya da normale yakin sperm {iiretimi oldugu halde kanallar tikali
ya da kanal yoksa sperm kanallarindan ince ignelerle mikroskop altinda sperm
alinmasidir. Bu hastalardan mikro cerrahi ile sperm elde edilir. MESA islemi lokal
anestezi (bolgesel uyusturma) altinda uygulanir ve erkek cinsel sagligina olumsuz bir

etkisi yoktur.

2.2.6. Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu (TESE)

Sperm kanallarinda sperm bulunmadigi ya da sperm kanallarinin olmadigi
durumlarda sperm testisten alinan bir parga (biyopsi) ile elde edilir. Lokal anestezi
altinda uygulanan bu islem ile testisin farkli bolgelerinden kiigiik doku pargalari alinir.
Bu parcalar 6zel yontemler ile ayristirilarak elde edilen sperm hiicreleri ile
mikroenjeksiyon islemi gerceklestirilir. Bu islemin erkek cinsel sagligina olumsuz bir
etkisi yoktur. TESE islemi menisinde hi¢ spermi olmayan vakalar disinda menisinde hig

normal yapida veya canli spermi olmayan vakalarin tedavisinde de uygulanabilir .

2.2.7. Perkiitan Sperm Aspirasyonu (PESA)
Genislemis olan tikali kanala ya da testis dokusuna cilt iizerinden bir igne ile

girerek sperm toplanmasidir.

2.2.8. Destekli Yuvalama Tedavisi (Assisted Hatching)

Destekli yuvalama tedavisi, gebelik oranlarinin (implantasyonun) yilikselmesi
icin yapilan bir mikromaniplasyon metodudur. Burada, embriyolog yumurtanin en dis
zarin1 (zona pellucida) mikroskop altinda lazerle agarak boliinmiis embriyonun rahim
duvarina tutunmadan 6nce ¢ikmasina olanak saglar. Gebeligin olusumunda en 6nemli
basamak gelisen embriyonun anne rahmine tutunmasidir. Anne rahmine tutunmadan
once embriyonun etrafinda bulunan zona adi verilen tabaka incelerek kaybolur ve
hiicreler disariya dogru tomurcuklanarak anne rahmine tutunur. Bu isleme yardimci

olabilmek amaci ile zona tabakasinda bir pencere agilabilir. Mekanik veya asit gibi



cesitli kimyasallar kullanilarak yapilan bu islem glinlimiizde embriyoya zarar vermeden
lazer yardimu ile gergeklestirilebilmektedir.Lazer yardimui ile agilan pencereden embriyo
icine girilerek fragman adi verilen atiklar temizlenebilmekte ve genetik analiz i¢in hiicre
Oornegi alinabilmektedir. Assisted hatching implantasyon etkinligini artirarak sonugta
daha yiiksek gebelik orani olugmasini saglamaktadir.

Hormon terimi ilk kez Bayliss ve Starling tarafindan sdylenmistir. Hormonlar,
viicudun bir bolgesinde yapilip dolasim yolu ile organ ve dokulara gegerek onlarin
etkinligini diizenleyen kimyasal maddelerdir. Su ana kadar bulunan biitiin hormonlar
her iki cinste de bulunur. Cinsiyet farkliliginin olusmasma neden olan bir hormonun
varligr ya da yoklugu degil, o hormonun miktarinda ve salinimindaki degisimlerdir.
Ureme sisteminin diizgiin calismasi, overler ve testislerdeki gerekli hormonlarm
saliimini saglayan uygun bir genetik programlamayla olur. Hormonlar dolagimda ¢ok
diisiik seviyelerde bulunurlar. Diisiik seviyelerdeki hormonlar, hedef dokularda,
hormona yiiksek ilgi ile baglanan 6zgiin reseptorler ile hedef dokulara hareket ederler.
Ureme islevi; gonadlarda steroid sentezi ve gametogenezi regiile eden hipofiz (pitiiiter)
kaynakli gonadotropinler, FSH, LH ve bu iki hormonun ¢esitli sekillerde
diizenlenmesiyle kontrol edilir (Biikiilmez ve Arici, 1996).

Ergenlik ve menopoz arasindaki donemde, hipotalamus-hipofiz bezlerinin
kontroliindeki  yumurtalik, diizenli olarak aktivite gosterir. Hipotalamustan
gonadotropin-salgilayan hormon (GnRH), hipotalamus-hipofiz portal damarlarina
pulsatil bir sekilde salgilanir. GnRH regiilasyonuyla hipofizin gonadotrop hiicreleri
pulsatil bir sekilde liiteinize edici hormon (LH) ve folikiil stimiile edici hormonu (FSH)
salgilar (Buffet ve Bouchard, 2001). FSH ve LH, overlerdeki follikiil gelisimini,
ovulasyonu, korpus luteum olusumunu ve Ostrojen, progesteron, inhibin A ve inhibin
B’nin diizenli olarak salinimimi uyarir. FSH salimmminin negatif geri bildirimlerle
baskilanmasi, tek bir matiir oosit gelisimi i¢in onem arz eder. Menstriial dongiiniin
follikiiler evresi; adetin birinci giinii baslar, ¢ok sayida follikiiliin 6n se¢imi, dominant
follikiiliin ortaya ¢ikist ve endometrial proliferasyon donemlerini kapsar ve preovulatuar
LH ani artig gilinli sona erer. LH’daki ani artistan bir gilin sonra luteal faz baslar, korpus
luteum formasyonu, progesteron salgilanmasi ve ilk 6nce endometriumda implantasyon
hazirhigi, gebelik olusmadigi takdirde, korpus Iuteumun gerilemesiyle birlikte kan

desteginin kaybi ve kalinlasan endometrium dokusunun bozulmasi ile karakterize



menstrilasyon gibi organizeli bir seri degisimlerle karakterizedir (Strauss ve Barbieri,
2006).

2.3. Menstrual Dongii ve Endokrin Kontrolii

Menstrual dongii diizenli araliklarla goriilen siklik adetlerle 6zgiindiir. Adetlerin
diizenli olmas1 hipotalamus, hipofiz (pituiter bez) ve over arasindaki organizasyona ve
buna bagli olarak hedef organ endometriumdaki siklik degisikliklere baglidir. Her bir
siklus adetin 1.giinii baslar ve bir sonraki adetin baslayacagi giin Oncesi sona erer.
Ortalama siklus 28 giindiir (Kutlukhan, 1996).

Dongii esnasinda preovulatuar donemde overde olusan degisikliklere follikiiler
faz, endometriumda olusan degisimler siirecine proliferatif faz denirken, overde
postovulator fazda olusan degisimlere luteal faz, endometriumda olusan degisimler
stirecine sekretuar faz denilmektedir.

Bir adet dongiisiinde birbirini takip eden 4 faz vardir:

1) Follikiiler faz (Proliferatif)
2) Ovulasyon

3) Luteal faz (Sekretuvar)

4) Menstrual faz
(Sivaslioglu, 2004).

2.3.1. Follikiiler Faz

Follikiiler faz esnasinda ovulasyon ic¢in uygun sayida follikiilin meydana
gelmesi icin bir seri olaylar gergeklesir. Yumurtaliklarda follikiiler gelisim sonucunda
(genelde) 1 tane yasayan olgun follikiil meydana gelir. 10-14 giin devam eden bu evre
primordial follikiil, preantral, antral ve preovulatuar follikiil siireclerinden olusur
(Speroff ve ark., 2005) (Sekil 1). Gelismeye baslayan follikiillerin ortaya ¢ikmasi bir
onceki dongiide korpus luteumun regresyonundan sonraki birkag giin igerisinde olur. Bu
siirede progesteron, dstradiol ve inhibin seviyeleri diiser. Bu diisiisle yeni gonadotropin
sistemi aktive olur. Bu fizyolojik aktivasyon FSH ve LH seviyelerinde artisa neden olur
(Sivaslioglu, 2004).
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Sekil 1. Follikiil gelisim asamalari, ovulasyon ve korpus luteum (Berek’den uyarlanmigtir, 1996).

2.3.2. Primordial Follikiil

Primordial iireme hiicreleri, vitellus (yolk) kesesinin endoderm hiicreleri,
allantois ve embriyonun hindgut kismindan orijin alir ve hamileligin 5-6. haftasindan
itibaren genital kabartiya go¢ eder. Gebeligin 6-8. haftalarinda tireme hiicreleri hizli bir
sekilde mitotik olarak ¢ogalir ve 16-20. haftalarda her bir yumurtalikta 6-7 milyon oosit
olusur. Primordial follikiil, mayotik profazin diploten evresinde areste olmus ve tek
tabakali ig seklinde (yass1) graniiloza hiicreleri ile ¢evrili bir oosit olusur. Gebeligin 16-
20. haftalarinda pik seviyesinde bulunan oositler hizlica azalir. En hizli azalma
dogumdan 6nce meydana gelir ve 6-7 milyon olan oosit sayis1t dogumda 1-2 milyon,
ergenlikte ise 300,000’¢ kadar iner. Bir kadmin iireme yasami esnasinda bu genis
havuzdan sadece 400-500 kadar follikiil ovule olmaktadir. Primordial gelisim esnasinda
oosit bilylir ve graniiloza hiicreleri ig seklinden kiibik (kiiboid) hale doniisiir. Bu olaylar
gerceklesirken graniiloza hiicreleri ve oosit arasinda ‘gap junction’ denen baglanti
noktalari meydana gelir. Bu baglant1 noktalar1 ile graniiloza hiicreleri ve oosit arasinda
besin ve metabolit degisimi gergeklesir (Speroff ve ark., 2005). Primordial follikiil

icindeki oosit yaklasik 25um capinda, kiire bi¢iminde bir hiicredir. Bu hiicreler mayoz



boliinmenin birinci profaz evresindedir (Junqueira ve Carneiro, 2006). Kiiboid
graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasi ile primordial follikiil primer follikiile farklilasir.
Graniiloza tabakasi1 stromal tabakadan ‘bazal lamina’ diye adlandirilan bir tabaka ile
ayrilir. Zona pellusida olusur. Follikiiler gelisim gonadotropinlerden bagimsiz olarak
baslar. Bu gelisim biiylik 6l¢iide sinirlandirilir ve atrezi ile devam eder. Sinirlandirilan
gelisme ve atrezinin bir kismi, menstrual dongiliniin basinda, bir grup follikiil hormonal
degisimleri cevapladiginda kesilir. Bu evredeki en onemli hormonal olay ‘FSH’
seviyesindeki artigtir. Luteal faz steroidogenezinde ve inhibin sekresyonundaki azalma
FSH artigina izin verir ve follikiillerin bir kismi atreziden kurtulur (Sivaslioglu, 2004;

Speroff ve ark., 2005).

2.3.3. Preantral Follikiil

Biiyiime basladiginda follikiil preantral asamaya geger. Bu esnada graniiloza
hiicreleri prolifere olarak ¢ok katli bir tabaka olustururken, teka tabakasi da stromadan
farklilagsmaya (organize) devam eder, teka interna ve teka eksterna olarak farklilasir. Bu
biliylime gonadotropinlere bagimlidir ve artan Ostrojen iiretimi ile iligkilidir. Preantral
follikiillerin graniiloza hiicreleri, androjen, progesteron ve Ostrojen olmak iizere 3 tip
steroid sentezler, fakat progesteron ve androjene kiyasla Ostrojen daha fazla iiretilir. Bir
aromataz enzim sistemi androjenleri Ostrojene ¢evirmektedir. Aromatizasyon FSH ile
indiiklenir veya aktive olur. FSH’1n reseptoriine baglanmasi ve adenilat siklaz aracili
sinyalin aktivasyonu, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi1 ve fonksiyonundan sorumlu
proteinleri kodlayan mRNA senteziyle takip edilir. Buna gore FSH, hem graniiloza
hiicrelerinde steroidogenezi (Ostrojen sentezi) hem de graniiloza hiicre biiylimesini ve
proliferasyonunu baslatmaktadir. FSH’in 6zgilin reseptorleri preantral siirece kadar
graniiloza hiicre yiizeyinde bulunmaz ve preantral follikiil sinirlt miktardaki androjeni
aromatize ederek kendi Ostrojenik mikrogevresini meydana getirmek icin FSH’a
ihtiyag  duyar. Ostrojen iiretimi bu sekildle FSH reseptor igerigi ile de
sinirlandirilmaktadir. FSH reseptorleri graniiloza hiicrelerinin plazma membraninda
follikiil bliylimeye bagladig1 zaman ortaya ¢ikar ve hizlica her bir graniiloza hiicresinde

1500 reseptor olacak seviyeye ulasir (Sivaslioglu, 2004; Speroff ve ark., 2005).



2.3.4. Antral Follikiil

Ostrojen ve FSH’1n sinerjetik etkisi ile graniilozanin intraselliiler boslugunda
biriken follikiiler s1v1 liretiminde artis meydana gelir, bir bosluk olusur ve follikiil antral
asamaya geger. Follikiiler siv1 birikimi, her follikiiliin 6zgiin mikro ¢evresinde oosit ve
cevresindeki graniiloza hiicrelerinin beslenmesini saglar. FSH varliginda, 6strojen, FSH
yoklugunda ise androjen follikiiler sivida baskin olur. LH, normalde dongii ortasina
(mid-cycle) kadar follikiiler sivida bulunmaz. Eger LH plazmada ve antral sivida
zamanindan Once artarsa graniiloza hiicrelerinin mitotik fonksiyonu azalir, dejeneratif
degisiklikler gergeklesir ve intrafollikiiler androjen miktar1 artar. Bu ylizden FSH ve
Ostrojenin baskin olmasi graniiloza hiicrelerinin araliksiz proliferasyonu ve follikiiler
gelisme icin 6nemlidir. Graniiloza hiicre proliferasyonu fazla olan antral follikiillerde,
yiiksek Ostrojen miktar1 ve diisiik androjen/Gstrojen seviyesi bulunur. Bu durum
saglikli oosit i¢in Onemlidir. Androjenik cevre Ostrojenin indiikledigi graniiloza
proliferasyonunu azaltir, eger devam ederse oositte dejeneratif degisiklikleri harekete
gegirir.

Steroid hormonlarin sentezi follikiil i¢cinde boliimlere ayrilir. Bu durumu “iki

hiicre iki gonadotropin sentez sistemi” agiklar.
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Sekil 2. Follikiil gelisiminin esasim olusturan ‘Iki hucre, iki gonadotropin sistemi’(Jamnongjit’den

uyarlanmigtir 2006).

2.4. iki Hiicre Iki Gonadotropin Sistemi

Insan preantral ve antral folikiillerinde LH reseptdrleri yalnizca teka, FSH
reseptorleri ise sadece graniiloza hiicre ylizeylerinde mevcuttur. Tekal interstisiyal
hiicreler teka internada bulunur ve membranlarinda yaklasik olarak 20000 LH reseptorii
bulundurur. LH’a cevapta tekal dokular FSH’1n indiikledigi aromatizasyon aracilig ile
ostrojene cevrilerek androjenleri tiretmek i¢in uyarilir (Speroff ve ark., 2005) (Sekil 2).

Follikiil biiytidiik¢e teka hiicreleri LH reseptorii, P450scc ve 3B-hidroksisteroid
dehidrojenaz i¢in gereken genleri kodlamaya baslar. Kolesteroliin LH tarafindan
diizenlenen mitokondriye girisi steroidogenez igin gereklidir. Dolayist ile yumurtalik

steroidogenezi her zaman LH-bagimli meydana gelir (Speroff ve ark., 2005).

2.5. Dominant Follikiil Se¢imi

Bagarili bir 6strojen cevrimi, ovulasyon ig¢in follikiilii isaretler. Bu se¢im
neticesinde istisnalar disinda yalnizca tek bir follikiil basarili olur. Bu se¢ilim FSH’in
salimminda dstrojenin hipofiz iistiindeki etkisi ile olusur. Ostrojen olgunlasmis
follikiilde FSH dstiine pozitif etki gosterirken, negatif geri bildirim sayesinde,

hipotalamus-hipofiz seviyesinde, az gelismis olan follikiillerden gonadotropin etkisini

11



ceker. FSH’daki azalma, daha az gelismis olan follikiillerde FSH-bagimli aromataz
etkinligini azaltir, dstrojen iretimini sinirlandirir. Az gelismis follikdil, dstrojen uygun
mikrogevreyi olustursa bile azalan FSH graniiloza proliferasyonunu ve fonksiyonunu
engellerken, androjenik mikrogevreye doniisimi arttirir, bodylece atretik degisim
indiiklenir. Atrezide meydana gelen ilk olay graniiloza tabakasindaki FSH reseptoriiniin
azalmasidir. Ostrojenin FSH {istiindeki negatif geri bildirimi baskin follikiil digindaki
tiim follikiillerin gelisimini engeller. Se¢ilmis olan follikiil FSH’a bagimlidir ve azalan
FSH, plazma seviyeleri karsisinda preovulatuar gelisimini tamamlamalidir. Baskin
follikiiliin iki 6nemli avantaji vardir. i) Graniiloza proliferasyon oranindan dolayr FSH
reseptor icerigi fazladir ii) Lokal parakrin/otokrin peptidlerce FSH etkisi
giiclenmektedir. Dolayisi ile aromatizasyonun uyarilmasi siirerken, ayni1 zamanda daha
az gelisen follikiillerden FSH geri ¢ekilir ve daha az gelisen folikiiller atreziye ugrar.
Graniiloza hiicrelerindeki boslugun artmasina tekal damarlanma (vaskiilarizasyon) da
katilir. 9. giinden itibaren baskin follikiildeki tekal damarlanma antral follikiildekinin iki
katidir. Bu olay gonadotropinlerin follikiile secilimli aktarimina miisaade eder, baskin
follikiiliin FSH’a yanit verme yetenegini siirdiiriir ve azalan gonadotropin miktarlarina
karsin gelisim ve fonksiyon devam eder. Ovulatuar artisa yanit vermek ve basarili bir
korpus luteum i¢in graniiloza hiicreleri LH reseptorlerine hakim olmalidir. Biiyiik antral
follikiil graniiloza hiicrelerine FSH, LH reseptor gelisimi icin indiikler. Burada otokrin/
parakrin peptidler ve Ostrojen temel organizatdrdiir. Follikiil iginde yilikselen Ostrojen
seviyesi FSH ve LH reseptor tiretimine odaklanir (Speroff ve ark., 2005).

Ostrojen ve peptid iiretimi aracilif1 ile baskin follikiil ne yapacagimi kendisi
belirler. Feed back mekanizmalar1 araciligi ile gonadotropin salimimindaki degisim
follikiiliin ¢evresini az gelismis olan follikiiller i¢in zararli hale getirir. GnRH’1n
gonadotropin saliniminin kontroliinde 6nemi biiyiiktiir, fakat menstrual dongiide olusan
gonadotropin sekresyonu baskin follikiilden orjinlenen hipotalamus ve anterior hipofiz
ile etkili olan steroid ve peptidlerin feed back degisimlerinin bir sonucudur. GnRH’daki
artts LH artisina sebep olur ve bu da Ostrojenin pozitif geri bildiriminin hem hipofiz
hem de hipotalamik bélgeler iistiinde etkilidir. Ostrojen inhibitor GnRH’mn pulsatil
salinimi ve ayrica GnRH hipofiz cevabini azaltarak hem hipotalamus hem de anterior

hipofizi iistlindeki rolii biiyliktiir. FSH sekresyonu Ostrojenin negatif inhibitor etkisine
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son derece hassastir. Artmig seviyelerde Ostrojen inhibin ile FSH’1 baskilar (Speroff ve

ark., 2005).

2.6. Preovulatuar Follikiil

Preovulatuar follikiilde bulunan teka hiicreleri vakuolize olurken graniiloza
hiicreleri biiyiir ve preovulatuar follikiile hiperemik bir sekil verdirir. Oosit mayoza
devam eder. Preovulatuar follikiil Gstrojeni yiiksek miktarlarda tiretir. Geg follikiiler faz
esnasinda Ostrojen, 6nce yavasca yiikselir, ovulasyondan 24-36 saat 6nce de en yiiksek
seviyeye ulasir. Ostrojen pik yaptiginda LH konsantrasyonu yiikselir. Segilen folikiile
ovulatuar uyarty1 iletmek icin, LH artis1 geri kalan &strojen ve FSH igerigi diisiik,
androjen seviyesi yiiksek olan follikiillerin kaderini belirler. LH kendi reseptori
araciligr ile baskin follikiildeki graniiloza hiicrelerindeki liiteinizasyonu yiikseltir ve
progesteron iiretimi olusur. LH reseptorii bir kez eksprese oldugunda hiicre biiyiimesi
inhibe olur, steroidogenez araciliiyla enerji iiretilir. Progesteron, dstrojene pozitif feed
back etkisini zamana ve doza bagli olarak ortaya cikarir. Yeterli miktarda Ostrojen
primingden sonra progesteron pozitif geri bildirim cevabini hipofiz istiinde direkt bir
etki ile kolaylastirir ve Ostradioliin esik alti degerlerde bulunmasi LH artisim
indiikleyebilir (Bir hormon, diger bir hormona olan sensivitesini artirabilir. Bu priming
olarak adlandirilir. Ostrojenler, miyometrium ve endometriumdaki progesteron
reseptorlerinin miktarmi artirir.). Progesteron LH {izerindeki kolaylastirict etkisiyle
beraber dongii ortasindaki FSH yiikselmesinde de etkilidir. Progesteronun bu hareketi
ile follikiil tizerinde FSH etkisi sonlanir. Preovulatuar siireg,  plazma 17a-
hidroksiprogesteron miktarinin artisindan sorumludur. 17a-hidroksiprogesteron teka
androjen iiretimi i¢in etkin olan P450scc ve P450c17 enzimlerinin LH uyarilmasinin
isaretidir. Ovulasyondan sonra bazi teka hiicreleri liiteinleserek korpus luteumun pargasi
olur ve P450c17 eksprese etme Ozelligini kaybeder. Diger liiteinize teka hiicreleri
P450c17 etkinligini korur ve aromatizasyon igin dstrojene, androjen iiretmeye devam
eder. Az gelisen folikiiller atreziye ugradiklarinda teka hiicreleri stromal dokunun
komponenti olmaya devam eder ve P450 etkinligi ile LH’a cevap verme ve steroid
iiretme yeteneklerine devam eder. Intra ovaryen androjen, graniiloza hiicre dliimiinii ve
follikiiler atreziyi hizlandirir. Buna gore androjenlerin ovulasyon ig¢in tek bir baskin

follikiil gelisiminde regiile edici rolleri vardir (Speroff ve ark., 2005).
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2.7. Ovulasyon

Ostrojenle olgunlasmasindan sonra preovulatuar follikiill kendi ovulatuar
uyarimini yapabilir. Ovulasyon LH pikinden 10-12 saat ve dstradiol pikinden 24-36 saat
sonra olusmaya baslar. LH artis1 ovulasyonun en temel Olgiitiidiir ve follikiil
catlamasindan 34-36 saat once meydana gelir. Gonadotropin yiikselisi ovulasyon,
oositin salinim1 ve graniiloza hiicrelerinin kiimiiliis yiginina sebep olan olaylari baslatir
(Speroff ve ark., 2005).

Olusan baskin follikiil ¢ok az progesteron salgilamaya baslar. Az miktarda
salgilanan progesteron follikiiler fazin sonlarina dogru FSH ve LH miktarini ytikseltir.
LH seviyesinin yiikselmesi mayozun bitmesine, graniiloza hiicrelerinin liiteinlegsmesine
ve follikiil catlamasinda gorevli prostaglandinlerin sentezinde etkindir. Prematiir oosit
matilirasyonu ve liiteinizasyonu lokal faktorlerce engellenir. Follikiiler sivi i¢indeki
graniiloza hiicrelerinden kaynaklanan “oosit matiirasyon inhibitérii” (OMI) LH artisina
kadar birinci mayoz béliinmeyi engeller. LH 1n baslattigi cAMP aktivitesi OMI’nin ve
liiteinizasyon inhibitoriiniin (LI) bu lokal engelini yener ve oositte bekleyen birinci
mayoz sonlanir (Sivaslioglu, 2004). LH’ 1n yiikselmesiyle etkilenen progesteron follikiil
duvarinin elastiklesmesini saglar. Ovumun kacis1 follikiil duvarindaki kollojenin
bozulmastyla ilgilidir ve ovulasyondan hemen once follikiil duvart incelir. FSH, LH ve
progesteron proteolitik enzimleri etkiler ve follikiil duvarindaki kollajenin sindirimi
baslar. Gonadotropin artisiyla graniiloza ve teka hiicreleri plazminojen aktivatorlerini
sentezler. Plazminojen aktivatorleri plazmin sentezi i¢in follikiiler stvidaki plazminojeni
aktiflestirir (Speroff ve ark., 2005). Plazmin ve diger proteazlar kolejenaz aktivitesini
tetikleyerek folikiil duvarinda bag doku dejenere olur (Sivaslioglu, 2004).

Graniiloza hiicrelerinde plazminojen aktivatdr sentezi yalnizca preovulatuar
evrede LH’a karsilik olusturulur. Tekal ve interstisiyal hiicrelerde daha ¢ok etkin olan
inhibitér sistem plazminojenin uygunsuz aktivasyonunu ve bilyliyen follikiiliin
dejenerasyonunu saglar (Speroff ve ark., 2005).

Sonunda follikiil yiizeyinde meydana gelen stigmanin catlamasi ile oosit ve
antral s1vi LH artiginin baglangicindan yaklasik 34-36 saat, LH pikinden de yaklasik 18-

26 saat sonra tubaya dogru atilarak ovulasyon bitirilir. (Sekil 3.)
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Sekil 3. Follikiil riiptiirii (Speroff ve ark., 2005).

Primordial follikiilerden preovulatuar follikiil meydana gelerek siklusun 14.
giiniinde ovulasyon olusur. Oosit atilimindan sonra follikiiliin yeni bir organizasyonuyla
(follikiildeki graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu ve yag dolu liiteal hiicrelerin

olugmasi) korpus luteum meydana gelir (Sivaslioglu, 2004).

2.8. Luteal Faz

Follikiil ¢atlamasi ve oosit salgilanmasindan sonra follikiilde graniiloza
hiicrelerindeki degisimle liiteinizasyon ve korpus luteum meydana gelir. Korpus luteum
olur olmaz apopitoza ugrar. Eger korpus luteum duvarlarindaki LH reseptorleri
uyarilmazsa atreziye gider, uyarilirsa progesteron salimimina yol agar. Progesteron
miktar1 gitgide artarak LH yiikselisinden yaklasik 7 giin sonra pik yapar. Progesteron
hem lokal hem de santral etkilesimle yeni follikiil olusumunu baskilar. Progesteron,
Ostrojen etkisini Ostrojen reseptorlerinin azalmasiyla antagonize ettiginden Ostrojene
bagli follikiiler mekanizmalar engellenir. Progesteron ve dstrojenin negatif geri besleme
etkinlikleriyle diisik miktardaki gonadotropin seviyeleri de luteal fazda yeni
follikiillerin gelisiminin baslamasini engeller. Liiteal graniiloza hiicrelerinden salinan ve
miktart artan inhibin; FSH miktarlarinin liiteal evrede en az seviyeye inmesine neden
olur. Olusumundan 10-12 giin sonra eger korpus luteum {istiindeki LH reseptorleri
uyarilmazsa LH reseptorlerini yitirir ve korpus albikansa doniiserek giderek kaybolur.
Bu olay liiteolizis olarak adlandirilir. Eger oosit fertilize olduysa bu dénemde

endometriumda blastokist implantasyona baslar ve implante olmus embriyonun
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trofoblastik hiicrelerinden salinan B-hCG korpus luteumun LH reseptorlerini uyararak

progesteron salgilanmasini saglar (Sivaslioglu, 2004).

2.9. Menstrual Faz

Menstiirasyon {ireme sisteminin onarim ve reorganizasyonun tekrarlandig: luteal
donemden follikiiler doneme gecisin oldugu fazdir. Mens baglangicindan 2 giin 6nce
progesteron, Ostrodiol ve inhibin miktarlarinda azalis FSH miktarlarinda artis meydana
gelerek bir sonraki dongt icin follikiiler gelisim baslamis olur. Korpus luteum
steroidleri ve inhibin miktarlarindaki azalisla GnRH-gonadotropin sistemi yeniden
aktiflesir ve FSH/LH olusumuna baslar. Luteal donemin 10. giiniinden sonra lenfositler
endometriumu infiltre eder ve endometrial stromada lokal graniilosit (K hiicreleri)
cogalma baslar. Stroma progresif olarak gevser ve 6demlenir bdylece premenstrual
desidiial reaksiyonun Ozgiin Ozellikleri meydana gelir. Steroidlerdeki azalis
progesteronun prostiglandin sentezi Tstiindeki inhibitér etkisini azaltir ve lokal
prostanoid miktarlari yiikselir. Endometriumu besleyen spiral arterlerde kasilma olusur,
kapillerlere olan kan akimi bozularak doku iskemik ve nekrotiklesir. Doku
fragmantasyonu ile fonksiyonel tabaka bozulmaya baslar ki bu olay mens olarak
adlandirilir (Sivaslioglu, 2004).

Hiicreler kimyasal sinyallerle birbirleriyle iletisim kurarlar. Bu sinyal
molekiilleri hedef hiicre yilizeylerindeki 6zgiin reseptorlere baglanir. Sonrasinda sinyal
molekiilii reseptor proteinini aktiflestirir, bu olay 0zgilin ekstraselliiler mesajci
tarafindan taginan sinyalin aktarimii saglar. Anterior hipofiz bezi tarafindan iiretilen
FSH, 6nemli sinyallerden biridir. Bu gonadotropin, glikoproteinlerle (FSH, TSH, LH)
ilgili bir familyanin tiyesidir. Bu tropik hormonlarin reseptérleri G-protein ¢ifti reseptor
familyasina mensuptur. Graniiloza ve Sertoli hiicreleri FSH’1n ilgilendigi hiicrelerdir.
Yumurtalikta FSH graniiloza hiicre fonksiyonunu regiile eder, ovaryan folikiillerin
olgunlagmasini, se¢imini, oosit maturasyonunu ve LH ile beraber ovulatuar olaylari

diizenler (Ulloa-Aguirre ve Timossi, 1998).

2.10. Ovulasyona Etki Eden Genetik Faktorler
Ureme basarist igin saglikli bir ovulasyon gereklidir. Son yillarda rat ve fareler

tizerinde yapilan deneylerde ovulasyonda etkili olan gen profilleri gosterilmistir.
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Ovulasyonda etkili genlerin en énemlilerinden birisi de FSHR (Follikiil Stimiile Edici

Hormon Reseptorii) genidir (Liedo ve ark., 2014).

2.10.1. Follikiil Stimiile Edici Hormon Reseptorii

FSHR’ii iireme dokularinda iiretilir ve hipofiz bezinden salgilanan FSH’a cevap
olarak tireme olaylarint kontrol eder. Kadinlarda FSHR gelisen follikiiliin graniiloza
hiicrelerinde bulunur ve FSH’a yanit olarak graniiloza hiicrelerinin bdliinmesini arttirir
ve follikiiler steroid hormonlar1 {iretmesi i¢in diizenleme yapar. FSHR gelisen
follikiillerde ¢ok fazla seviyede bulunurken, kaybolan folikiillerde hizla azalir
(Chedrese, 2009).

FSH ve LH, insan koryonik gonadotropin (hCG) ve tirotropik hormonu (TSH)
da igeren glikoprotein hormon familyasina mensuptur (Tapanainen ve ark., 1998).

Bunlar heterodimerik hormonlardir, ortak bir a ve her hormona fonksiyonel
Ozglinlik kazandiran B alt Unitesine sahiptir. Glikoprotein hormonlari hedef hiicre
yiizeyindeki G—protein ¢ifti reseptorleri araciligi ile gorev yapar (Ghadami ve ark.,

2008).

2.10.2. FSHR’nin Molekiiler Yapisi

FSHR G protein ¢ifti reseptdr familyasinin bir liyesidir (Lussiana ve ark., 2008).
Reseptorlerin protein yapisi; hormon baglanma ilgisi ve 6zgilinliigiiyle ilgili biiylik bir
ekstraselliiler bolge, reseptor aktivasyonundan ve sinyal taginmasindan sorumlu yedi
transmembran bolge ve kiiciik bir karboksi terminal intraselliiler bolge ile karakterizedir
(Ghadami ve ark., 2008). Insan FSHR proteini 695 aminoasitten olusur. ilk 17
aminoasit hidrofobik sinyal peptidini kodlamaktadir. Bu nedenle olgun protein 678
aminoasitle karakterizedir (Simoni ve ark.,1997; Lussiana ve ark., 2008).

FSH reseptor geni insanda 2p21 kromozom bolgesinde bulunur. FSH reseptor
geni 10 ekzon ve 9 introndan meydana gelir. Insan reseptoriiniin ekstraselliiler bolgesi
69-251 bp arasinda uzunluga sahip 9 ekzon tarafindan kodlanmaktadir (Sekil 4).
Ekstraselliiler bolgenin C-terminal kismi, transmembran ve intraselliiler bolgeler 10.

Ekzon tarafindan kodlanmaktadir (Simoni ve ark,1997; Lussiana ve ark., 2008).
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Transmembran ve

Ehstraseliiler Bolge intraseliiler Bolge
Blaon(bg)' 251 72 75 75 72 78 69 75 186  >1234
O @006060.0.0.0 C 300D
Intron (he) .\‘; .\Q' n'%' ,5'\.) \'; ;\' Q\' \\' ’)Q.

Sekil 4. Insan FSHR geninin yapisal organizasyonu (Ulloa-Aguirre ve ark’indan uyarlanmistir
2007).

FSHR biiyiik hidrofilik bolgeyi takip eden membrani yedi kez saran bir
hidrofobik kisma sahiptir. Sekansin C terminali ise olduk¢a bazik sitozolik bir
boliimdiir. Reseptoriin ekstraselliiler bolgesi 349 aminoasitten olusur, bu bolgeyi 264
aminoasidin kodladig1 transmembran bolge izler. Karbosi-terminal intraselliiler bolge

ise 65 aminoasit tarafindan kodlanmaktadir (Simoni ve ark,1997).

2.10.3. Ekstraselliiler Bolge (N-terminal bolge)

Glikoprotein hormon reseptorleri biiyiik ligandlara baglanmaktadir ve bu
nedenle reseptorler biiylik, glikozile ve 1. transmembran bolgeye bagl bir ekstraselliiler
boliimden olusur (Chedrese, 2009). Gonadotropin reseptorlerinin ekstraselliiler NH2
bolgesinde yiiksek afinite ile baglanma ile iliskili 16sin-zengin tekrarlar (LRR)
bulunmaktadir (Ulloa-Aguirre veark., 1999). Her bir LRR 20-25 aminoasitten
olugmaktadir. Bu aminoasitlerin biiyiik bir kismi 16sin kalintilaridir. Her LRR kisa
sekansli bir aminoasit segmenti aracilifiyla bir a-heliksten olusur (Chedrese, 2009).
FSHR’deki 16sin zengin tekrarlar 6zgiin protein-protein etkilesimi i¢in amfipatik peptid
ylizeyi meydana getirir. Bu bolgenin yapist ve hormonun [-alt iinitesinin taninmasi
esnasindaki yapisal degisim reseptoriin aktive olmasini saglar (Ulloa-Aguirre ve
Timossi., 1998). Reseptoriin konkav i¢ yiizeyi 10 LRR’den olusan diizgiin “f -sheet”
yapisindan meydana gelir, fakat “B-sheet” yapisinin N-terminal kism1 (LRR1-7) diiz, C-
terminal bolgesi (LRR7-10) ise at nali seklinde kivrimlidir. FSHR FSH’a konkav ig
yiizey araciligi ile baglanir. Reseptoriin N-terminal paralel B-kenarlar: (strand) (LRR2-
8) hormon molekiiliiniin merkezdeki kismi (a-alt iinitesinin C-terminal segmenti ve B-alt
initesinin ‘seat-belt’ segmenti) ile iligki kurar. LRR6’da GpHR’lerin (glikoprotein

hormon reseptoril) degismez asidik rezidiileri olan X3 ve X5 pozisyonlar: (FSHR’ nde
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D150 ve D153) GpH’lerin ortak a- alt iinitesinin bazik K91 ve K51 rezidiileri ile tuz
kopriileri meydana getirir. Bu etkilesimler tim GpH’lerde (glikoprotein hormon)
korunmus oldugundan baglanmanin spesifitesi B-alt {initesinin ‘seat-belt’ kismi ile
saglanmaktadir. B-alt tnitesinin “determinant loop” bolgesi korunmus asidik kalinti
(FSH’da D93) icermektedir. Bu kalintilar LRR4’ {in X5 konumundaki (FSHR’nde
K104) polar aminoasit ile etkilesime girer. Buna gére FSHR ve FSH arasindaki 6zgiin
etkilesimler L55 (LRR2’de X5) ve E76 (LRR3’de X3) ile L99 ve R97 arasindaki
hidrofobik ve iyonik etkilesimlerdir. Bunlar hormonun C-terminal loop konumunda
bulunmaktadir. K179 (LRR7°de X5) ile “determinant loop” taki S89 ve D90 arasinda da
elektrostatik etkilesim bulunur (Caltabiano ve ark., 2008). FSHR nin ekstraselliiler
bolgesindeki 2°den 9’a kadar olan ekzonlarda en az 10 adet hasarli (imperfect) LRR
motifi vardir. Korunmus kisimlar, Ile, Leu, Val, Ala ve Phe gibi alifatik aminoasitler
tarafindan tutulmustur. Amfipatik yapilarindan dolayr tekrarlar hem hormon hem de
transmembran boliimlerle etkilesim saglar (Simoni ve ark., 1997). Glikoprotein hormon
reseptorleri N-terminal bolim ve membran iliskili boliimden olusur. N-terminal
segment tek basina yiiksek ilgide ligand baglanmasiyla iliskilidir, membran iligkili
boliim ise reseptor aktivasyonunun oldugu kisimdir. Glikoprotein hormonlari ilk olarak
N-terminal kisma baglanirlar. Hormon ve N-terminal segment kompleksi yapisal
degisimler gecirir ve membran iligkili bolge ile ikincil etkilesime girer, bdylece sinyal
olugturulur. Bu ikincil interaksiyonlar liganda baglanmis N-terminal segment ile
“ekzoloop” 1-3 arasinda meydana gelir (Ji ve ark,1998).

Hormon baglanmasi reseptorii harekete gecirir. Bu tek asamali goriinen olay
sinyal olusumu, sinyal propagasyonu (yayilimi) ve sinyal transferini igeren birkag
basamaktan olusur. Hormon baglanmasi hormon reseptdr ara yiiziinde yapisal
degisimlere sebep olur. Buna sinyal olusumu denir. Reseptordeki yapisal degisiklik
sinyali TM bolgesi araciligi ile reseptoriin sitoplazmik bolimiine iletir. Bunu sinyal
propagasyonu olarak adlandiriyoruz (Yi ve ark., 2002).

Insan FSHR’si TM-2 béliimiinden ¢ikan ekzoloop 1’inde lokalize olan bazi
amino asit rezidiileri hormon baglanmasi (His407) ve reseptor aktiflesmesiyle (Asp405,
Thr408 ve Lys409) ilgilidir. Bu boliimler disinda LH/CG reseptorlerinde hormon
baglanmasi ve sinyal iletilmesiyle ilgili olan TM-2 (Asp391), TM-6 (Asp564) ile
ekzoloop 3 ve TM-7’nin ortak yiizeyinde bulunan (Lys591) kisimlarinda glikoprotein
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hormon reseptorlerinin yapisal ve fonksiyonel benzerliklerinden dolayr FSHR’nin
hormon baglanmasi ve reseptor aktivasyonuyla ilgili olabilecegi iistiinde durulmaktadir
(Ulloa-Aguirre ve Timossi., 1998).

GPCR(G protein ¢ifti reseptorleri)’ler fonksiyonel protein yapisini sabitleyen
distilfit kopriileri olusturan farkli sayida Cys kalintilarina sahiptir. Glikoprotein hormon
reseptorleri gibi ligand baglanma bilesenleri ekstraselliiler NH2-terminali kismindaki
reseptorlerde korunmus Cys kalintilari ekstraselliiler boliimdedir ve ligand taninmasi ve
etkilesimine miisaade eden baglanma cebinin organizasyonuna yardimci olur. Bir ¢ok
GPCR, N-bagimli glikozilasyon i¢in (Asn-Xaa-Ser/Thr) konsensus sekanslarina sahiptir
(Ulloa-Aguirre ve ark., 1999).

G-protein ¢ifti reseptdrlerinin hayati, sentezlendikleri, katlandiklar1 endoplazmik
retikulumda (ER) baslamaktadir. Diizgiin olarak katlanmis reseptorler bir araya toplanir
ve ER-derive COPII- kapli vezikiillere paketlenir. Transport vezikiilleri reseptorleri
ER’den ER-Golgi ara kompleksine (ERGIC), Golgi aparatina ve trans-Golgi agina
iletilir. Bu tasimmim sirasinda reseptor olgunlasabilmek icin glikozilasyon gibi post-
translasyonel degisiklikler gecirir. Olgun reseptorler daha sonra trans-Golgi agindan
plazma membranlarina taginir. NXS/T konsensus dizilerinde olusan N-bagh
glikozilasyon GPCR’lerin en yaygin post-translasyonel degisiklikleridir (Dong ve ark.,
2007).

Proteinler ER’de olustuktan sonra katlanir ve ER’den disariya aktarilabilecek
sekilde stabillesirler. ER kalite kontrol sistemi (QCS) 6zel yapilarn bilir ve
olgunlagsmamis proteinin hiicredeki kaderini ¢izer. ER kalite kontrol sistemi proteinleri
olgunlagsma hallerine goére bilir ve ayristinir. Molekiiler saperonlar yeni olusan
proteinlerin konformasyon isleminde ER kalite kontrol sisteminin yardimei tiyeleridir.
Molekiiler saperonlar yanlis katlanmis olan proteinleri bilir ve imha ederler. Kalneksin
ve kalretikulin FSHR 'ne baglanan molekiiler saperonlardir. Bu saperonlar etkinliklerini
yeni sentezlenen proteinin {izerinde bulunan ve katlanmig proteine hidrofobik 6zelliklik
kazandiran N-glikanlar lizerinde gerceklestirirler (Conn ve ark., 2007).

FSHR N-baglh glikozilasyonu reseptoriin hiicre-ylizey ekspresyonu i¢in
onemlidir, glikozilasyon kismindaki bir mutasyon reseptoriin plazma membranina
iletilmesine mani olur bu yiizden mutasyona ugramis reseptor periniiklear bolgede

birikir (Dong ve ark.,, 2007). FSHR’nin ekstraselliller bdlgesinde N-bagimli
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glikozilasyon i¢in 191, 199 ve 293. pozisyonlarda her tiirde korunmus 3 6nemli kisim
vardir (Simoni ve ark.,1997). FSHR’niin glikozilasyonu reseptdr protein katlanmasi, ve
membrana iletilmesi i¢in dnemlidir (Lussiana ve ark., 2008).

Transmembran Bolge: Hepta helikal veya serpetin transmembran bolge yapisal
motifi G-protein ¢ifti reseptor siiper familyasi iiyeleri i¢in karakteristiktir. Bu grubun
her bir liyesinde motif, transmembran o heliks yapmak i¢in 20-25 aminoasitlik yedi
hidrofobik gerilim bolgesi (streches) ile tipiktir, bunlar alternatif ekstraselliiler ve
intraseliiler ilmekle (loop) baglidir. FSHR birinci ve ikinci ekstraselliiler siklus da
molekiil i¢inde disiilfit kopriileri meydana getirmek igin yiiksek oranda korunmus iki
tane Cys (sistein) kalintisindan olusur ve bunlar proteini siki sekilde tutmaktadir.
Yiiksek oranda korunmus Asp-Arg-Tyr triplet motifinin reseptdor ve G protein
arasindaki etkilesimde etkin oldugu bilinmektedir (Simoni ve ark,1997; Lussiana ve
ark., 2008). FSHR’iinde Asp yerine Glu mevcuttur, bu subsititisyon LH ve TSH
reseptorlerinde de aynidir (Simoni ve ark,1997). Yedi transmembran bolge (TM), bir
ekstraselliiler NH2, bir intraselliiler COOH-terminali ve ii¢ ekstraselliiler ve intraselliiler
baglama bolgesi bulunan fi¢1 seklinde ligand baglanmasiyla iliskili bir yapidir.
Transmembran bolgeler hidrofobiklik olma durumlarina gore de gesitlilik gosterir. I, IV
ve VII TM’ler sadece bir hidrofilik rezidiiye sahiptir ve II, III, V ve VI. TM’lerden daha
fazla hidrofobiktirler. Bu familyanin mensuplar arasinda yiiksek oranda korunmus olan
rezidiiler reseptdr yap1 ve islevi igin dnemli yapisal bilesenleridir. Ornegin rhodopsin/
badrenergik familyasi reseptorlerinde TM-11 Asp ve TM-I ve VII’deki Asn rezidiileri
yiiksek oranda korunmustur. Bu rezidiilerin konumu ve aralarindaki interaksiyon 2. Ve
7. helikslerin bir arada kalmasi i¢in 6nemlidir ve reseptor aktivasyonuna ve sinyal
tasimina miisaade eder. Aynt TM bolgesinde veya TM boélgeleri arasinda hidrojen
baglar1 da mevcuttur. Bu TM baglar1 ya da kopriileri TM korunun siki halde tutulmasi
icin gereklidir (Ulloa-Aguirre ve ark., 1999).

C-Terminal Bélge: C-terminal intraselliiler kisstm 65 aminoasitten meydana
gelir. Bu bolge fosforilasyon bolgeleri olan Ser ve Thr rezidiisiince zengindir. Bu kisim
Ozglin intraselliiler kinazlar ile fosforile oldugunda FSH/FSHR baglanmasindan
kaynaklanan sinyal iletimini regiile eder (Lussiana ve ark., 2008). Transmembran
bolgede disiilfit bagi olusturan 6zgiin Cys kalintilar1 bulunmustur, fakat COOH-

terminalin - membran baslangic kismindaki Cys rezidiilerinin palmitolasyona
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ugradigindan 6nemli olabilecegi iistiinde durulmaktadir. Bu kisimdaki palmitolasyon
dordiincii bir intraselliiler ilmek meydana getirir ve membran c¢apast (anchor)
olusumuna miisaade eder. Reseptor palmitolasyonunun fizyolojik etkinliginin ne oldugu
bulunamamis olsa da b-adrenergik reseptorlerinde palmitolasyonunu engelleyen
mutasyonlarin G protein aktivasyon yitimine ve reseptor ayrilmasma (uncoupling)
sebep oldugu bulunmustur (Ulloa-Aguirre ve ark.,1999). G protein bagl reseptorlerde
intraselliiller COOH-terminal kismi fosforilasyon bolgeleri olan Ser ve Thr bakimindan
fazladir. Ozgiin agonistlerine baglandiklarinda b-adrenergik familyas1 reseptorleri
stimiilatuar G proteini (Gs) aktiflestirir, bu olay neticesinde de efektdr olan adenilil
siklaz aktive olur. Enzim ekstraselliiler sinyallerin hiicre i¢i aracilarindan biri olan

adenozin 3’,5’-monofosfat (c(AMP) ‘1 meydana getirir (Ulloa-Aguirre ve ark., 1999).

2.10.4. FSH Reseptor Geninin Promotoru

FSHR gen ifadesi dokuya 6zgiindiir ve farkli hormonal uyaranlara bagimlidir.
Insanda ana transkripsiyon baslama bélgesi -99. pozisyonda, translasyon baslama
bolgesine yakin olarak konumlanmistir. Biitiin tiirlerde fazladan, alternatif olan ya da
daha az kullanilan transkripsiyon baslama bdlgeleri mevcuttur. Insan FSHR mRNA’s1
testis ve yumurtalikta aynidir. Gen ifadesinin cinsiyete 0zglin ekspresyonu farkli
transkripsiyon baglama bolgelerinin olmasindan dolayidir (Simoni, 1997).

FSHR promotoru TATA ve CCAAT kutusu olmayan promotor grubuna
mensuptur ve bir kag transkripsiyonel baslama bolgesi vardir (Simoni, 1997; Simoni ve
ark.,2002; Gromoll ve Simoni, 2005).

FSHR gen yapisinin aksine insan FSHR gen promotor bolgesi ile ilgili bilgiler
sinirlidir. Insan FSHR promotor kismiyla ilgili ¢alismalar -184, -114, -99, -83 ve-79°da
bes adet transkripsiyonel baglama kismi1 oldugunu ve -99’un ana transkripsiyon baslama
bolgesi oldugu soylenmistir. Rat, fare ve koyun FSHR genlerinin kor promotor
bolgesiyle ilgili ¢alismalarda, E- kutusu elementi, AP-1 boélgesi, InR elementi, E2F
elementi, GATA bolgeleri, CACC kutusu ve iki steroidogenik factor-1 (SF-1)-benzeri
baglanma bolgesi (SLBS) gibi 6nemli diizenleyici bolgeler bulunmustur fakat E- kutusu
disinda bu bolgeler insan FSHR geninde mevcut degildir (Wunsch ve ark., 2005).

Hiicre 6zgiinliigii gostermeyen ve en yliksek transkripsiyonel etkinlik gosteren
insan FSHR’niin kor promotor kismi -225 ve -1 bolgeleri arasindadir ve translasyon

bolgesine yakindir. Bugiline kadar kor promotor bolgesinde iki cevap elementi
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bulunmustur. Bir E-kutusu konsensus dizisi (CACATG), USF gibi bazik helix-loop-
helix transkripsiyonel faktorlerinin bir familyasiyla etkilesim gosterir, bu etkilesim tiim
promotor etkinligi i¢in 6énemlidir. ikinci element ise transkripsiyonel baslama bdlgesini
saran initiator (Inr) elementidir ve housekeeping genler i¢in karakteristiktir (Gromoll ve
Simoni, 2005) (Sekil 5).

FSHR’i gibi TATA kutusundan yoksun genlerde transkripsiyon farkli
kisimlardan baglar ve Inr elemanlar1 RNA polimeraz II’nin uygun pozisyona

yerlestirilmesinde etkindir (Heckert ve Griswold, 2002).

aYa f\ J——

|USFUSF —

Sekil 5. FSHR gen promotor bélgesi (Gromoll ve simoni’den uyarlanmistir 2005).

Bir¢ok sinyal kaskadi i¢sel ve digsal sinyalleri hiicre i¢i yanitlara doniistiirmek
icin G protein ¢ifti reseptorlerine (GPCR) ihtiyag¢ duyar. GPCR’ler tipik olarak
reseptorden enzim ve iyon kanallar1 gibi hiicresel efektorlere gelen mesaji
transdiiksiyone ederek G-proteinlerinin (guanine-nucleotide-binding signal transducing
proteins) bir veya daha fazla elemanimi etkinlestirir. Bu efektorler hiicre biiyiimesi ve
farklilasmasi gibi hiicresel olgularin biiyiik bir kismini regiile eden ikincil mesajcilarin
miktarini belirler (Ulloa-Aguirre ve ark., 1999).

FSHR insan graniiloza hiicrelerinin plazma membraninda konumlanmustir,
FSH’a baglandiktan sonra bir cAMP bagimlhi negatif geri bildirim siklusu, hiicre
yiizeyinde reseptor ifadesinin “down- regiilasyon”’una sebep olur. FSHR proteini
graniiloza hiicrelerinde eksprese olur, glikozillenir daha sonra hiicre yiizeyine iletilir.
FSH’a baglanma ve sinyal iletimi reseptoriin farkli O6zellikleridir. Hormona
baglandiktan sonra, FSHR bir G protein ile etkilesime girer, ko-faktor guanosil
trifosfata (GTP) baglanir ve adenilil siklaz enzimini ikincil mesajc1 olan siklik AMP

(cAMP) eksprese etmesi icin tetikler. Graniiloza veya Sertoli hiicrelerinde artan CAMP
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FSHR’niin etkinligini ortaya koymada onemlidir. Bundan sonra yapisal proteinleri,
enzimleri ve transkripsiyon modiilatorlerini fosforilleyecek olan protein kinaz A (PKA)
etkinlestirilir. cAMP cevap elemanlar1 familyas1 (CRE), baglanma proteinleri (CREB)
FSH sinyalinin ikincil efektorleri olarak etkindir. Graniiloza hiicrelerinde, FSH
intraseliller Ca*® miktarini yiikseltir, bu durum cAMP etkinligini yiikseltir (Lussiana
ve ark., 2008).

cAMP, FSH, LH, koryonik gonadotropin (hCG), tiroidi uyarict hormon (TSH)
icin hiicre i¢i mesajcidir. Tropik hormonun hiicre membran reseptorii ile birlesmesi
membran duvarindaki adenilat siklaz enzimini aktiflestirir ve hiicre i¢indeki adenozin
5’-trifosfatin  (ATP) siklik AMP (cAMP)’ye doniisiimiine sebep olur. Uyarinin
Ozglnliigli, hiicre duvarindaki reseptoriin yapist ve fonksiyonundaki degisimlerle
farklilasabilir. Salinan cAMP 6zgiin olarak sitoplazma reseptdr proteinine baglanir ve
cAMP reseptor protein kompleksi protein kinazi aktiflestirir. Protein kinaz, 2 regiile
edici alt {inite ve 2 katalitik alt iiniteye sahiptir ve inaktif formda bulunur. cAMP nin
regiile edici alt kisimlara baglanmasi ile katalitik tiniteleri salinir ve regiile edici alt
tiniteler dimer olarak kalir. Katalitik alt tiniteler, enzimler, mitokondriyal ve kromatin
proteinleri gibi hiicresel proteinlerin fosforilasyonunu katalizler. Fizyolojik olaylar bu
CAMP-aracili enerji iretim olaylarmi takip eder. cAMP daha sonra fosfodiesteraz

enzimi tarafindan inaktif olan 5’-AMP’ye bozunur.
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Sekil 6. CAMP sistemi (Alberts ve ark., 2002)

DNA katalitik alt tiniteler tarafindan fosforillenmis proteinlere baglanan ve gen
ifadesinin aktivasyonu ile sonuglanan cevap elemanlarini bulundurur. cAMP cevap
eleman1 (CRE) transkripsiyonun baslama bdlgesinin yukar1 bolgesi (upstreaminde)
enhancir olarak gorevlidir. Transkripsiyon faktorlerinin biiyiik bir ailesi CRE ile
etkilesim gostererek gen ifadesi i¢in onemli bir regiile edici kisimdir. cAMP, siklik

AMP diizenleyici protein baglanma proteini (CREB) olan 6zgiin bir transkripsiyon
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faktoriinti aktiflestirir. CREB’in CRE’ ye baglanmasi bir ¢ok genin ifedesini aktive eder
(Speroff ve ark., 2005) (Sekil 6).

Kadin ve erkek tlireme sisteminin temelini hipotalamus-hipofiz-gonodal aks
meydana getirir. Bu sistemin bozulmasi gonadlarin patofizyolojisini bozarak kisirliga

ve bazi durumlarda malignansilere sebep olabilir (Strauss ve Barbieri, 2006).
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3. MATERYAL VE METOT

Eyliil 2015 - Haziran 2016 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklart ve Dogum AD’da infertilite tanis1 konularak, Tiip bebek
Merkezinde yardimci tireme teknikleri ile tedavi goren ve istenilen say1 ve kalitede
yumurta elde edilemeyen 27 hasta ve saglikli gebelik elde edilen 30 kadin kontrol,
toplam 57 kisiden kan alindi. Tiim olgularin, yaslar, aile dykiileri, FSH, LH, Estradiol
hormon sonuglar1, evlilik yili, infertilite tipi, oosit sayis1 gibi bilgileri sorgulayan
ayrintili bir anemnez alinmistir. Tim olgular c¢alisma hakkinda bilgilendirilerek
caligmaya katilmalar1 konusunda aydinlatilmis onaylari alindi. Bu ¢aligma i¢in Ondokuz
Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onay alinmustir (EK2.).

Calisma ve kontrol grubu bireylerinden EDTA’Ll tliplere almman kan
orneklerinden DNA’lar saflastirildi. DNA eldesi kit yontemi ile yapildi (Nukleospin,
Kandan DNA izolasyon kiti 74951.50). DNA 6rnekleri galisilincaya kadar -20°C’de

saklandi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edilen firmalar asagida
verilmigtir.
- Magnezyum Kloriir (MgCI2.6H20) (Merck)
- EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Merck)
- Saf etanol (Riedel-de Haen)
- Taq DNA Polimeraz (ThermoScientific)
- Primerler (Fermentas)
- dNTP Mix (Thermo)
- DNA izolasyon Kiti (blood) (Niikleospin)
- UltraPure™ Agaroz (Prona)
- DNA Ladder (Fermentas)
- 6X Loading Dye Solution (Sigma)
- Etidyum bromid(ETBr) (Sigma)
- Master Mix (One Taq)



3.2. Kullanilan Cihazlar ve Teknik Malzemeler

Asagida verilen ve bu calismada kullanilan cihazlar ve teknik malzelmeler,

arastirmanin  yapildigi yer olan Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda bulunmaktadir.

Otoklav (Niive)

Bidistile su cihazi (Niive)

Santrifiij (Sigma 3-15)

Mikrosantrifiij (Hettich)

Hassas terazi (Mettler AJ 100)

Isitic1 (Hotplate)

Otomatik pipetler (Ependorf, Socorex, Rainin)
Yatay elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi (Scie-Plas)
Spektrofotometre (Jenway Genova Nano)

UV goriintii analiz sistemi (Biolab)

Buzdolabi (Argelik)

Derin dondurucu (Ariston)

Dijital Is1 Blogu (VWR Digital Hetblock)

Thermal Cycler (Applied Biosystems GeneAmp 9700 PCR System)
Vorteks (Clifton Cyclone)

Vorteks (Boeco)

Vorteks (Niive NM 110)

3.3. Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlanmasi

10XTBE: 108 gr. Tris, 55 gr. Borik asit, 40 ml. EDTA 0.5M pH: 8 karistirilip

toplam hacim 1000 ml. olacak sekilde bidistile su ile tamamlanir. Oda 1sisinda saklanir.

IXTBE: 100 ml 10XTBE soliisyonu iizerine 900 ml. bidistile su eklenir. Oda

1s1sinda saklanir.

%70 Etil alkol: 70 ml. % 99,5 etil alkol alinir ve tizerine 30 ml bidistile su

eklenir.

Ethidium bromid soliisyonu (10 mg/ml): 1 gr. ethidium bromid, 10 ml. distile

su iginde ¢oziiniir. Istk almayan bir sise icinde +4°C'de saklanir. Calisma soliisyonu,

hazirlanan stok soliisyonundan konsantrasyon 0,5 mg/ml. olacak sekilde hazirlanir

0°C'de saklanir.
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10.

11.
12.
13.

3.4.DNA Izolasyon Yontemi

3.4.1.Hazirhk

Wash Buffer B5 iizerine 28 ml saf alkol ilave edildi.
Proteinaz K (liyofilize) 1,35ml Proteinaz buffer ile ¢ozldii.
Elution Buffer BE 70 °C’de 1sitildu.

3.4.2.Protokol

Lizis:

1.5 ml ependorf tiiptine 200 pl tiim kan + 25 pl Proteinaz K + 200 ul Buffer B3
ilave edildi.

10-20 sn. kuvvetli vorteks yapildi (Siemed, Clifton, England).

Omnekler 70 °C’de 10-15dk. ya da 30dk. inkiibe edildi (VWR dijital 1s1 blogu,
USA).

DNA Baglanma:

Ornekler iizerine 210 pl saf alkol ilave edildi ve vortekslendi.

Ornekler toplama tiipii icindeki kolonlara aktarildi ve 11000xg de 1 dk. santrifiij
edildi.

Yikama:

Toplama tiipleri atildi, yeni toplama tiipleri (2ml) yerlestirildi.

500 pl Buffer BW ilave edildi ve 11000xg’de 1 dk. santrifiij edildi ve toplama
tiipleri atild1 (Niive, Turkiye).

Yeni toplama tiipleri alind1 ve 6rnekler tizerine 600 ul Buffer BS ilave edildi ve
11000xg de 1 dk. santrifiij edildi.

Alkolii uzaklastirmak igin santrifiij islemi bir kez daha yapildi.

Ayrilma:

Toplama tiipleri atildi ve ornekleri tasiyan kolonlar 1,5 pl’lik mikrosantrifiij
tiipline yerlestirildi.

Onceden 70 °C’de 1s1t1ilmis olan Buffer BE’den 100 pl ilave edildi.

Oda sicakliginda 1 dk. inkiibe edildi. 11000xg de 1 dk. santrifiij yapildi.
Kolonlar atildi ve DNA 6rnekleri -20 °C’de saklandu.
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3.5. DNA Miktarimin Tayini

DNA miktar tayini Nanodrop (Jenway, Genova, Nano, UK) UV
spektrofotometre cihazi ile gergeklestirildi. Cihaz agildiktan sonra 2 uL distile suyla
korleme yapildi. Daha sonra 2 p. DNA 6rnegi ile 260 ve 280 nm dalga boylarinda
(0D260/280) dlgtim yapildi.

3.6. FSHR Geni ekzon 10 bolgesi PCR Amplifikasyonu
PCR reaksiyonu 25ul’lik total volum igerisinde, 50-100ng kalip gDNA, her
primerden 0.2-0.4uM, 1-2mM 1xPCR Buffer (Mg? iceren) ve 0.625U Taq polimeraz

icermekteydi.

Tablo 1. FSHR Geni PCR Termal Cycler programi

. Denatiiraston-Baglanma- Uzama
Baglangig
Son nzama Saklama
Denatiirasyonn
33 Déngi)
04°C 04°C G0-62°C T1°C 72°C 4=C
120 sm. 30 sn. 30 sn. 35sn 420 =n =

PCR amplifikasyonu Tablo 1’de gosterildigi gibi 6n-1s1 dongiisii 94°C’de 3 dk.
ve sonra 35 dongii 94°C’de 30 sn. denaturasyon, 60-62°C’de 30 sn baglanma, 71°C’de
35 sn. uzama seklinde gergeklestirilerek ve son uzama 72°C’de 7 dk. seklinde uygulandi
(Applied Biosystems,Singapur). Daha sonra her PCR iiriiniinden 5ul %1°lik agaroz jele
yiikleme yapildi. Jel gorintiisii analiz edildi ve her reaksiyon DNA dizi analizinde
kullanildi.

3.7.Agaroz Jelin Hazirlanisi

Calismamiz igin % 2’lik agaroz jel hazirlandi. 2 gr agaroz tartildi. Erlen mayere
aliman agaroz iizerine 100 ml 1XTBE eklenip mikrodalgada iyice ¢dziinene kadar
kaynatildi. Sonradan sogumaya birakilan jelin sicakligi 80°C’ye ulasinca lizerine (¢eker
ocak agik haldeyken) 100ul EtBr (0,5mg/ml’lik ¢alisma soliisyondan) eklendi. Jel iyice
calkalanip taragi yerlestirilmis olan jel kabina dokiildii. En az 1 saat beklenip jel

donduktan sonra taraklar ¢ikarilip jelde olusan kuyulara PCR {iriinleri yiiklendi.
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Primer dizileri:

F: 5-TTTGTGGTCATCTGTGGCTGC-3;
R: 5-CAAAGGCAAGGACTGAATTATCATT-3

3.8.Yeni Nesil DNA Dizi Analizi (Nextera XT DNA Kiitiiphanesi Hazirlama)

Yeni nesil DNA dizileme yontemi (illlumina Miseq) Ondokuz Mayis

Universitesi KITAM’de (Karadeniz Ileri Teknoloji Arastirma Teknikleri Merkezi)

uygulanmigtir.

3.8.1.Tagment Genomik DNA
Hazirhk:

Asagidaki tagmentasyon programi termal cycler’a kaydedildi.

1.
2.

O N o g B~ WD P

Kapak 6n 1s1tma opsiyonu seg¢ildi.
5 dk. boyunca 55°C’de durdu.
10°C’de bekletildi.

Prosediir:

PCR plate’ine TD (Tagment DNA Buffer)’den 10ul, gDNA’dan 5 pl eklendi.
Karistirmak igin pipetlendi.

5 ul ATM (Amplicon Tagment Mix) eklendi ve karigtirmak icin pipetlendi.

1 dk. boyunca 20°C’de 280 x g’ de santrifiij edildi.

Termal cycler’a yerlestirildi ve tagmentation programi ¢alistirildi.

5 ul NT (Neutralize Tagment Buffer) eklendi ve karistirmak i¢in pipetlendi.

1 dk. boyunca 20°C’de 280 x g’ de santrifiij edildi.

Oda sicakliginda 5 dk. inkiibe edildi.

3.8.2 Kiitiiphaneyi Cogaltma

Hazirhk:
Termal cycler’a asagidaki program kaydedildi.

Kapak 6n 1sitma opsiyonu secildi.
3 dk. boyunca 72°C
30 sn. boyunca 95°C
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4.

12 dongii ; 95°C’de 10 sn., 55°C’de 30 sn., 72°C’de 30 sn. yapildi. 5 dk.

boyunca 72°C’de bekletildi. 10°C’de bekletildi.

1.

Prosediir:
24 kiitliphane i¢in; index primerler TruSeq Index Plate Fixture’de asagidaki gibi

diizenlendi.

TruSeq Index Plate Fixture’iin 1-6 siitunlart index 1 (i7) adaptorleri ile

diizenlendi.

- TruSeq Index Plate Fixture’iin A-D satirlar1 index 2 (i5) adaptorleri ile diizenlendi.

2.

3.

96 kiitiiphane i¢in: index primerler TruSeq Index Plate Fixture’de asagidaki gibi
diizenlendi.

TruSeq Index Plate Fixture’tin 1-12 siitunlar1 index 1 (i7) adaptdrleri ile
diizenlendi.

TruSeq Index Plate Fixture’iin A-H satirlar1 index 2 (i5) adaptorleri ile
diizenlendi.

Cok kanall1 pipet kullanarak her siitunda asagiya dogru 5 pl index 1 (i7) adaptor

eklendi. Yeni bir turuncu kapak ile her 17 adaptor tiipiin kapagi degistirildi.

4
5
6.
.
8

9.

Cok kanalli pipet kullanarak her satir boyunca 5 pl index 2 (i5) adaptor eklendi.
Yeni bir beyaz kapak ile her i5 adaptor tiiplin kapagi degistirildi.

5 ul. NPM (Nextera PCR Master Mix) eklendi. Karistirmak icin pipetlendi.

1 dk. boyunca 20°C’de 280 x g’ de santrifiij edildi.

Termal cycler’a yerlestirildi ve PCR programi calistirildi.

Giivenli saklama i¢in plate sikica kapatilarak en fazla 2 giin boyunca 2°C ile 8°C

arasinda tutuldu ya da gece boyunca termal cycler’da birakilabilir.

3.

3.8.3. Kiitiiphane Yikamasi (Clean Up)

Hazirhk:
Asagidaki sarf malzemeler hazirlandi:

RSB (Resuspension Buffer): -25°C ile -15°C” de muhafaza edilen soliisyon oda
sicakliginda ¢ozildii. Ilk ¢oziilmeden sonra 2°C ile 8°C’de muhataza edildi.
AMPure XP Boncuklar: 2°C ile 8°C’de muhafaza edilen maddenin sicakligini
oda sicakligina getirmek i¢in 30 dk. bekletildi.

Saf etanolden %80’lik etanol hazirland1
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Prosediir:
1 dk. boyunca 20°C’de 280 x g’ de santrifiij edildi.

50 pul PCR iiriinii PCR plate’inden yeni bir midi plate’ye transfer edildi.
30 ul AMPure XP boncuk eklendi.

2 dk. boyunca 1800 rpm’de sallandi.

5 dk. boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

Manyetik bir stand iizerine yerlestirildi ve sivi berrak olana kadar (~2 dk.)
beklendi.

Manyetik standdan alind1 ve tiim siipernatant atildi.

200 pl %80’lik etanol ile 2 kez yikand.

20 pl pipet kullanarak %80°lik tortu EtOH uzaklastirildi.

15 dk. boyunca manyetik stand iizerinde havada kurutuldu.

Manyetik standdan alind1. 52,5 pl RSB eklendi.

2 dk. boyunca 1800 rpm’de sallandi.

2 dk. boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

Manyetik stand tizerine yerlestirildi ve siv1 berrak olana kadar (~2 dk.) beklendi.

50 pl supernatant yeni bir TCY plate’e transfer edildi.

Bekleme durumunda plate kapatilarak en fazla 7 giin siireyle 15°C - 25°C” de bekletildi.

3.8.4. Kiitiiphanelerin Kontrolii
Yiiksek hassasiyetli bir DNA ¢ipi kullanilarak Agilent Technology 2100

Bioanalyzer seyreltilmemis 1 pl kiitiiphane ile ¢alistirildi.

3.8.5. Kiitiiphanenin Normalizasyonu

Hazirhk:

Asagidaki sarf malzemeler hazirlandi:

LNA1 (Library Normalization Additives 1): -25°C ile -15°C arasinda muhafaza
edilen soliisyon c¢eker ocak altinda su banyosu kullanilarak sicakligi 20°C-
25°C’ye getirildi.

LNBI (Library Normalization Beads 1): 2°C-8°C’de muhafaza edilen madde su
banyosu kullanilarak sicakligi 20°C- 25°C’ye getirildi.

LNWI1 (Library Normalization Wash 1): 2°C-8°C’de muhafaza edilen
soliisyonsu banyosu kullanilarak sicakligi 20°C- 25°C’ye getirildi.
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14.
15.
16.

17.
18.

19.
20.

21.
22.

LNS1 (Library Normalization Storage Buffer 1): Oda sicakliginda muhafaza

edilen soliisyon yine oda sicakliginda kullanildi.

Prosediir:

Yeni bir midi plate’e 20 ul siipernatant transfer edildi.

15 ml.’lik konik tiipe 4,4 ml. LNA1 eklendi.

LNBI iyice slispanse edildi ve karistirmak i¢in pipetlendi.

15 ml.’lik konik tiipe 800 pul LNBI transfer edildi ve karigtirmak igin alt tist
edildi.

Bir ¢ukur igine boncuk karisimi dokiildii ve 45 ul LNA1/LNBI1 karisimi eklendi.
30 dk. boyunca 1800 rpm’de sallandi.

Manyetik bir stand iizerine yerlestirildi ve sivi berrak olana kadar (~2 dk.)
beklendi.

Manyetik standdan alind1 ve tiim siipernatant atildu.

2 kez 45 pl LNWI ile yikandi.

30 ul 0,1 N NaOH eklendi.

5 dk. boyunca 1800 rpm’de sallandi.

5 dk.’lik eliisyon sirasinda yeni bir 96’lik PCR plate SGP (Storage Plate)
etiketlendi.

SGP plate’e 30 ul LNS1 eklendi ve bir kenara konuldu.

5 dk.’lik eliisyon sonrasinda biitlin 6rneklerin yeniden siispanse oldu ve pipetle
karigtirildi.

5 dk. boyunca 1800 rpm’de sallandu.

Manyetik bir stand lizerine yerlestirildi ve sivi berrak olana kadar (~2 dk.)
beklendi.

Midi plate’den SGP plate’ye siipernatant transfer edildi.

1 dk. 1000 x g’de santrifiij yapildi.

Bekleme durumunda plate kapatilarak en fazla 7 giin -25°C ile -15°C’de saklandi.

3.8.6. Kiitiiphane Havuzu
Hazirhk:

-25°C ile -15°C’de muhafaza edilen SGP plate oda sicakliginda c¢oziildii ve

karistirmak i¢in pipetlendi.
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Prosediir:

1 dk. boyunca 20°C’de 1000 x g’de santrifiij edildi.

SGP plate’den 5 pl PCR 8-strip tiipe transfer edildi.

Yeni bir ependorf PAL(Pooled Amplicon Library) tiip etiketlendi.

PCR 8-strip tiip igerigi PAL tiipe transfer edildi. Karistirmak i¢in pipetlendi.

o ~ w D P

Kiitiiphane havuzu, kullandigimiz dizileme aletinin ylikleme konsantrasyonuna
seyreltildi.

6. PAL tiipdeki ve SGP plate’deki kullanilmayan kiitiiphane havuzu en fazla 7 giin
boyunca -25°C ile -15°C’de muhafaza edildi.

3.9. Biyoinformatik Analiz

Yeni nesil dizileme islemi illumina Miseq ile yapildi. Dizileme sonrasi veriler
[llumina basespace iizerinde incelendi. Basespace iizerinden Variant Studio V.1.0.0.
uygulamasi ile vcf dosyalar1 kullanilarak, dizilenen bolgelerdeki varyasyonlar ve
ayrintilart elde edildi. Buradan elde edilen varyasyon kordinatlar1 alinarak yine
Basespace iizerinden Integrative Genomics Viewer (IGV) 2.1.2. uygulamasina aktarildi.
Bu aplikasyon araciligiyla da bam ve vcf uzantili dosyalar kullanilarak, diziler {izerinde

orneklere ait varyasyon bolgeleri gozle incelendi.

3.10. Istatistiksel Degerlendirme

SPSS istatistik programi kullanilarak klinik bulgular ile genotipler arasinda
korelasyon analizi yapildi. Ayrica, hasta ve kontrol gruplari arasindaki allel ve genotip
frekanslarini kargilagtirmak igin Ki-kare, olasilik oranlar1 (OR) ve P degeri hesaplandi.
SPSS programi (Dean ve ark., versiyon 2.3.1) kullanilarak 57 genotip analizi yapildi.
Orneklem sayis1 25’in {izerinde oldugunda Pearson Ki-kare, 25’in altinda oldugunda ise
Yates Ki kare kullanildi. Orneklem sayis1 5°in altinda oldugunda Fisher exact veya Mid-
P exact uygulandi.

Elde edilen sonuglar; mutant bolgeler ile infertilite olusumu arasinda bir iliskinin

bulunup bulunmadig1 amaciyla degerlendirildi.
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4. BULGULAR

EYLUL 2015-HAZIRAN 2016 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi
Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum servisi Tiip Bebek Merkezinde infertilite
tanis1 konularak yardimci iireme teknikleri ile tedavi goren, istenilen say1 ve kalitede
yumurta elde edilemeyen 27 kadmn hasta ile, saglikli gebelik elde edilen 30 kadin
kontrol olmak ftizere toplam 57 kisiden kan alindi. Kontrol ve hasta grubu kisilere
goniilli olur formu imzalatildi (Ek 1.). Her bir hastanin yasi, infertilite tipi, infertilite
nedenleri, evlilik stiresi Tablo 2’deki gibi kaydedildi.

Tablo 2. Hasta grubunun yas, infertilite tipi, infertilite nedeni, evlilik siiresi bilgileri

Evlilik

Sira Yasi Infertilite Tipi Infertilite Nedeni | Siiresi
1 37 primer diisiik o. rezervi 8
2 41 primer diisik o. rezervi 1
3 39 primer aciklanamayan 10
4 41 primer kadin kaynakli 5
5 32 primer kadin kaynakl 3
6 35 primer diisiik o. rezervi 5
7 23 primer kadin kaynakli 4
8 36 primer kadin kaynakh 15
9 25 primer aciklanamayan 2
10 30 primer aciklanamayan 1
11 39 sekonder disuk o. rezervi 5
12 45 primer aciklanamayan 3
13 25 primer aciklanamayan 2
14 45 primer disik o. rezervi 1
15 38 primer aciklanamayan 1
16 33 sekonder azalmis over 3
17 46 primer aciklanamayan 6
18 42 sekonder aciklanamayan 14




Tablo 2. (devam)

infertilite Evlilik
Sira Yasi infertilite Tipi Nedeni Siiresi
19 34 Primer agiklanamayan 8
20 34 Primer aciklanamayan 15
21 34 Primer female 3
22 35 Primer disik o. rezervi 3,5
23 34 Primer azalmis over 45
24 35 Primer aciklanamayan 1
25 36 Primer aciklanamayan 6
26 39 Primer aciklanamayan 20
27 41 Primer aciklanamayan 5

Hasta grubuna ait FSH, LH, E2 hormon degerlerine iliskin test sonuglari ile

tedavi sirasinda toplanan oosit sayilarina iligkin bilgileri Tablo 3’teki gibi kaydedildi.

Tablo 3. Hasta grubunun FSH, LH, E2 hormonlar1 ve oosit degerleri

Sira FSH LH E2
(2,00-10,00 mIU/mI) | (2,00-15,00 mIU/m) (30-119 pg/ml) Oosit
1 15 7 25 2
2 9,8 5,2 58 1
3 13,5 8,3 57 3
4 6,34 5,34 4,47 4
5 12 6 47 3
6 8,6 9,5 6,8 1
7 6 7 36 3
8 15 10 40 2
9 8,04 6,5 36 4
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Tablo 3. (devami)

Sira FSH LH E2
(2,00-10,00 mIU/ml) | (2,00-15,00 mIU/m) (30-119 pg/ml) Oosit
10 9,7 8,03 36,3 3
11 8,01 2,9 41 1
12 8,7 7,8 49 4
13 7,04 4,1 43 4
14 37 32 30 1
15 10,5 51 89,4 3
16 12 4,5 22 2
17 11,8 7,03 28 1
18 9,76 6,68 56,63 4
19 6,2 5,03 122 4
20 10 8 42 4
21 13 7,5 32 2
22 10,3 7,9 58 1
23 10 3,6 46 3
24 9,06 5,07 53 3
25 4,7 4,2 29,2 3
26 10,4 6,6 88 1
27 13,7 7,4 34 1
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Tablo 4. Hasta grubunun Klinik verileri

Hasta Grubu

Ortalama + SS Ortanca(Min-Maks) Aralik(Range)
Yas 36,07 +5,86 29,00 (24-45) 21
Evlilik Siiresi | 4,75 + 4,33 3,5 (1-20) 20
FSH 10,96 +5,86 10,00 (4,7-37) 32,30
LH 7,34 +£5,23 6,68 (2,90-32) 29,10
E2 44,80 + 24,67 41 (4,47-122) 117,53
P 0,54 +0,30 0,50 (0,30-1,73) 1,43
Oosit Sayist 255+1,15 3(1-4) 3
Tedavi Sayist 1,48+ 1,01 1(1-5) 4
Embriyo 1,40+1,11 1(0-4) 4
Hemogram 13,10+ 1,10 12,90 (11,2-15,9) 4,7

4.1. Calisma Grubu ile Tlgili Demografik Karakterlerin Degerlendirilmesi
Bu calismada, FSHR gen polimorfizmlerinin infertilite ile olan iligkisinin
arastirilmasi amaciyla 27 infertil kadin hasta ile herhangi bir infertilite sorunu olmayan

30 saglikli kadin kontrol incelendi.

Hasta Grubu ve Demografik Ozellikleri: Hasta grubunun yasi 24 ve 45
arasinda degismekte olup ortalama yas 36,07 olarak hesaplanmis ve medyan1 29’dur.
Hasta grubunun evlilik siiresi 2 ve 24 yil arasinda degismekte olup ortalama evlilik
stiresi 2,40 olarak hesaplanmis medyan1 2 yildir. Hasta grubunun FSH degeri 4,7
miU/ml ve 37 mlU/ml arasinda degismekte olup ortalama FSH degeri 10,96 olarak
hesaplanmis medyani 10 mIU/ml’tir. Hasta grubunun LH degeri 2,90 1U/L ve 32 1U/L
arasinda degismekte olup ortalama LH degeri 7,34 IU/L olarak hesaplanmis medyani
6,68 IU/L’tir. Hasta grubunun E2 degeri 4,47 ng/ml ve 122 ng/ml arasinda degismekte
olup ortalama E2 degeri 44,80 ng/ml olarak hesaplanmis medyan1 41 ng/ml’dir. Hasta
grubunun oosit sayilart 1 ve 4 arasinda degismekte olup ortalama oosit sayist 2,55
olarak hesaplanmis medyani 3 oosittir. Hasta grubunun embriyo sayis1 0 ve 4 arasinda
degismekte olup ortalama embriyo sayisi 1,40 olarak hesaplanmis medyani 1
embriyodur. Hasta grubunun hemogram degeri 11,2 ve 15,9 arasinda degismekte olup

ortalama hemogram miktar1 13,10 olarak hesaplanmis medyan1 12,90°dir. Hasta
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grubunun herhangi bir Hiv ve HbsAg pozifligi bulunmayip AST ve ALT degerleri de
normal seviyelerde bulunmustur (Tablo 4’de Gosterilmistir).

Calismamizda kullanilan kontrol grubu kisilerin yas ortalamasi ve ortanca degeri
Tablo 5’te gosterilmistir. Bu bilgilere gore kontrol grubu yas ortalamasi 30,70 +5,396 (
21- 40) olup medyan 32 yastir.

Tablo 5. Kontrol grubu yas ortalamasi

Kontrol Grubu (N=30)

Ortalama = SS Ortanca (Min-Maks) Aralik(Range)

Yas 30,70 +5,396 32,00 (21-40) 19

4.2.FSHR Geni Yeni Nesil Dizi Analizi Sonuclari

4.2.1.FSHR Geni Polimorfizmi

FSHR geni rs747317735 varyanti c¢alisilan 27 hastanin 7’sinin (%58,3) CC
homozigot, 7’sinin (%28,0) CT heterozigot, 13’tniin (%65,0) TT homozigot; 30
kontroliin ise 5’inin (%41,7) CC homozigot, 18’inin (%72,0) CT heterozigot, 7’sinin
(%35,0) TT homozigot oldugu, 26’sinin (%49,1) GG homozigot, 1’inin (%25,0) AG
heterozigot oldugu tespit edildi (Tablo 6). PCR yontemi ile galisilan orneklerin
bazilarinin genotiplerini gosteren jel fotograflari (520 bg) sekilde verilmistir (Sekil 7).
Hasta ve kontrollerin genotip ve allel sikliklar1 karsilastirildiginda rs747317735 bolge
agisindan istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulundu (p=0,033). Genotiplerden
CC+CT’ye karsilik TT karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit
edildi (p=0,024). rs6166 bolgesi bakimindan hasta ve kontrol grubu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (Tablo 6).
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Sekil 7. FSHR geni PCR sonuglar1 (M:Marker)

Tablo 6. FSHR gen polimorfizmlerinin genotip ve allel sikliklarinin hasta ve kontrollerde

karsilagtirilmasi
SNP Genotip / Allel Hastalar Kontroller 2 Pdegeri OR (%95 Cl)
(n=27) (%) _(n=30) (%)
FSHR cc 7(58,3) 5(41,7)
Is7TA7317735 T 7(28,0) 18 (72,0) 6,834 0,033

TT 13(65,0) 7(35,0)
CC+CT:TT 14:13 23:7 3,842 0,024 0,327(0,1055-1,019)
CC:TC+TT 7:720 5:25 0,733 0,39 1,75 (0,482-6,354)
C 21 28
T 33 3 2,897 0,008 0,535 (0,260-1,102)

FSHR GG 26(49,1) 27(50,9)

6166 aG 1(25,0) 3(75,0) 0,863 0,353
AA 0 0
GG+AG: AA 27:0 30:0
GG : AG+AA 26:1 27:3 0,8634 0,35 2,889 (0,282-29,58)
¢ 53 > 0,70 2,789 (0,2814-27,65)
A 1 3

-Istatistiksel olarak anlaml1 olan sonuglar kalin karakterlerle yazilmstir.
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Tablo7. Hastalarin demografik 6zellikleri ve FSHR genotip dagilimlar

Toplam FSHR p x° FSHR p x°
n(%)27 rs747317735 degeri rs6166 Degeri

infertilite cC CT TT GG AG AA

sekli

primer 25(92,6) 5(71,4)  7(100,0) 13(100,0) 0,046 6,171  23(92,0) 2(8,0) 0

sekonder  2(7,4) 2(28,6)  0(,0) 0(,0) 1(100,0  0( ,0) 0 0,923 0,087

Qosit

sayisi

1 7(25,9) 1(14,3) 1(143) 5(38,5) 5(20,0)  1(100,0) 0

2 5(185) 0(,0) 3(429)  2(154) 0,192 8,689 5(20,0) 0(0,0) 0 0325 3467
8(29,6) 2(286) 2(28,6) 4(30,8) 8(32,0) 0(0,0) 0

4 7(25,9)  4(57,1) 1(143)  2(15.4) 7(28,0)  0(0,0) 0

Istatistiksel olarak anlaml1 olan sonuclar kalin karakterlerle yazilmstir.

FSHR geni DNA dizileme goriintiileri sekil 8 ve 9’da gosterilmistir. Hastalarin

demografik ozellikleri ve FSHR genotip dagilimlaria baktigimizda, TT genotipine

sahip bireylerin primer infertilite grubunda daha yiiksek frekansta oldugu saptanmistir

(Tablo 7).
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5. TARTISMA

FSH gamet olgunlagmasinda temel bir hormon olmakla birlikte
hipogonadotropik hipogonadizm ve infertilite tedavisinde her iki cinsiyette de tedavi
amacli kullanilmaktadir (Liedo ve ark. 2014).

Yardimei tireme tekniklerinde uygulanan ilag dozu ve elde edilen yumurta sayisi
ve kalitesi tedavide bagariy1 etkileyen onemli unsurlardandir. Bu nedenle literatiirde bu
sorunu gidermek amaciyla birgok calisma yapilmakta Ozellikle bireyler arasindaki
genetik farkliliktan dolay1 ilaca cevapta degiskenligin belirlenmesine yo6nelik
farmakogenetik ¢alismalar ger¢eklesmektedir.

Bu tez ¢alismasinda kadinlarda normal iireme fonksiyonu i¢in gerekli olan FSH
hormonunun reseptdr geninin ekzon 10 bolgelerinde meydana gelen G919A
(Ala307Thr), G2039A(Ser680Asn), G29A mutasyonlarmin ve C566T (Alal89Val)
inaktive edici mutasyonunun kadin fertilitesi tedavisi sirasinda uygun doz
uygulaniminda yeterli sayida ve kalitede yumurta olusumunu etkileyip etkilemedigi
iligkisinin arastirilmast amaglanmistir. Literatiirde yapilan ¢alismalarda benzer ve farkl
sonuclar sunulmustur.

Bu ¢alisma sonucunda FSHR geni ekzon 10 bolgesi rs747317735 varyant
bolgesi hasta ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda TT genotipi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli derecede fark saptandi (p=0,033, ¥*=6,834). FSHR geni
rs747317735 bolgesi (C>T) degisimi bakimindan T allel frekansi hasta grubunda
kontrol grubundan daha yiiksek frekansta saptandi (p=0,008, *>=2,897).

Calismamizin sonucuna gore, yardimci lireme tedavisi siirecinde FSHR geni
rs747317735 bolgesi bakiminda T allelli ve TT genotipine sahip bireylerde yeterli
sayida ve kalitede X yumurta olusturulamadigi saptanmustir. Literatiirdeki diger
caligmalara bakildiginda; Wunsch ve arkadaslarinin ¢alismasinda, FSHR’niin kodlayan
kisminda yapilan mutasyonel aragtirmada ekzon 10’da 307. ve 680. konumlarda 2
yaygin degisim oldugu goriilmiistiir. Arastirmalar ekzon 10°daki degisimlerin reseptor
proteinini ve {ireme tedavisi alan kadinlarda yumurtaligin FSH indiiksiyonuna
sensivitesini etkiledigini gostermistir (Wunsch ve ark., 2005). Wunsch ve ark
calismasinda -29 A/A homozigot hastalarda FSH miktarmin diger hastalara gére daha
diisiik oldugu goriilmiistiir (Wunsch ve ark., 2005).



307. ve 680. aminoasitleri eksprese eden kodonlarda baglanti esitsizligi (linkage
disequilibrium) goriiliir, ¢iinkii rekombinasyon sirasinda birbirlerine baglanir ve rastgele
dagilim yapmazlar. Bu durum bu konumlarda farkl: allelik varyantlar olugsmasina neden
olur. Bu varyantlardan farkli etnik gruplarda en sik goriilenler Ala307/Ser680 ve
Thr307/Asn680°dir (Lussiana ve ark., 2008). Ala307-Ser680 diinya genelinde % 40
oraninda bulunmaktadir (Wunsch ve ark., 2007).

Yapilan diger bir ¢alismada -29. pozisyondaki TNP’in FSH reseptor geninin
transkripsiyonel etkinligiyle iligkili oldugu ve AA genotipinin tedaviye zayif cevap
verme ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Achrekar ve ark., 2009).

2010 yilinda yapilan bir baska calismada -29 AA genotipinin kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda primer ve sekonder amenoreli kisilerdeki prevalansi daha yiiksek
¢ikmustir, ayrica primer amenoreli hastalarin serum FSH miktarlarinin -29. pozisyonda
AA genotipindeki kisilerde daha yiiksek ¢ikmistir (Achrekar ve ark., 2010).

Farkli popiilasyonlardaki arastirmalar 680. pozisyondaki Ser/Ser varyanti olan
kisilerin bazal FSH diizeylerinin daha yiiksek oldugunu gostermistir (Sudo ve ark.,
2002; Falconer ve ark., 2005; Grebb ve ark., 2005; Simoni ve ark., 2008).

FSHR’niin,  -29A-A919A-A2039A, -29G-  A919A-A2039A, -29A-
G919GG2039G ve -29G- G919G-G2039G olmak iizere 4 yaygin kombinasyonu vardir
(Gromoll ve Simoni, 2005).

FSHR gen dizisindeki mutasyonlar FSHR protein yapisindaki aminoasitlerde
etkin fonksiyonel degisimlere neden olur. FSHR gen mutasyonlar1 hiicre ylizeyinde
reseptor ifadesi, FSH baglanma yetenegi ve FSH sinyal iletiminde etkin olabilir
(Lussiana ve ark., 2008).

Aittomaki ve arkadaslar1 1995 yilinda FSHR geninin 7. ekzonunda, direngli
yumurtalik sendromundan (Resistant ovarian syndrome) dolayr yumurtalik yetmezligine
sebep olan bir mutasyon bulmustur. Etkilenmis kadinlar kisirdir ve giinlimiizde
kisirlikta hormon tedavisinden baska bir tedavisi mevcut degildir (Ghadami ve ark.,
2008).

FSHR’nin inaktiflestirici mutasyonu, proteinin ekstraseliiler ligand baglanma
kisminda tanimlanmistir. Ekzon 7°de bir C566T transisyonu 189. rezidiide Ala’nin

yerine Val‘in gelmesine sebep olur (Tapanainen, 1998).
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Alal89Val mutasyonu olan kadinlarin fenotipi, FSHR’nlin kismen inaktif
formlarmi ifade eden kadinlardan daha 6nemlidir (Ranniko ve ark., 2002).

FSHR genindeki Alal89Val mutasyonu homozigot oldugu durumlarda
kadinlarda  follikiiler ~ olgunlasmanin  durmasiyla hipergonadotropik  ovaryan
yetmezligine ve erkeklerde spermatogenezin bloke olmasina sebep olur. Val 189
bakimindan homozigot kadinlarda follikiiler olgunlasma engellenir ve graniiloza
hiicreleri apoptoza ugrar. Bununla beraber graniiloza hiicrelerinin aromataz igerigi
onemsenmeyebilir ve intrafollikiiler ¢cevrede de Ostrojen miktar1 azdir. Bu follikiiliin
erken kaybolmasinin sebebidir. Bu durumda yumurtalik steroid iiretiminde ekzojen
olarak FSH verilmesinin bir 6nemi mevcut degildir ve hCG serum Gstrojen miktarini
yiikseltmez. Mutasyon heterozigot ise iyi korunmus yumurtalik hacmi ile birlikte
sekonder amenoreye sebeptir, bu da FSHR etkinliginin olduk¢a azaldigimi fakat
follikiil havuzunun iyi korundugunu gostermistir (Lussiana ve ark, 2008).

Mutasyon maymun, koyun ve rat FSHR’leri ile kiyaslandiginda epeyce
korunmus bir bolgede bulunur. Bu da bdlgenin islevsel dnemini vurgulamaktadir. Bu
kisim FSHR, LHR ve TSHR’de ayni olan bes aminoasitlik bir diziye dahildir ve
konsensus N-bagli glikolizasyon bolgesi bulunur. Boélgenin ii¢ glikoprotein hormon
reseptoriinde de yiiksek oranda korunmus olmasi ligand 6zgiin tanima ve baglanma
bolgesi olmadigini isaret eder. Bu bolge daha ¢ok reseptoriin plazma membranina
transdiiksiyonunda iglevseldir (Tapanainen, 1998).

Ala 189, glikoprotein hormon reseptorlerinde iyi korunmus 5 aminoasitlik
bolgenin (Alal89PheAsnGlyThr) ilk aminoasitidir. 189. pozisyonda Val olmasi
glikolizasyonun islevini azaltir ve sonugta hasarli reseptor gidis gelisine (trafficking) ve
protein tranformasyonuna sebep olur (Themmen ve Huhtainemi, 2000).

Mutant gen ile transfekte edilmis MSC-1 hiicrelerinin yiikselen FSH ile
inkiibasyonundan sonra cAMP iiretiminin wt FSHR ile transfekte edilen hiicrelerden
daha az oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda FSH’in uyardigi IP3 miktar1 da mutant
FSHR’ii bulunan hiicrelerdeki miktarinin az oldugu gézlemlenmistir. Mutant reseptdriin
FSH baglanma etkinligi normaldir ¢iinkii Ala 189 Val mutasyonu FSH-FSHR
etkilesimini etkileyen bir bdlgede bulunmamaktadir ve hormon reseptér kompleks
olusumuna etki etmez. Alal89Val mutasyonu FSHR’nin yapisal degisimi nedeniyle

FSH baglanmasindan sonra sinyal iletimini etkiler. Mutasyon FSHR’nin hiicre
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membran hedeflenmesini ve reseptdriin ikincil mesajci etkinligini degistirir (Lussiana
ve ark, 2008).

Mutant Ala 189 Val varyant kurucu etkisinden dolay1 kuzey dogu Avrupa’da az
degildir (Lussiana ve ark, 2008).

Alal89Val inaktive edici mutasyonuna Brezilya ve Japon popiilasyonlarinda
yapilan arastirmalarda rastlanmamistir. Yunan populasyonunda 33 prematiir over
yetmezlik tanis1 (POF) konmus kadin, ovulasyon indiiksiyonunu zayif cevaplayan 8
kadin ve 20 kontrolle yapilan arastirmada hastalarin ve kontrollerin hi¢ birinde
homozigot veya heterozigot mutasyon goriilmemistir (Loutradis ve ark, 2006).

Finlandiya, Isvigre, Danimarka ve Singapur’un Cin popiilasyonlarindaki
aragtirmada Finlandiya’da C566T mutasyonunun prevalanst %0,96 iken, Isvigre‘de
yalnizca 1 tane mutasyon tasiyicist bulunmus, diger iki populasyonda ise mutasyon
goriilmemistir (Jiang ve ark, 1998).

189. pozisyonda Val goriilmesi glikozilasyonun etkinligini azaltir ve sonugta
hasarli reseptor trafigine (reseptdriin plazma membranina tasinamamasi) ve yanlis
protein konformasyonuna sebep olur (Themmen ve Huhtainemi, 2000).

Bu mutasyonun homozigot oldugu kadinlarda folikiiler olgunlasmanin
durmasiyla  hipergonadotropik  ovaryan  yetmezlik  olusurken, erkeklerde
spermatogenezin engellendigi goriilmiistiir (Lussiana ve ark., 2008).

Aragtirmalar  spermatogenetik bozukluklarda, FSHR geninin {i¢ bdlgeyi
kapsayan tek niikleotid degisimlerinin (-29. pozisyon ile ekzon 10’daki 307 ve
680.pozisyondaki polimorfizmler) bircok genetik faktorden biri olabilecegini
kanitlamistir fakat bu ii¢ tek niikleotid polimorfizminin yumurtalik islevi iizerine
sinerjitik etkisi aragtirilmamistir.

2014 yilinda Tiirk populasyonunda yapilan bir ¢calismada, infertilite tanis1 konan
ve yardimci lireme teknikleri ile tedavi géren 96 kadin olgu ¢alisilmis ve kumulus hiicre
ornekleriyle gerceklestirilen ¢aligmada FSHR geni incelenmistir. Calismanin sonucunda
hastalarin % 8’inde ekzon ve intronlarda delesyon ve splays degisimleri saptanmistir
(Cengiz Karakaya, 2014). Bu g¢alismanin sonucunda FSHR geninde alternatif splays
degisimlerinin bireyler arasinda farliliklara yol agabilecegi tan1 ve tedavide farkli yol

izlenmesi gerekebilecegi onerilmektedir (Cengiz Karakaya, 2014).
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2014 yilinda yapilan bagka bir calismada, IVF ya da ISCI tedavisi goren ve
yeterli yumurta sayis1 olugsmayan 121 Tayvanli kadinda FSHR geni kodon 307 ve 680
gen polimorfizmleri incelenmis ve FSHR geni ile kronik anovulasyon arasinda bir iligki
tespit edilememistir (Singhasena, 2014).

Palaban ve arkadaslarmin Asyali kadinlarla yaptigi c¢alismada, FSHR geni
Ser680Asn (N680S) polimorfizmini incelemisler ve SS genotipinin yeterli yumurta elde
edilemeyen kadinlarda frekansimin yiiksek oldugunu saptamislardir (OR 1,61, p = 0,08).
(Palaban, 2014).

Yine 2014 yilinda Simoni ve arkadaglar1 infertilite tedavisinde FSH’in
potansiyel farmakogenetik etkisini incelemek amacli yaptiklar1 ¢aligmada, rs6166
(c.2039A0G, p.N680S), rs6165 (c.919A0G, p.T307A), rs1394205 (c.K29GOA)
polimorfik bolgeleri incelemisler ve FSHR geni varyantlarmin her iki cinsiyette de
serum FSH diizeylerini ve gonadal cevabi etkiledigini bildirmislerdir (Simoni, 2014).

Bu calismada da benzer sekilde, FSHR geni ekzon 10 bolgesi rs747317735
varyant bolgesi hasta ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda TT genotipi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli derecede fark saptandi (p=0,033, %*=6,834). FSHR geni
rs747317735 bolgesi (T>C) degisimi bakimindan T allel frekansi hasta grubunda
kontrol grubundan daha yiiksek frekansta saptandi (p=0,008, ¥*>=2,897). Calismamizin
sonucuna gore, yardimci lireme tedavisi siirecinde FSHR geni ekzon 10 rs747317735
bolgesi bakimindan T allelli ve TT genotipine sahip bireylerde yeterli sayida ve kalitede
yumurta olugmadig1 saptanmuistir.

FSHR geni ekzon 10 bolgesinde 680. pozisyonda serin—asparjin aminoasit
degisimi meydana geldigi bilinmektedir. Bu degisim neticesinde reseptdorde meydana
gelen konformasyonel degisiklik nedeni ile hormon-reseptdr baglanma etkinligi
degismektedir. Dolayisiyla tedavi sirasinda uygulanan ilacin etkinligini tam olarak
gosteremedigini ve bu durumdan dolay1 yeterli yumurta olusamadigini diisiinmekteyiz.
Bu sebeple benzer calismalarin artmasiyla birlikte, gelecekte yardimci iireme tedavisi
uygulanan olgularda yumurta olusumunu etkileyen genler bakimindan bireylerin
genotip durumlarma gore ila¢ dozu uygulanmasmin daha etkin sonuglar verecegi
diisiincesindeyiz.

Sonuglarimizin kesinlik kazanmasi i¢in hasta sayisimin arttirilmasi ve farkh

populasyonlarda ¢alisilmasi1 gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu galismaya Eyliil 2015 - Haziran 2016 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum servisi Tiip Bebek Merkezinde
infertilite tanis1 konularak yardimci tireme teknikleri ile tedavi goren, istenilen say1 ve
kalitede yumurta elde edilemeyen 27 hasta ile saglikli gebelik elde edilen kadin 30
kontrol dahil edilerek toplam 57 olgu dahil edildi. FSH geni ekzon 10 bolgesi yeni nesil
DNA dizileme yontemi ile ¢alisildi.

Bu calismada, FSHR geni ekzon 10 bolgesi rs747317735 mutant bolgesi hasta
ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda TT genotipi bakimindan istatistiksel olarak
anlamli derecede fark saptandi (p=0,033, ¥*=6,834). FSHR geni rs747317735 bolgesi
(T>C) degisimi bakimindan T allel frekansi hasta grubunda kontrol grubundan daha
yiiksek frekansta saptandi (p=0,008, ¥*=2,897). Calismamizin sonucuna gore, yardimci
tireme tedavisi siirecinde FSHR geni ekzon 10 rs747317735 bolgesi bakimmdan T
allelli ve TT genotipine sahip bireylerde yeterli sayida ve kalitede yumurta olusmadigi
saptanmistir.

FSHR geni ekzon 10 bolgesinde 680. pozisyonda serin—asparjin aminoasit
degisimi meydana geldigi bilinmektedir. Bu degisim neticesinde reseptorde meydana
gelen konformasyonel degisiklik nedeni ile hormon-reseptdr baglanma etkinligi
degismektedir. Dolayisiyla tedavi sirasinda uygulanan ilacin etkinligini tam olarak
gosteremedigini ve bu durumdan dolay1 yeterli yumurta olusamadigini diistinmekteyiz.
Bu sebeple benzer ¢aligmalarin artmasiyla birlikte, gelecekte yardimer iireme tedavisi
uygulanan olgularda yumurta olusumunu etkileyen genler bakimindan bireylerin
genotip durumlarma gore ila¢ dozu uygulanmasinin daha etkin sonuglar verecegi
diistincesindeyiz.

Sonuglarimizin kesinlik kazanmasi i¢in hasta sayisinin arttirilmasi ve farklh

populasyonlarda ¢alisilmasi gerekmektedir.
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EKLER
Ek 1: Hasta Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formu Ornegi

ILAC DISI GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ICIN BASVURU FORMU

HASTA BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI *

ARASTIRMANIN ADI ( CALISMANIN ACIK ADI ):

Yardime:r Ureme Tekniklerinde FSH, VEGF LH ve ESR Gen Mutasyonlarinin Etkisi.

Goniilliiniin Bas Harfleri << >>

Bir arastirma g¢alismasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden &nce
aragtirmanin neden yapildigii bilgilerinizin nasil kullanilacaginin ¢alismanin neleri igerdigini ve olast
yararlarini risklerini ve rahatsizlik verebilecek konular anlamaniz énemlidir Liitfen asagidaki bilgileri
dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz ve eger istiyorsaniz Gzel veya aile doktorunuzla konuyu
degerlendiriniz. Eger bir bagka ¢alismada da yer aliyorsaniz bu ¢alismada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katiip katilmama karari tamamen size aittir. Eger calismaya katilmaya karar verirseniz
imzalamaniz igin size bu Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu verilecektir. Katilmaya karar verirseniz,
calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsiiniiz. Bu durum sizin aldiginiz tedavinin standardini
etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu klinik ¢alismaya katiliminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz
bilgilendirilecektir. Ayrica destekleyici firma g¢alismay1 sonlandirmaya karar verirse bu durumda da
calismadan ¢ikartilacaksiniz.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR? Aciklayiniz

Yardime:r Ureme Tekniklerinde ile tedavisi sirasinda bazi hastalar kullandiklart ilaglara kars1 farkli tepki
verebilmektedirler. Bazi hastalarda istenilen yumurta sayisma ya da istenilen Kkalitede yumurtaya
ulagilamazken  bazilarinda istenilenden gok sayida yumurta gelisimi saglanabilmektedir, ki bu say1
gerekenden gok daha fazla oldugunda yumurtaliklarin boyutu artar, agir1 uyarilmis olan bu yumurtalklardan
salgilanan yiiksek hormon seviyesi nedeniyle iki hafta igerisinde bazi yan etkiler goriilebilmektedir
(Yumurtaliklarin agirt uyarilmasi sendromu: OHSS). Bu yan etkiler viicut boslugunda sivi birikimi ve bu
stvinin i¢ organlara baski yapmas: ile nefes almada zorlanma, midenin yukartya dogru basing yapmasi hatta
hayati 6nem arzeden sonuglara yol agabilmektedir. Tiip Bebek Yardimer Ureme Teknikleri ie tedavide LH
(LiiteinlestiriciHormon) ~ Reseptér ve ESR(Estrogen Reseptdr) GenlerindeMaydana Gelen Genetik
Degisimlerin etkisi ile ilacin etkisinin kisiden kisiye farklilik gdstermesi ve aymi dozun farkl kalitede
yumurta olusturmasindaki etkisini (farmakogenetik) incelemeyi amagladik. Caligmanin sonucunda LHve
ESR genlerindeki varyantlar bakimindan kaliteli ve normal sayida yumurta elde edilen bireylerle kalitesiz ve
istenilenden ¢ok az ve gok daha yiiksek sayida yumurta elde edilen bireyler karsilagtirildiginda genetik
farklilik saptanirsa, tedavi oncesinde bu genlerin analizinden sonra uygulanacak dozun belirlenmesi IVF
tedavisinin basari oranini yiikseltecek, hastalarin zaman kaybini ve olumsuz sonuglardan psikoljik olarak
etkilenmesini &nleyecek ve asiri yumurta olusumu sendromu gibi komplikasyonlarin 6niine gegilmis
olacaktir.

CALISMA iSLEMLERI:

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Merkezinde Yardimer Ureme Teknikleri ile tedavi
goren ve istenilen say1 ve kalitede yumurta elde edilemeyen 50 hasta ve saghkli 50 kontrol, toplam 100
kisiden kan alinacaktir. Kan 6rneklerinden DNA izolasyonu ile DNA elde edildikten sonra ve PCR
(Polimeraz Zincir Reaksyonu) yapilarak DNA Dizileme y6ntemi uygulanacaktir.
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ILAC DISI GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ICIN BASVURU FORMU

BENIM NE YAPMAM GEREKIYOR?

Calisma doktorunuzun talimatlarina uymaya, randevu ve vizitelere katilmaya ve yukarida anlatilan
calismayla ilgili tiim islemlere uymaya istekli olmalisiniz. Kan &rnekleri icin aghk tokluk fark
etmemektedir.Calisma doktorunuzu ziyarete belirlenen giinlerde gelmelisiniz ve bir sonraki ziyaretiniz de,
ziyaretten ayrilmadan &nce planlanmalidir. Yine ¢alismadan &nce veya galisma sirasinda aldiginiz baska
herhangi bir tibbi tedaviyi de ¢alisma doktoruna séylemeniz nemlidir.

CALISMAYA KATILMAMIN NE _GiBi OLASI YAN ETKILERI, RISKLERi VE
RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Arastirmada sizden Sml kan Srnegi alinacaktir ve DNA Analizi i¢in kullanilacaktir. Herhangibir yan etkisi ve
riski yoktur.

GEBELIK VE DOGUM KONTROLU

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR? (Varsa aciklayiniz)

GONULLU KATILIM

Bu arastirmaya katilma kararimi tamamen goniillii  olarak veriyorum. Bu calismaya katilmay:
reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi kurumunda gbrecegim bakim ve
tedaviler etkilenmeksizin ve hi¢gbir sorumluluk almadan ayrilabilecegimin bilincindeyim. Calismadan her
hangi bir zamanda ayrilirsam, ayrilma nedenlerimi, ayrilisimin sonuglarini ve izleyen dénemde alacagim
tedavileri doktorumla tartisacagim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETI NEDIR?

Calisma doktoru ziyaretleri ve calismayla ilgili olan tiim laboratuar testleri calisma destekleyici tarafindan
karsilanacak ve size veya bagh bulundugunuz o&zel sigorta veya resmi sosyal giivenlik kurumuna
Sdetilmeyecektir. Ayrica calismaya bagl makul miktardaki yol gideriniz makbuzlar: gosterildigi takdirde
karsilanacaktir.

Herhangi bir yan etki veya fiziksel zarar gelisirse hemen ¢alisma doktorunuzu gereken tibbi tedavinin
uygulanabilmesi igin bilgilendiriniz.

KIiSIiSEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun ¢alisma igin sizin kisisel bilgilerinizi ( “Calisma
Verileri”) toplamalarina ve kullanmalarina onay vermis olacaksiniz. Bu durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz,
etnik kokeniniz ayrica ¢alisma verilerinizin kullanim: ile ilgili verdiginiz onaymn herhangi bir belirlenmis
birim tarihi yoktur, ancak doktorunuzu haberdar ederek bu onayinizdan herhangi bir zamanda
vazgegebilirsiniz.

Calisma destekleyicisi firma ile paylasilan galisma verileri size &zel bir numara olan bir kod (“Kod”)
numarasi kullanimiyla korunacaktir. Sizin ¢alisma verilerinize ulasmak igin gerekli olan kod anahtari galisma
doktorunuzun denetimindedir. Calisma destekleyicisi firma diizenleyici otorite veya diger denetim kurumlar
tarafindan atanmus kisiler doktorunuz tarafindan tutulan ¢alisma verilerinizi inceleyebilirler.

Doktorunuz calisma verilerinizi calisma ig¢in kullanacaktir. Calisma destekleyicisi firma; ¢alismanin
yliriitiilmesi, teshis ve tibbi yardim gereglerinin gelistirilmesi igin calisma verilerinizi kullanabilir.
Doktorunuzun ¢alistigi kurum ve calisma destekleyicisi firmanin her ikisi de yiiriirliikte olan veri koruma
kanunlari ile uyumlu olarak calisma verilerinizin y&netiminden sorumludurlar.

Calisma destekleyicisi firma ¢alisma verilerinizi, sadece yukarida belirtilen amaglarda kullanacak olan kendi
grubundaki diger sirketler, hizmet alinan kurumlar, anlasmali firmalar ve diger arastirma kuruluslar: ile
paylasabilir. Calismanin sonuglar1 tibbi yaymlarda yaynlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu
yayinlarda agiklanmayacaktir.
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[ILAC DISI GIRISIMSEL OLMAYAN KLINiK ARASTIRMALAR ICIN BASVURU FORMU

Doktorunuz ya da galisma destekleyicisi firmadan, toplanan ¢alisma verileriniz hakkinda bilgi isteme
hakkinda sahipsiniz. Ayni zamanda bu verilerdeki herhangi bir hatanin diizeltilmesini isteme hakkinda da
sahipsiniz. Eger bu konuda bir isteginiz olursa liitfen gerekirse sizin galisma destekleyicisi firma ile temasa
gegmenize yardimei olabilecek doktorunuzla goriisiiniiz.

Eger onaymzda vazgegerseniz, doktorunuz ¢alisma verilerinizi artik kullanamayacak ya da diger kisilerle
paylasamayacaktir. Calisma destekleyici firma onaymizdan vazgegmeden onceki galisma verilerinizi
kullanmaya devam edebilir.

Bu formu imzalayarak, ¢alisma verilerinizin bu formda tamimlandig: sekilde kullanimina onay vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KISILER:

Ad, Soyadi ve telefon numaralari
Ogr.Gor.Dr.Sengiil Tural 05334925282

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR: Varsa agiklayiniz
YENI BILGILER CALISMADAKI ROLUMI{) NASIL ETKILEYEBILIR

Calisma siirerken ortaya ¢ikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Calismaya Katilma Onayi

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim aciklamalart okudum. Bana, yukarida konusu ve amaci
belirtilen arastirma ile ilgili yazilhi 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 aragtirmaci tarafindan aragtirma disi birakilabilecegimi
biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay: kabul ediyorum.
Doktorum saklamam igin bu belgenin bir kopyasini galisma sirasinda dikkat edecegim noktalar1 da igerecek
sekilde bana teslim etmistir.

Goniilliiniin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih
Agiklamalari Yapan Kisinin Adi / Soyadi / imzas1 / Tarih
Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Adi/ Soyad1 / imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adi/ Soyadi / imzasi / Tarih

* Aciklamalar hastanin anlayabilecegi acikhikta ve teknik terimlerden uzak bir sekilde belirtilmelidir.
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Ek 2: Etik Kurul

—
T.C.

= ——— ONDOKUZ MAYIS UNiVERSITESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Hayis ONN©

Say1: B.30.2.0DM.0.20.08/ /¢, 10.04.2015

Saymn Ogr.Gﬁr.Dr.Sengﬁl TURAL

Etik Kurulumuza sunmug oldugunuz Yardimeir Ureme Tekniklerinde Basarisiz
Olunan Olgularda LH ve ESR Gen Mutasyonlarinin Etkisi bashikli OMU KAEK 2015/
185 = Karar nolu Genetik calisma nitelikli aragtirma projeniz amag, gerekge, yaklasim ve
y6ntemle ilgili agiklamalari, Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu ybnergesine gére  26.03.2015
tarihli Etik Kurulumuzda incelenmis etik agidan uygun bulunmustur. Ancak arastirma
biitesinin maddi destegi heniiz saglanamadigindan projeye biitge destegi saglanip, tarafimiza
bildirilmesinden sonra baslanmasina oy birligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinize arz/rica ederim.
g@

Prof. Dr. A.Tevfik SUNTER
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu Baskani

Ondokuz mayis Universitesi Tip Fak. Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Tel:(0362)3121919/2782 -4576007 Omutack@gmail.com
Hastane igi 1.Kat (Ozel servis karsis1) Atakum/SAMSUN
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