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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimimde bilgi ve deneyimleri ile beni yetistiren, tezimi
yapmamda bana yardimci1 olan, karsilastigim sorunlarin ¢oziimiinde ve egitimim disinda
bana her konuda yardimlarin1 ve destegini esirgemeyen ¢ok degerli danigman hocam
Ogr. Gor. Dr. Sengiil TURAL’a tesekkiir ederim.

Tez calismam boyunca calisma ortakli§i yaptigimiz, karsilastigim sorunlarin
¢Ozlimiinde bilgisini, deneyimlerini ve yardimlarin1 esirgemeyen Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Servisi Tiip Bebek Merkezi
sorumlusu saymn Dog. Dr. Davut GUVEN’e ve ¢alisma arkadaslarma katkilaridan
dolay1 tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim sirasinda bilgileri ve tecriibelerinden her zaman
yararlandigim Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
ogretim tiyesi saym Prof. Dr. Nurten KARA hocama, yiiksek lisans egitimime bilgileri
ile katki yapan ve her zaman destek olan OMU Tibbi Biyoloji dgretim iiyelerine ok
tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismalarim boyunca her zaman bilgi aligverisi
yaptigim ve yardimlarini esirgemeyen arkadaslarim Ondokuz Mayis Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii T1ibbi Biyoloji Anabilim Dali Yiik. Lis. Ogr. Isil CAKIR ve Giilhan
ORHAN CAYCl’ya tesekkiir ederim.

Yeni nesil DNA dizi analizi uygulamasindaki desteklerinden dolayr KITAM
(Karadeniz Ileri Teknoloji Arastirma Merkezi)® a tesekkiir ederim.

Bu arastirma, PYO. TIP.1904.15.027 proje numarasi ile Ondokuz Mayis
Universitesi Bilimsel ~Arastirma  Projeleri Komisyonu Baskanligi tarafindan

desteklenmistir.



OZET

IVF UYGULAMASINDA BASARISIZ OLUNAN OLGULARDA LHB GENi
EXON 3 MUTASYONLARININ iNCELENMESI

Amag: Calismamizda yardimer iireme teknikleri ile tedavisi basarili sonuglanmayan
olgularda LH (Liiteinlestirici Hormon) geni g alt tinitesinde meydana gelen genetik
degisimlerin etkisinin incelenmesi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot: Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum servisi Tiip Bebek Merkezinde infertilite tanisi konularak yardimer tireme
teknikleri ile tedavi goren ve basarili sonug elde edilemeyen 29 kadin hasta ve saglikli
gebelik elde edilen 30 kadin kontrol olmak iizere toplam 59 kisiden kan alindi. Kan
orneklerinden DNA izolasyonu ile DNA elde edildikten sonra PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) yapilarak ilgili genlerde yeni nesil DNA dizileme yontemi uygulandi.
Elde edilen sonuglar SPSS ve Ki-kare analizi ile degerlendirildi.

Bulgular: LHB geni ekzon 3 bolgesinin yeni nesil DNA dizilemesi sonucunda,
rs1056917 ve rs149579838 mutant bolgeleri hasta ve kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). Bununla
birlikte hastalarin klinik bulgularina gore genotip dagilimlarima bakildiginda,
rs149579838 bolgesi GG genotipi (p=0,04, ¥>=6,381) ve rs1056917 bolgesi AG genotipi
(p= 0,03, ¢*=6,75) primer infertil olgularda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
olarak saptandi.

Sonu¢: Caligmamizin sonucuna goére, yardimer ireme tedavisi siirecinde LHS geni
rs149579838 mutant bdlgesi bakiminda GG genotipine sahip bireylerin ve LHpS geni
rs1056917 bolgesi bakiminda AG genotipine sahip bireylerin primer infertilite agisindan
risk grubunda oldugu saptandi. Sonuglarin daha biiyiik ve farkli populasyonlarda

dogrulanmas1 gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gen mutasyonu; infertilite; LH geni; ovulasyon

Elvan YILMAZ, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Temmuz-2016



ABSTRACT

EVALUATION OF LHB GENE EXON 3 MUTATIONS IN FAILURED IVF
PATIENTS

Aim: We aimed to evaluate the effect of LHf gene variants on the cases of failured IVF
during assisted reproductive technics.

Material and Method: We evaluated 29 cases have failured IVF treatment in Ondokuz
Mayis University Faculty of Medicine, IVF Center and 30 cases have healthy
pregnancy. DNA isolated from all the cases and LHp gene analysed by next generation
DNA sequencing method. SPSS and Chi-Square analysis performed statistical analysis.

Results: As a result of the study, there is no statistical significant difference between
patients and control groups for LHp gene exon 3 rs1056917 and rs149579838 (p>0.05).
When we investigate clinical findings according to the genotype, we found that, GG
genotype of rs149579838 (p=0.04, ¥>=6.381) and AG genotype of rs1056917 (p=0.03,
¥*=6.75) was high in primary infertile cases.

Conclusion: Our results suggest that women have GG genotype for rs149579838 and
AG genotype for rs1056917 are under risk for primary infertility. These results should
be confirmed by other researches groups.

Keywords: Gene mutation; infertility; LH gene; ovulation

Elvan YILMAZ, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, July-2016



SIMGELER VE KISALTMALAR

AFS : Amerikan Fertility Society

ART : Yardime1 Ureme Teknikleri

ATM : Amplicon Tagment Mix

Bp : Baz Cifti

CAMP : Siklik Adenozin Mono Fosfat
COH : Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon
Da : Dalton

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

E2 : Ostrojen Hormonu

EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
ET : Embriyo Transferi

FSH : Folikiil Uyarict Hormon

GnRH - Gonadotropin Saliverme Hormonu
GtH : Gonadotropin Hormon

hCG : Insan Koryonik Gonadotropin
hLHR : Insan Liiteinize Hormon Reseptdrii
IGV > Integrative Genomics Viewer

Ul : In Utero Inseminasyon

IVF : In Vitro Fertilizasyon

Kbp : Kilobaz Cifti

LH : Liitenize Hormon

LHCGR : Liiteinize Hormon / Koryonik Gonadotropin Reseptorii
LHR : Liitenize Hormon Reseptorii

LNAL - Library Normalization Additives 1

Vi



LNB1 : Library Normalization Beads 1

LNS1 - Library Normalization Storage Buffer 1
LNW1 : Library Normalization Wash 1

NPM : Nextera PCR Master Mix

NT : Neutralize Tagment Buffer

OHSS : Ovaryan Hiperstimiilasyon Sendromu
PAL : Pooled Amplicon Library

PCR : Polymerase Chain Reaction

PIP : Fosfoditil Inositol Fosfat

RSB : Resuspension Buffer

SGP : Storage Plate

SNP’s : Tek Niikleotit Polimorfizmleri

TD : Tagment DNA Buffer

TSH : Tirotropik Hormon (Tiroid Uyarict Hormon)

USG : Ultrasonografi

vii
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1. GIRIS

Infertilite, ¢iftlerin korunma olmadan bir yillik diizenli cinsel iliskilerine
ragmen gebe kalinamamasi1 durumudur (Kisnisci ve ark., 1996).

Saglikli bir ¢iftin normal olarak aylik her ovulatuar siklusta gebe kalma sansi
%?25°tir. Bu gebelik sans1 {i¢ ay i¢in %57, alt1 ay icin %72, on iki ay i¢in %85, yirmi
dort ay icin %93 olarak kabul edilmektedir. Infertilitenin sebepleri ve gériilme sikligi
toplumdan topluma farklilik gostermektedir (Speroff ve ark., 2007). Kadinlarda 20-25
yaslarinda fertilite pik yapar, 35 yasindan sonra kaliteli oosit liretimi azalirken 40
yasindan sonra minimum olur. Erkeklerde ise 20-30 yaslarinda fertilite pik yapar, 40
yasindan sonra ¢ok az azalir ve ileriki yaslarda devam eder (Forti ve Krausz, 1998;
Hugues ve ark., 2002).

Infertilitede rol oynayan faktorler,; ovulatuar bozukluk, tubal-peritoneal
patolojiler, uterin patolojileri, erkek bireyden kaynaklanan sebepler ve geri kalani ise
nedeni acgiklanamayan infertilitedir. Bu faktorlerin sikligi yasla birlikte degisir.
Ovulasyon bozukluklarina geng kadinlarda daha sik rastlanirken, tubal- peritoneal
patolojiler genglerde ve yashilarda esit siklikta goriiliir. Yash ciftlerde ise erkek birey
faktorii ve agiklanamayan infertilite daha sik goriilmektedir (Miller ve ark., 1999).

Infertilite oranlarinin bilyiimesiyle ¢iftlerin infertilite sorununu ¢6zmek ve daha
fazla tedavi segenekleri sunmak igin yardimci iireme teknikleri (ART= Assisted
Reproductive Techniques) gelistirilmistir. Hastanin yasi, infertilite etyolojisi ve siiresi
gibi faktorler goz Oniine alinarak giftlere ¢6ziim olabilecek, ¢iftler ve uygulamayi
yapacak olan ekip i¢in ekonomik olarak en avantajli, daha etkili ve zarar1 daha az
protokollerin gelistirilmesiyle infertilite tedavisi faydali olacaktir. ART nin ilerlemesine
ragmen baglatilan ART dongiisii basina gebelik oranlari hala % 30 civarindadir (Speroff
ve ark., 2007). In Vitro Fertilizasyon (IVF) ve In Utero Inseminasyon (IUI=asilama) sik
kullanilan yardimer iireme tekniklerindendir. In Vitro Fertilizasyon (IVF) tedavisinin en
zor problemlerinden birisi; kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon (COH) yanitinin
disiikle yiiksek arasinda degismesiyle IVF basarisizligina ya da ovaryan
hiperstimiilasyon sendromu (OHSS) ile ilgili komplikasyonlara yol ac¢masidir.
Yumurtalik uyarilmasinin olmamasi, laboratuvar kiiltiir kosullarinin optimum disinda

olmasi, embriyo transferi (ET) teknikleri gibi ¢ogu farkli faktér implantasyon



basarisizligina sebep olabilir. Bu eksojen faktorlerden baska yas, over rezervi ve
hormonal durum ART’nin basarisini belirlemek i¢in 6nemlidir (Verberg ve ark., 2009).

Yumurtalik uyarilmasina yanitin normal, diisiik ya da yiiksek olmasinin farkli
tanimlamalar1 vardir. Bu tanimlamalarin ¢ogu oosit sayisi ile iliskilidir. Bu durum
hastalarda aynt uyarilma protokoliiniin  kullanilmasiyla ovaryan cevabin
degerlendirilmesi gerektigini gostermistir (Verberg ve ark., 2009). Bir ovaryan
uyarilmaya yanit protokoliinde, 15 oositten fazlasi uyarilmaya yiiksek yanit olarak kabul
edilirken 4 oositten daha azi uyarilmaya diisiik yanit olarak kabul edilir ve aradaki
herhangi bir oosit sayisi normal uyarilma olarak isimlendirilir (Yong ve ark.,2003; Out
ve ark., 2004).

Folikiil uyarict hormon (FSH) ve liteinlestirici hormon (LH), gonodal
fonksiyonlar1 ve menstrual dongiiyii diizenleyen glikoprotein hormon ailesinin 2
tiyesidir. FSH ve LH; a alt birimleri her ikisinde ortak ve B alt birimi tek olan a:f3
heterodimerleridir (Themmen, 2005). LH yumurtalik folikiillerinin olgunlagsmasi ve
ovulasyonda merkezi rol oynar ve bu nedenle énemlidir. FSH ve LH’1n etkisi onlarin
reseptorleri tarafindan uygulanir. Son zamanlarda bunlarin reseptorlerinde ve reseptor
genlerindeki genetik ¢esitlilik, ovaryan uyarilmaya yanitta ve ART dongiisii
sonuglarinda 6nemli bir belirteg olarak diistintilmustiir (Perez ve ark., 2000; Jun ve ark.,
2006; Alviggi ve ark., 2009).

Tek niikleotit polimorfizmleri (SNPs), infertilite gibi kompleks diizensizlikler
icin aday genlerin genetik birligi olarak gosterilebilen ve insan genomunun nispeten
yeni belirtecleridir. Calismalarin cogu FSH reseptorii lizerine odaklanmistir ve FSH
reseptor polimorfizminin ovaryan uyarilmaya yanitla iligkili oldugu goriilmiistiir
(Loutradis ve ark., 2006; Achrekar ve ark., 2009; Sheikhha ve ark., 2011).

Calismamizdaki amacimiz Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklart ve Dogum servisinde infertilite tanis1 konularak yardimci iireme teknikleri
ile tedavi uygulanan fakat basarili sonu¢ alinamayan kadin hasta grubu ile saglikli
gebelik geciren kadin Kkontrol grubunda LHB genindeki varyantlarin etkisini

incelemektir.



2. GENEL BILGILER

Infertilite, korunmasiz bir yillik diizenli cinsel iliski sonrasindaki gebelik
basarisizligia denir. Hi¢ ¢ocuk sahibi olmayanlara primer infertil, daha once gebelik
yagamis fakat su an gebelik basarisizligi olanlara sekonder infertil denir. (Uehara ve
ark., 2001). Infertiliteli ¢iftlerin % 30-40"inda erkek bireyden kaynakli faktorler, % 40-
50’sinde ise kadm bireyden kaynakli faktorler sorumludur. Ciftlerin % 10-15’inde ise
giinimiizdeki mevcut standart tanisal testler ile agiklanamayan infertilite mevcuttur
(Shoham ve ark., 1991). infertilite hormonal sebeplere bagli olabilecegi gibi yas,
egzersiz, obezite ya da enfeksiyon hastaliklar1 ile de iliskili olabilir (Uehara ve ark.,
2001).

2.1. Infertilite ve Neden Olan Faktorler

Infertilitede rol oynayan faktorler; ovulatuar bozukluk, tubal-peritoneal
patolojiler, uterin patolojileri, erkek bireyden kaynaklanan sebepler ve nedeni
aciklanamayan infertilite olarak Tablo 1’ deki gibi ayrilmistir. Bu faktorlerin sikhigi
yasla birlikte degismektedir. Ovulasyon bozukluklarma gen¢ kadinlarda daha sik
rastlanirken tubal-peritoneal patolojilere genglerde ve yaslhlarda esit siklikta rastlanir.
Yash ciftlerde ise erkek birey faktorii ve agiklanamayan infertilite daha sik
goriilmektedir (Miller ve ark., 1999).

Tablo 1. Infertilite nedenleri (Miller ve ark., 1999)

1 Kadin bireye ait nedenler (% 40-45)

Ovulatuar Bozukluk (% 30-40)
Tubal/Peritoneal Faktor (% 20-40)
Servikal ve Immiinolojik Faktérler (% 1-2)

Diger

2 Erkek bireye ait nedenler (% 30-40)

3 Aciklanamayan (% 10-15)




2.2. Kadinlarda Infertilite Nedenleri

2.2.1. Ovulatuar Bozukluklar

Kadm etkili infertilitenin %30-40’1m1 ovulatuar bozukluklar olusturmaktadir.
Ovulatuar bozukluklarin belirtileri arasinda anovulasyon, amenore ve adet
diizensizlikleri vardwr. Sekil 1° de gosterildigi gibi ovulasyon saglanmasi igin
hipotalamus, hipofiz ve over aksmnin diizenli ¢alismast gerekir. Bu aksin herhangi bir
asamasindaki bozukluk sonucu anovulasyon olusabilir. Anovulasyonun tipine gore

tedavi protokolleri degismektedir.

1. Hipotalarms KALl
v LEP
GnRH LEPR
\L AHC
2 Hipofiz GNRHR
FSH
Vv LH
LHveFSH PROPI1
HESX1
AHC
N
3.Gonad FSHR 45X SRY
J, LHCGR delXp/Xq DAZ
Staroidler GALT FMRI1 YRBM
Ve AIRE DIAPH?2 USP9Y
Gamaet CYP19 POF1 DBY
CYP17 FOXL2
HSD17B3
NRSALl
SRDSA2
SOX9
WT1
4 Cilas Yolu AR
CFTR
HOXA13

Sekil 1. Hipotalamus, Hipofiz ve Over Aksi (Layman, 2002’dan uyarlanmustir)




Ovulasyonun belirlenmesi igin ¢esitli yontemler tercih edilebilir:

a) Hikaye: 21-35 giinde bir diizenli adet gérmek ve adet Oncesi gogiislerde
siskinlik, hassasiyet, dismenore gibi premenstriiel ve menstriiel semptomlarin goriilmesi
olas1 bir ovulasyonun belirtileridir.

b) LH Monitorizasyonu: LH yiikselmeye basladiktan 34-36 saat sonra, LH
pikinden 10-12 saat sonra ovulasyon gerceklesir. Boylece LH seviyesinin tespiti ile
ovulasyon hakkinda bilgi edinilebilir.

¢) Bazal Viicut Isis1 Olgiimii: Siklusun ilk giiniinden itibaren her sabah ayni
saatte yataktan kalkmadan viicut 1sis1 Olgiiliir ve bazal viicut 1sis1 kartina not edilir.
Preovulatuar donemde viicut 1sis1 normaldir ve 36,5 °C civarindadir. Ovulasyondan
sonra progesteron hormon sentezinin artmasi ve progesteronun termojenik etkisiyle
viicut 1sisinda 0,2-0,3 °C artig gozlenir. Luteal fazda en az 10 giin siiren artig vardr.

d) Midluteal Serum Progesteron Olgiimii: Ovulasyondan sonra korpus luteum
olusmasiyla birlikte granulosa hiicreleri liteinize olur ve progesteron salgilanir. Bu
nedenle serum progesteron diizeyinin yiikselmesi dolayl olarak ovulasyonu isaret eder.
Midluteal donemde sekresyon pik yaptigi i¢in progesteron Ol¢limii bu evrede
yapilmalidir (Berek ve ark., 1998). Serum progesteronunun 3 ng/ml nin {istiinde olmasi
ovulasyonun gostergesidir. Luteal faz yetmezligi tanisinda ovulasyondan sonraki 5-9.
giinler arasinda 3 kez progesteron 6l¢iimii yapilir. 3 6lglimiin toplami 30 ng/ml ya da tek
Olgtimde 10 ng/ml ise luteal faz yetmezligi yoktur (Jordan ve ark., 1994). Ovaryan
siklus sirasindaki FSH, LH, 6stradiol ve progesteronun plazma seviyeleri Sekil 2” deki
gibi gosterilmistir. Folikiiler faz regl ile baslar, 14. glinden sonra ovulasyon ve LH piki
olusur. Genellikle folikiiler fazin uzamasi sebebi ile menstrual dongii uzar.

e) Endometrial Biyopsi: Ge¢ luteal donemde ve genellikle beklenilen
menstruasyondan 2-3 giin 6nce yapilir. Proliferatif endometriumun tespiti anovulasyonu
gosterir. Siklus giiniine gore 2 giin veya daha fazla gecikme, luteal faz yetmezligini
diistindiiriir (Berek ve ark., 1998).

f) Ultrasonografik Monitorizasyon: Seri ultrasonografik (USG) takip ile
dominant folikiil gelisimi ve ovulasyondan sonra folikiiliin gerilemesi izlenerek
ovulasyonun gergeklesip gerceklesmedigi belirlenebilir. Menstruasyonun 3. giinii

transvaginal USG ile overler ve overlerde antral folikiiller degerlendirilir. Siklusun 5-7.



giinii secilen dominant folikiil ovulasyona kadar 1-4 mm/giin biliylime gosterir.

Genelikle folikiil ¢ap1 21-23 mm oldugunda ovulasyon gerceklesir.
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Sekil 2. Insan ovaryan siklusu sirasmnda LH, FSH, 6stradiol ve progesteronun plazma
seviyeleri. Dongiiniin folikiiler (F), periovulatuar (PO) ve luteal (L) fazlar1 LH
piki ile ilgili olarak etiketlenmistir. Birka¢ kaynaga dayanarak ortalama degerler
diizeltilmistir (Ross ve ark., 1970; Thorneycroft ve ark., 1971;Santoro ve ark.,
1999; Bulun ve Adashi, 2003)

2.2.2. Tubal / Peritoneal Faktorler

Bu gruptaki diizensizlikler kadin etkili infertilitenin % 20- 40’indan
sorumludur (Musich ve Behrman, 1983). Pelvik adhezyonlar, pelvik inflamatuar
hastalik, pelvik operasyonlar, ekstragenital orjinli enfeksiyonlar, genital tiiberkiiloz,
endometriozis, tubal polipler ve hidrosalpenks seklinde tubo-peritoneal infertiliteye

neden olabilecek patolojileri soyleyebiliriz.



2.2.3. Servikal ve Immiinolojik Infertilite

Ciftlerde % 3-5 oraninda goriilen infertilite nedenidir. Servikal mukus yapisi
hormonal etkiye bagli olarak sperm gecisini etkiler. Ostrojen mukus iiretimini arttirirken
progesteron baskilar (Jette ve Glass, 1972). Fertil kadinlarda oto antikor seviyesi % 1-4
olarak belirlenmisken infertil kadinlarda bu seviye % 15-45 olarak bulunmustur (Forti
ve Krausz, 1998).

2.2.4. Diger Nedenler

a) Konjenital Uterin Anomaliler: Kadm birayde bu tiir bir anomali varsa
genellikle birinci ve ikinci trimestirda gebelik kayb1 meydana gelir. Ayrica blastokistin
tutundugu bolgede anomali olusursa implantasyon da etkilenebilmektedir. Uterin
anomaliler AFS’nin (Amerikan Fertility Society, 1988) siniflandirmasina gore Klas I
(Miilleryen Agenezis), Klas 2 (Unikornuat Uterus), Klas 3 (Uterus Didelphis), Klas 4
(Bikornuat Uterus), Klas 5 (Septat Uterus), Klas 6 (Arkuat Uterus), Klas 7 (DES ile
[ligkili Anomaliler) olarak yedi gruba ayrilmustir. En sik gériilen ve infertiliteye sebep
olan konjenital uterin malformasyon Klas 5 anomalilerdir (Septat Uterus). Boyle
vakalarda gebelik kayb1 olduk¢a fazladir. Uterin septumu olan ve tekrarlayan spontan
abortusu olan kadinlarda cerrahi tedavi yapilmalidir (Homer ve ark., 2000).

b) Edinsel Uterin Anomaliler: Edinsel uterin anomaliler olarak leiomyomlar,
endometrial polipler ve intrauterin yapisikliklardan soz edilir. Leiomyomlarimn infertilite
ile iligskisi kesin bir sekilde ortaya konulamamustir. Ancak uterin kontraktiliteye ve
implantasyon alaninda vaskiiler ve molekiiler degisiklige sebep olarak infertiliteye
neden olabilir (Richards ve ark., 1998). Asemptomatik endometrial polip goriilme
sikhiginm infertil kadinlarda % 10’lara kadar ¢ikabilecegi bildirilmistir (Shalev ve
Meizner, 2000). intrauterin yapisikliklarm (Ashermann Sendromu) en énemli nedeni
kavitenin kiiretaji ve intrauterin enfeksiyonlardir. Intrauterin yapisikliklar embriyo
implantasyonunu engelleyebilir ve kavitedeki yapisikligin derecesine bagl olarak adet

diizensizlikleri, amenore ve spontan diisiikler goriilebilir (Ismajovich ve ark., 1985).



2.3. Kadin infertilitesinde Genetik Koken

Infertiliteye genetigin katkisinin belirlenmesi zordur. Yine de infertilite
fenotipi spesifik genetik anomaliler ile iliskilidir. Infertilitenin cesitli genetik sebepleri
vardir ve kromozomal abnormalitelerini, tek gen diizensizliklerini, multifaktoriyel
kalitimh fenotipleri igerir. Bazi genetik faktorler 6zellikle erkekleri etkilerken bazi
genetik faktorler ise kadin ve erkegin her ikisini de etkiler. Ornegin kromozom
translokasyonlar1 hem kadin hem erkek infertilitesini etkileyen genetik bir etki iken
Klinifelter Sendromu erkeklere spesifik bir infertilite fenotipidir (Kavita ve ark., 2003).
Kompleks genetik mekanizmalarin anlasilmasi yavas olurken tek gen defektleri ile ilgili
bilgilerin yayilmasi yeni ve giiglii arastrmalardan dolayr daha hizli olmaktadir.
Arastirma metodlari, aile boyu/ ikiz ¢alismalarini ve bazi vakalarda etnik ¢aligsmalari
icerebilir. Genom-boyu arastirmalar artmasi ile hastaliklarla iliskili oldugu bilinen
genlerle ilgili aday gen ¢alismalari, hastalik vakalar1 ve kontroller arasindaki genetik
cesitlilik frekansmi gdsterebilir. Genom ile iliskili ¢aligmalarda vaka ve kontrollerdeki

yaklasik 1 milyon tek niikleotit polimorfizminin (SNPs) frekansi karsilastirilabilir.

2.3.1. Infertilite Sebebi Olarak Tek Gen Defektleri

Insan infertilitesine sebep olan genlerin tanimlanmasi konusunda eksiklikler
vardir. Infertil kadin ve erkeklerin ¢ogu normal ergenlik gelismesi gdstermesine ragmen
bugiine kadar insanlarda karakterize edilmis gen mutasyonlarmin ¢ogu gonadal
fonksiyonlar1 etkilemekte, ergenlik basarisizligina ve infertiliteye sebep olmaktadir.
Gen mutasyonlar1 hipotalamik, hipofiz, gonadal, ¢ikis yolu olmak iizere (Sekil 1) 4
farkli kategoride simiflandirilmistir.

Hipotalamik-hipofiz-gonadal-¢ikis aksi boyunca eksprese edilen genlerin
mutasyonlar1 insanlarda ergenlik ve ireme bozukluklarma neden olur ve bdylece
inferlitede temel nedenlerden biridir. Tanimlanmis mutasyonlar sadece {ireme
bozukluklarmin patofizyolojisini degil ayn1 zamanda normal iireme fonksiyonlarini
anlamamizi saglar. Hipotalamus (1.sinif), gonadotropin saliverme hormonu (GnRH)
icerir. GNRH, hipofizden (2. Smif) gonadotropin iiretilmesi ve salgilanmasini kontrol
eden ana diizenleyicidir. Gonadotropin hormonlar1 FSH (Folikiil Stimiile Edici
Hormon) ve LH (Liiteinlestirici Hormon) dir. Bunlar sirasiyla cinsiyet steroidlerini ve

gametlerin her ikisinin {iretilmesi i¢in gonadlar1 (3. Sinif) uyarwr. Cikis yolundan



(4. Smif) gametlerin ¢ikist iletisimi kolaylastirir ve sperm ile yumurtanin zigot
olusturmasini saglar. Bu siniflandirma iireme prosesinin basitlestirilmis halidir. Ciinkii
cok sayida noroendokrin faktor, gonadal peptidler ve biiyiime faktorleri normal iireme

stirecinde yer almaktadir (Layman, 2002).

2.3.2. Hipofiz Bezinden LH Salgilanmasi

LH, yumurtalik folikiillerinin olgunlasmasi ve ovulasyonda merkezi rol oynar
ve bu nedenle 6nemlidir. LH yumurtalikta bulunan teka hiicrelerine etki ederek,
androjen hormon {retimini saglar. LH, GnRH’nin uyarisiyla ©6n hipofizdeki
gonadotropik hiicrelerden pulsatil (tonik) tarzda salnir (Ellis ve ark., 1983; Karsch ve
ark., 1992). LH ile GnRH salgisi arasindaki yakin iligki nedeniyle GnRH ayn1 zamanda
LH serbestlestirici hormon olarak da kabul edilir.

LH, LHR olarak isimlendirilen kendi hiicre yiizey reseptorlerine baglanir.
Insan koryonik gonadotropinin (hCG) de LH ile ayni reseptdre baglanmasi sebebiyle
LHR ayrica LHCGR olarak isimlendirilir. Bu reseptor tekalarin bakiminda, folikiillerin
olgunlasmasinda ve ovulasyonda kritik bir oneme sahiptir. Reseptoriin yapisinda
genetik bir defekt varsa ilgili hormonun yada hiicre i¢i haberci molekiiliin yeterince var
olmas1 durumunda bile reseptor-hormon etkilesimi gergeklesemeyeceginden gereken
cevabin olusamamasi ya da gerekenden fazla cevap olusumu goriilebilir. (Liedo ve ark.,
2014).

Bazi literatiirler LH ve LHR genindeki mutasyonlarm, LH ve LHR’ nin yapisin1
ve fonksiyonunu aktif veya inaktif olarak degistirebilecegini onaylamistir. Bu
degisiklikler; amenore, hipo-0strojenizm, anovulasyon ve polikistik over sendromuna
sebep olabilir (Huhtaniemi ve Themmen, 2005; Huhtaniemi ve Alevizaki, 2006). LHR
gen varyantlarmin ART sonuglart ilizerinde etkisi biiylik Olclide bilinmemektedir.
Fonksiyonel SNP’lerin biri LH biyoaktivitesini etkileyen LHR geninde tanimlanmuigtir.
Simdiye kadar, LHR geninde reseptdr aktivitesinin artisiyla baglantili olan
18insLeuGlIn, Asn291Ser ve Ser312Asn’i igeren birkag yaygin polimorfizm

tamimlanmustir (Piersma ve ark., 2007; Simoni ve ark., 2008).

2.4. Liiteinize Hormon Reseptor (LHR) Geni
Liiteinize  hormon (LH) reseptorii  (LHR)  oOncelikle kadinlarin

yumurtaliklarinda  ve  erkeklerin  testislerinde  heptahelikal reseptdr olarak



bulunmustur. Bu reseptor ya hipofiz LH’ina ya da hemen hemen bu hormona es
plasental hCG hormonuna yiiksek afiniteyle baglanabilmektedir. Kadin ve erkeklerin
her ikisinde de ¢ocukluk yillarinda LH diizeyleri oldukga diisiik kalir. Ergenlige kadar
hipotalamus-hipofiz-gonadal aksi olgunlasir. Ergenlik sonrasinda LH fonksiyonlari
normal {ireme fonksiyonu igin kritik Oneme sahiptir. Postpubertal erkeklerde LH,
testislerin leyding hiicrelerinden testosteron sentezini uyarir. Testosteron hormonu
erkeklerde sekonder seks karakterlerinin gelisimi ve spermatogenez i¢in gereklidir.

Gebe olmayan postpubertal kadinlarda LH ¢esitli roller oynamaktadir. Ovaryan
siklusun folikiiler faz1 sirasinda LH androjen sentezi i¢in teka hiicrelerini uyarir daha
sonra folikiil uyarici1 hormon (FSH) etkisiyle granuloza hiicrelerinde dstradiol iginde
aromatize edilir. Ovaryan siklusun ortasinda LH dalgalanmasi, folikiiler olgunlagsmay1
ve yumurtlamay: tetikler. LH ovaryan siklusun luteal fazinda ise korpus luteum
olusumunu ve progesteron sentezini uyarir. Gebe kadmlarda, plasental hCG yumurtalik
luteal hiicreler lizerinde LHR’ye baglanir ve korpus luteuma sebep olur, aksi takdirde
atreziye ugrar. Gebeligin siirmesi igin steroid sentezlenmesi ve muhafaza edilmesi
gerekir. Gebelik sirasinda fetus erkek ise plasental hCG testosteron iiretmek igin fetal
testikiiler leydig hiicrelerini uyararak dis genital organlarin farklilasmasina aracilik eder
ve testislerin gelismesini uyarir (Roberts ve ark., 1999).

Acik bir sekilde goriilmektedir ki LHR kadm ve erkeklerin her ikisinde de
ireme fizyolojisinde kritik bir rol oynar. Normal tireme isleyisinde LHR sinyal iletim
yolunun 6nemi insan LHR geninde, hLHR, dogal olarak meydana gelen mutasyonlarin

son yillarda kesfedilmesiyle daha da anlasilmistir.

2.4.1. LHR Yapisi ve Sinyal Ozellikleri
hLHR geni Sekil 3° de gosterildigi gibi 11 ekzon ve 10 introndan olusmustur ve
kromozom 2p21 iizerinde lokalize olmustur (Rousseau-Merck ve ark., 1990; Segaloff
ve Ascoli., 1993). Molekiiler agirligi 85-95 KDa arasinda degisen aminoasit kodlar
(Troppmann ve ark., 2013).
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Homo sapiens

BXONS 234 72 75 75 75 78 300 69 75 186 81 2076
Genetic position: Chr. 2p21 1 N-B-N-B-0-EY-E-D-HER-E 1
introns A A A A A A A A

242 20 34 20 01 17 74 49101 43 54

Sekil 3. hLHR geninin genomik organizasyonu (Gen ID: 3973). Eksonlarin biiyiikliigii baz ¢ifti (bp)
olarak intronlarin biiyiikliigii kilo baz ¢ifti (kbp) olarak verilmistir (Troppmann ve ark., 2013)

hLHR proteini yapisal olarak Sekil 4 *de gosterildigi gibi N (amino)-terminal
dis domain ve C (karboksi)-terminal i¢ domainden olusan bir reseptordiir (Neumann ve
ark., 2009). Dis domain ekson 1-10 ile 11. eksonun kii¢iik bir kismi tarafindan kodlanir
ve bu dis domain hormon baglanmasina katilir. I¢ domain sinyal iletiminde énemli olan
transmembran heliks kismii icerir ve dzellikle ekson 11 tarafindan kodlanir (Puett ve
ark., 2005). hLHR geninin 1. eksonu sinyal peptidini ve N-terminalde sisteince zengin
bolgeyi kodlar (Atger ve ark., 1995). Genin 11. eksonu, yedi transmembran heliksi de
dahil birbiri ile bagl 3 hiicre dis1 ilmek, birbiri ile bagli 3 hiicre i¢i ilmek ve sitoplazmik
kuyruk olmak {iizere reseptdr proteinin tiim C-terminal kismmin yarisini kodlar.
Reseptoriin yarisindaki bu karboksil kismi rodopsin gibi G-protein eslikli reseptor
stiperailesinin diger tyeleri ile homoloji gosterir. hLHR geninin ilk 10 eksonunun
kodladig: ekstraseliiler N-terminal domain muhtemelen protein-protein etkilesimleri ile
ilgili olan 16sin agisindan zengin bir dizi tekrar motifi i¢erir. Transfekte olmus hiicreler
birbirinden bagimsiz ifade edildiginde LHR’nin ekstraseliiller domaininde bu tekrar
motifleri gosterilmistir ve tam uzunlukta reseptor gibi aymi yiiksek afinite ile hCG’ye
baglanir. Reseptoriin yarisindaki karboksil arasinda diisiik afiniteli etkilesimler olmasina
ragmen reseptoriin ekstraseliiler N-terminal domain aracilig1 ile hormona baglanmasi
yiiksek afiniteli olmaktadir. Sonug olarak LH’1n ya da hCG’nin LHR’ye baglanmasina
sebep olur ve heterotrimerik G proteinlerine uygun olarak aktif hale gelen ve onunla
etkilesimde bulunabilecek aktif yapida stabilize edilir.

LHR’ nin kiiltiirlenmis hiicrelerde fosfatidilinositol fosfat (PIP) firetimini
uyardig1 gosterilmistir ancak bu sinyal yolunun fizyolojik 6nemi tartigmalidir. Yalnizca
reseptor ve hormonun her ikisi de son derece yiiksek seviyelerde mevcut oldugunda PIP
birikir. Buna karsilik, az ya da hi¢ olmayan LHR hormon birikimi tarafindan Gs /

adenilat siklaz / cAMP yolu birincil yolak olarak aktive edilir. G-protein eslikli reseptor

11



genlerinde dogal olarak olusan mutasyonlar, reseptdr fonksiyonunun kazanci ya da

kaybedilmesi seklinde insanda hastaliga neden olabilir.

LHCGR

Sekil 4. LHR proteininin ekstraseliiler domainleri (ECL1, ECL2 ve ECL3) ile transmebran
heliks domainlerinin (TMH1, TMH2, TMH3, TMH4, TMH5, TMH6, TMH7)

goruntiisii (Neumann ve ark., 2009)

hLHR’nin genomik organizasyonu ve CcDNA dizisinin aydinlatilmasi
yapilmistir. Spesifik tireme bozukluklar: ile direkt baglantili olabileceginden hLHR

mutasyonlarmin tespitinde genomik organizasyonun bilinmesi 6nemlidir.

2.4.2. hLHR’nin Aktif Mutasyonlari: Belirlenmesi ve Klinik Kullanimi

Bugiine kadar hHLR 'nin yarisindaki karboksilde bulunan ve fonksiyon kazanci
ile sonuglanan tiim yanlis eslesme mutasyonlar1 Sekil 5 ’te gosterildigi gibi
tanimlanmistir. Bunlarm ¢ogu Uglincli hiicre i¢i ilmekte ve altinc1 transmembran
sarmalda kiimelenmistir. hLHR geninin tigiinci hiicre i¢i ilmek ve altinci transmembran
sarmal bolgesindeki bu fonksiyon kazanci mutasyonlar1 yayginlik gostermesine ragmen
11. eksonun sadece kiiciik bir kismimni kapsayan daha onceki ¢aligmalarin ¢ogunda bu
bolgeler disinda baska potansiyel mutasyonlarin da olabilecegi agiklanmustir.

Mutant hLHR’ler i¢in cDNA ile transfekte edilen hiicreler, agonist yoklugunda
belirgin bir sekilde cAMP {iretimini artrrmigtir (Shenker ve ark., 1993). Yapisal olarak
aktif hLHRler eksprese eden hiicrelerde cAMP ’nin bazal seviyesi, hormonunun doyma
konsantrasyonuna yanit olarak ulasilan seviyeleri kadar biiyiik degildir. Yine de yapisal

olarak aktif mutantlar cogu durumda hormonal uyarilmaya daha fazla cevap verir.
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Bugline kadar hLHR’nin 13 aktif mutasyonu tanimlanmistir. 3 durumda (Leu457Arg,
Ile542Leu ve Cys581Arg) bazal cAMP iiretimi yiikselmistir fakat mutant reseptorler
hCG tarafindan daha fazla uyarilma yanitin1 engellemektedir. (Latronico ve ark., 1998;
Laue ve ark., 1999a).
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Sekil 5. hLHR geninin fonksiyon kazanci mutasyonlari. Sporadik ya da erkek smirli ailesel erken
ergenlige sebep olan hLHR geninin yapisal olarak aktif mutasyonlarmin pozisyonlari,

sistematik olarak temsili hLHR geninde gosterilmistir (Latronico ve Segaloff, 1999)

46, XX disi anne ya da erkek siirli erken ergenlikli ¢ocuklarin kiz kardesleri
heterezigot formlarinda hLHR geninin yapisal olarak aktif mutasyonlari tasimasina
ragmen normal ovaryan fonksiyon gosterir. Rosenthal ve ark. (1996), ABD'de
hLHR geninin yapisal olarak aktif en yaygmn mutasyonun (Asp578Gly) olmast
nedeniyle ailesel erkek sinirli erken ergenlige sahip iki oglu olan bir annenin hipofiz-
gonadal aksin1 degerlendirmistir. Annenin LH, FSH ve androjen salgilama dinamikleri
bazal seviyede ve akut ya da kronik GnRH agonisti veya deksametason
uygulanmasindan  sonra da bu  hormon  degerleri normal  sinirlarda
bulunmustur. Boylece aktif hLHR mutasyonlar1 olgun kadmlarda fonksiyonel ovaryan
hiperandrojenizm nedeni olarak goriinmemektedir. Ciinkii yumurtalik teka hiicreleri
17,20-liyaz seviyesinde steroid biyosentezinde testikiiler leydig hiicrelerinden daha az

etkilidir ki androjen olusumunda oran sinirlayici bir basamaktir (Ehrman ve ark., 1995).
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2.4.3. Aktif hLHR Mutasyonlarimin Molekiiler ve Hiicresel Mekanizmalar

Diger G protein eslikli reseptorler gibi, hLHR nin aktif mutasyonlar1 reseptor
aktif halde iken stabilize olarak diisliniiliir. G-protein eslikli reseptor aktivasyonu icin
gecerli paradigma ternary kompleksi modeline dayanir (Samama ve ark., 1993; Bond ve
ark., 1995). Bu modelde kullanilmayan reseptoriin inaktif (R) ve aktif (R*)
konformasyonlar1 arasinda bir denge oldugu tahmin edilmektedir. Tercihen (R *)’e
agonist baglanmasi, aktif H-R* durumunda dogru dengenin kaymasiyla G-protein
aktivasyonuna neden olur. Ayrica R* durumunda dogru olan bir dengenin
kaydirilmasiyla bunun yapilabilecegi diisiiniilmektedir. Mutasyonlar G-protein eslikli
reseptOriin liganttan bagimsiz aktivasyonuna neden olur. Konstitiitif olarak aktif bir R*
mutantin, agonist dolu R* reseptoriin durumuna yapisal olarak denk olup olmadigi
arastirmalarda bir soru isaretidir. Bazi calismalarda konstitiitif olarak aktif bir R*
mutant durumunun, R ve agonist dolu R* reseptoriin durumu arasindaki ara form
olabilecegi ayrica birgcok R* durum olabilecegi ifade edilmistir (Hjorth ve ark., 1998).

Genel bir model iizerinden G protein eslikli reseptorler ile yapilan diger
calismalar, Gether ve Kobilka (1998) tarafindan degerlendirilmistir. Buna gore reseptor
aktivasyonu bir ya da daha fazla heliks tasmnmasimi artirmayi gerektirir. G-protein
etkilesimi ve aktivasyonu igin spesifik bolgelerde sitoplazmik aralik agilir. Ozellikle, 3.
ve 4. helikslerin birbirine gore hareketinin G-protein eslikli reseptorler icin aktiflesme
anahtar1 olabilecegi Onerilmistir (Baranski ve ark., 1999; Sheikh ve ark., 1999).

hLHR geninin aktiflesmis mutasyonlar1 ile ilgili baz1 ¢alismalarda
mutasyonlarin interhelikal etkilesimlerde degisiklikler gosterdigi ileri stirtilmiistiir
(Kjelsberg ve ark., 1992; Kosugi ve ark., 1996; 1997). Diger G protein eslikli reseptor
calismalar1 reseptoriin aktiflesmis bir halinde G protein-baglama cebinden plazma
zarina yakin bolgede yan yana sitoplazmik ilmek bdlgeleri olustugunu gostermistir. Son
zamanlarda hLHR i¢in yapilan ¢aligmalar, transmembran helikslerin kendi i¢indeki

bolgelerin, 6zellikle heliks 6, dogrudan Gs aktivasyonuna katilabilecegini gdstermistir

(Abell ve Segaloff 1997; Abell ve ark., 1998).

2.4.4. hLHR’nin inaktif Mutasyonlar: Belirlenmesi ve Klinik Kullanim
Normal kadinlarda LH, menstriiel siklusun folikiiler fazinda graniiloza
hiicreleri tarafindan Ostradiol aromatizasyonu ile ilgili androjen Onciileri iiretmek i¢in

teka hiicrelerini uyarr. Daha sonra luteal fazda LH dalgalanmasmin gergeklesmesi ile
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folikiiler olgunlasma ve yumurtlamayi tesvik i¢in Korpus luteum olusumunu ve korpus
luteumun islevini siirdiirmesi i¢in progesteron salgilanmasini uyarir. Bu nedenle LH ile
ilgili anormalliklerin adet dongiisiiniin ikinci asamasinda hatali folikiil, anovulasyon ve
progesteron salgilanmasinin yoklugu ile karakterize kismi yumurtalik yetmezligi ile
sonuglanmas1 beklenir. Bu tiir anormalliklerin gecikmeli ergenlik, amenore ve infertilite
veya eksik feminizasyona neden olabilecegi tahmin edilmektedir.

Inaktif hLHR mutasyonlu kadmlarda normal ergenlik feminizasyonu, LH’mn
kadinin ergenlik gelisimi icin gerekli olmadigin1 gostermektedir. Bunun yerine LH’in
ovulasyon Oncesi normal seviyede Ostrojen salgilanmasini saglayarak yumurtaliklari
uyarmada ¢ok dnemli oldugu goriilmektedir.

hLHR’nin genetik olarak inaktif mutasyonlar1 bugiine kadar sadece dort
kadinda gosterilmis olup Sekil 6 da gosterildigi gibi tespit edilmistir. (Latronico ve
ark., 1996; Toledo ve ark., 1996; Stavrou ve ark., 1998). Bu kadmlar, leyding hiicre
hipoplazili 46,XY bireylerin kiz kardesleri, homozigot veya birlesik-heterozigot inaktif
hLHR gen mutasyonlar: tasir. LH’a ovaryan direngli kadinlar ergenlikte normal disi dis
genital gelisimi, normal meme gelisimi ve kasik killanmasi sergiler ancak beklendigi
gibi gecici kisirlik veya adet diizensizligine sahip olarak infertildir. (Toledo ve ark.,
1996; Arnhold ve ark., 1997). Bu kadinlarda FSH:LH oranmin yiikselmesiyle plazma
LH diizeyleri yiikselir ve progesteron konsantrasyonlar1 postovulatuvar seviyeye
ulagmamasina ragmen Ostradiol konsantrasyonlari normal ge¢ folikiiler faz araligi
icindedir (Arnhold ve ark., 1997; 1999). Bazi durumlarda rahim hipoplastiktir,
yumurtaliklar genislemis ve birkag kist i¢erir. Bu bulgular ovaryan biyopsi sonucunda
graniiloza ve teka hiicrelerinin proliferatif aktivitesiyle ortaya ¢ikarilabilir (Arnhold ve
ark., 1997).
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Sekil 6. hLHR geninde fonksiyon kaybi mutasyonlari. LH/hCG direngli kadin ve erkeklerde hLHR
mutasyonlarinin pozisyonlarmi gésteren sistematik hLHR geni. Kararmis bolgeler ekson 8’in
delesyonu ile silinmis ekstraseliiler bolgeleri gosterir. Uggen, 11 aminoasitlik bir insersiyon
pozisyonunu gosterir. (Kremer ve ark., 1995; Laue ve ark., 1995b; 1996; Misrahi ve ark., 1997;
Martens ve ark., 1998; Wu ve ark., 1998)

2.4.5. Inaktif hLHR Mutasyonlarinin Molekiiler ve Hiicresel

Mekanizmalar

hLHR’nin bazal seviyelerinde artisa sebep olan fonksiyon kazanci
mutasyonlart hLHR ’nin hiicre igi sinyal 6zelliklerinin azalmasina sebep olabilir ya da
olmayabilir. Bunun aksine hLHR’nin fonksiyon kaybi mutasyonlarini tasiyan gonadal
hiicrelerde LH/hCG yanitmin kaybi hiicre i¢i olaylarda bazi farkli degisikliklere neden
olabilir. Ornegin hLHR’lerin hiicre yiizeyi, aktif Gs reseptdriiniin hormon baglama
yeteneginin bozulmasi ya da hormon baglama afinitesinin azalmasi sonucunda
LH/hCG’ye yanit vermeyebilir. Bu gonadal hiicre yanitiin azalmasi hiicre yiizeyindeki
hLHR’lerin ekspresyon miktarinin azalmasima bagli olabilir. Bu durum eksprese olmus
reseptoriin toplam miktarini degistiren bir mutasyon varliginda ya mRNA ya da hLHR
seviyelerinin azalmasi sebebiyle ortaya ¢ikabilir. Boyle bir mutasyon hLHR nin dogru

katlanmamasina ve endoplazmik retikulum i¢inde muhafaza edilmesine neden olabilir.
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Bu olaylarla es zamanli olarak ya da es zamanli olmayarak dogru islenmis ve plazma
membranina hedeflenmis reseptoriin yiizdesinde de bir azalma olabilir. (Rozell ve ark.,
1995). Bu olaylar birbirinden bagimsiz degildir. Bu nedenle hLHR ’nin, fonksiyon kayb1
mutasyon ( AL608,V609) mekanizmalarinin bir kombinasyonu ile hedef hiicre yanitini
azalttig1 goriilmektedir. Mutant reseptor eksprese eden hiicreler, eksprese olmus
hLHR’nin toplam miktarindaki azalmadan ve hLHR mutantinin hiicre igindeki
kaliciliginin artmasindan dolay1 dogal tipte reseptor eksprese eden hiicrelerin yalnizca
%10’u oranindadir. Ayrica hiicre yiizeyindeki bu mutant reseptorler yiiksek afiniteyle
hCG’ye baglanir fakat cAMP iiretiminin artmasina etki edemez. Ciinkii cAMP seviyesi
hormon uyarilmasmin yani sira hiicre yiizey reseptorlerinin sayisina baglhdir.

Mutant hLHR eksprese eden hiicrelerin sinyal o6zellikleri, bu hiicrelerdeki
dogal tip hLHR ekspresyonunun ve mutant hLHR ekspresyonunun seviyelerinin
karsilastirilmasiyla belirlenebilir. Ancak hLHR geninde fonksiyon kaybi mutasyon
tanimlanan c¢ogu rapora gore mutant reseptoriin ekspresyonu dogal tip reseptdriin
ekspresyonundan daha azdir. Bu nedenle mutantlarin sinyal 6zellikleri bozuldugu igin

bu sonug tek basina yeterli degildir (Latronico ve Segaloff, 1999).

2.5. Insanlarda Liiteinlestirici Hormon (LH) Geni

FSH ve LH, insan koryonik gonadotropin (hCG) ve tirotropik hormonu (Tiroid
Uyarict Hormon, TSH) da igeren glikoprotein hormon ailesine mensuptur (Tapanainen
ve ark., 1998). Bu hormonlar heterodimerik hormonlardir, ortak bir o (alfa) ve her
hormona fonksiyonel 6zgiinliik kazandiran [ (beta) alt iinitesine sahiptir. Hepsinde
yaygm o alt birimi 89-92 aminoasitten meydana gelirken B alt biriminin uzunlugu ise
110 -145 aminoasit arasinda degisir. Hormona spesifik  alt {initesi non kovalent
etkilesimlerle baglantilidir (Guyton ve ark., 2006). Karbonhidrat yan zincirler peptit
zincirlere baglanmistir. Sekil 7° de ve Sekil 8 de gosterildigi gibi yaygin a alt {initeye 2
N (azot), LHB’ya 1 N (azot) baglanmustir. Iki alt birim arasindaki non kovalent
etkilegim [ alt birim ¢evresinde emniyet kemeri seklinde uzanan bir segmenti tarafindan

dengelenmistir ve altbirimler disiilfit kopriisii ile baglanmustir.
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Cex

Gl 6Ala

Sekil 7. LH o alt tinitesinde Glu56Ala aminoasit degisimi (Alevizaki ve Huhtaniemi, 2002 den

uyarlanmugtir)

LH 3

19 121
Ala3Thr ~ Trp8Arg [le15Thr Glu54Arg Serl02Gly

Sekil 8. LH B alt iinitesinde bilinen aminoasit degisimi mutasyonlar1 (Alevizaki ve Huhtaniemi, 2002’

den uyarlanmugtir)

Glikoprotein hormonlar1 hedef hiicre ylizeyindeki G-protein ¢ifti reseptorleri

aracili1 ile gorev yaparlar ve reseptorleriyle etkilestikleri zaman etkisini gosterirler

(Ghadami ve ark., 2008). LH hormonu ve reseptoriiyle yumurtalik uyariminin etkisini

inceleyen galismalar mevcuttur (Robab Davar ve ark., 2014).

2.5.1. Yaygin a Alt Unite

Yaygin o alt iinite geni Sekil 9’ da gosterildigi gibi 6. kromozom {izerinde

ql4.3’ te lokalize olmustur ve birinci ekzonun kodlayict olmadig1 5 ekzondan olusur.

116 aminoasit kodlar ve olgun protein 92 aminoasit uzunlugundadir. Molekiiler agirligi

13,075 Da’ dur (GeneCard veritabani, 2016).
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Sekil 9. Kromozom 6 {izerinde LH o geninin sitogenetik bant halinde gosterilmesi (GeneCard
veritabanindan alinmistir. NC_000006.12)
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Yaygimn o alt tinitede gesitli sessiz polimorfizmler tanimlanmistir fakat hicbiri
aminoasit dizisini etkilemez (Themmen ve Huhtaniemi, 2000). Bu giine kadar bu gende
sadece bir amino asit degisikligi (GluS6Ala yer degistirmesi) tanimlanmigtir (bkz. Sekil
7). Bu degisiklik bir insan karsinomasinda ektopik olarak iretilen hCG’ de
tanimlanmistir (Nishimura ve ark., 1986). Bu somatik bir mutasyondur ve LHp ile koti
dimerizasyon sergilemistir. a alt {initede kanitlanmig germline mutasyonlarin olmamast,
bu tiir mutasyonlar varsa FSH, TSH, hCGve LH iiretiminin kesintiye ugramasima yol
acacak ve bu durumda bu tiir mutasyonlarin 6liimciil olmasi anlami ¢ikacaktir (Kendall
ve ark., 1995). Bu nedenle sonug¢ olarak a alt iinitesinin inaktif mutasyonlarinin

gelecekte tanimlanmasi miimkiin degildir.

2.5.2. LH B Alt Unite

Kodlanan LH B alt tinitesi 1984’ te dizilenmistir ve Klonlanmistir. LHpS geni
Sekil 10’ da gosterildigi gibi 19. kromozom iizerinde 19q13.3” de lokalize olmaktadir
(Hollenberg ve ark., 1994). LHf geni 3 ekzondan ve 1,4 kbp’den olusur. 141 aminoasit
kodlar ve olgun protein 121 amino asit uzunlugundadir. Molekiiler agirhig: 15,345
Da’dur (GeneCard veritabani, 2016).
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Sekil 10. Kromozom 19 iizerinde LH f geninin sitogenik bant halinde gdsterilmesi (GeneCard
veritabanindan alinmistir. NC_000019.10)

2.5.3. LHp Gen Mutasyonlari

LHB geninde bazilar1 olduk¢a yaygin olan ve hafif fenotipik etkili gesitli
polimorfizimler tanimlanmstir. Fakat bu gende yalnizca 1 inaktif mutasyon
tanimlanmustir (Weiss ve ark., 1992). Bu inaktif mutasyon 17 yasindaki gecikmis
ergenlikli bir erkekte tespit edilmistir. Bu hasta erkek infertiliteli bir aile hikayesine
sahipti ve sonrasinda immiinoassay ile yapilan dl¢iimlerde yiiksek LH seviyeleri ile
diisiik serum testosteron seviyesi goriilmiistiir. LH invitro biyoassay ile dl¢iildiigiinde

ise hicbir LH biyoaktivitesi saptanmamistir. Bununla birlikte testosteron tiretimi LH/

19



hCG uyarilmasina yeterince yanit vermistir. Testis biyopsisi ile leyding hiicrelerinin
yoklugu ve spermatogenezisin Onlendigi saptanmistir. Uzun siireli hCG tedavisi ile
testikiiler bliylime, virilizasyon ve spermatogenezin baslamasi saglanmistir. Bulgular
birlikte disiiniildiigiinde LH’ 1n yapisinda kalitsal bir kusur oldugu ifade edilmistir. Bu
hipogonadal erkegin LHS gen dizilemesi GluS4Arg aminoasit degisimine neden olan
yanlis anlamli homozigot A-G mutasyonunu ortaya ¢ikarmistir ve annesi de dahil olmak
iizere birkacg heterozigot aile tiyesi tespit edilmistir.

Inaktif LHB mutasyonlu kadmlar heniiz tespit edilmemistir. Bunlarin fenotipi
biiyliik olasilikla inaktif LH reseptor mutasyonlu kadinlara benzeyecektir yani
anovulatuar kisirlik goriilecektir (Themmen ve Huhtaniemi, 2000). Erkekte ve kadin
dogurganhiginda LH i Onemli rolii, genetik havuzdan hizli bir sekilde elenen bu
mutasyonun kendi kendini sinirlayan dogasini ve nadir olusunu agiklar.

Anahtar genlerdeki mutasyonlarin tanimlanmasi agiklanamayan infertiliteli
bircok vakayr aciklayabilir. Tablo 2’ de gosterildigi gibi son zamanlarda LH’m 3
varyant1 kesfedilmistir. ikisi LHJ alt {inite geninde bir yanlis eslesme nokta mutasyonu
sonucu Glu54-Arg54 ve Serl02-Gly102 aminoasit degisikligi meydana getirir (Weiss
ve ark., 1992; Roy ve ark., 1996). Diger mutasyon yaygindir ve olasi fenotipik etkileri
genis ¢apta arastirilmistir (Lamminen ve Huhtainemi, 2001). Varyant LH S alleli iki
yanlis eslesme mutasyonu sonucu her biri bir aminoasit degisikligi meydana getiren
Trp8-Arg8 (TGG>CGG) ve 1le15-Thrl5 (ATC>ACC) seklindeki mutasyondur. (Furui
ve ark., 1994; Pettersson ve ark., 1994). Ayrica varyant LH[3 allel promotoriiniin ilk 600
niikleotitinde 8 nokta mutasyonu vardir ve varyant allel {izerinde promotor fonksiyon
degisiklini isaret etmektedir (Jiant ve ark., 1999). Varyant LH’ i rekombinant bir sekli
tizerindeki galigmalar reseptor bolgesinde dogal tip LH’ dan daha etkili oldugunu
gostermistir. Fakat dolasimdaki yarilanma 6mrii dogal tip LH’ dan daha kisadir (Manna
ve ark., 2002). Bunun tersine varyant LHS promotorii dogal tip diziden daha aktiftir.

Muhtemelen dolasimdaki varyant hormonun daha hizli kaldirilmasini telafi eder.
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Tablo 2. LHp gen polimorfizmleri ve mutasyonlar (Alevizaki ve Huhtaniemi, 2002’den uyarlanmisgtir)

Exon Tip Niikleotit Aminoasit  Fenotip Fonksiyonel Referans
degisimi degisimi etki
Exon 3 Yanls CAG?>CGG GIn54> Arg infertilite, Reseptore Weiss  ve
eslesme gecikmis baglanamama ark., 1992
ergenlik
Biraz Invitro Pettersson
TGG*>CGG Trp8> Arg  bastirilmis biyoaktivitede ve
dogurganlik  artis ark.,1994
Exon2 2 Yanlig
eslesme
ATC'™> ACC Ilel5>Thr PCOS’ la Kisalmus yar1 Furui  ve
karisir. omir ark., 1994
Exon 3 Yanlis AGT™2>GGT  Ser102>Gly infertilite Belirlenmemis Liao ve
eslesme ark., 1998
Exon 3 Yanlis GTG**>ATG Ala-3>Thr  Cahisiimadi Sinyal iletim Jiang ve
S ark., 2002
eslesme aktivitesinde

biraz azalma

Literatiirde yumurta olusumu ile iligkilendirilmis ¢alismalarda LHp geni ekzon
3 G1502A mutasyonunun (Glyl102Ser) aminoasit degisimine neden oldugu ve LH
biyoaktivitesini degistirerek, reseptore baglanma etkinligini degistirdigi bildirilmistir
(Robab Davar ve ark., 2014). Bu gen varyantinin LH proteini {izerinde etkisi vardir ve
LH biyoaktivitesini artirabilir. Aslinda LHS 1052A allel tastyicilarinda LH seviyesinin

diisiik oldugu ve bu polimorfizmin kadmn infertilitesine, bazi kadinlarda muhtemelen

endometriozis ile iligkili infertiliteye karigsabilecegi bulunmustur (Liao ve ark., 1998).

LHP 1052A allelli hastalar kontrollii ovaryan uyarilma i¢in daha fazla hormonal

indiiksiyona ihtiya¢ duyar ve bunun bir sonucu olarak OHSS’ye kars1 duyarli olabilir

(Twigt ve ark., 2011).
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LHp geninin  eksonlarinda ve intronlarnda da 6 sessiz polimorfizm
bildirilmistir (Roy ve ark., 1996). Genelde LH’ 1n varyant formlari infertilite de dahil
jinekolojik hastaliklarla iliskili degildir. Bununla birlikte dikkat edilmesi gereken 6zel
bir konu iki yanlis eslesme nokta mutasyonunu iceren varyant LHf’ nin etnik gruplar
arasinda 0’ dan %52’ye kadar degisen tasiyici frekans farkliligidir (Huhtaniemi ve ark.,
1999). Fin popiilasyonunda varyant LH i¢in homozigot olanlar infertilite ya da
subfertilite bildirilmemesiyle saglikli goriiniirler. Ancak Japon popiilasyonunda varyant
LH, infertilite ve ¢esitli adet diizensizlikleri ile ilgilidir (Suganuma ve ark., 1995;
Takahashi ve ark., 1999). Giiney Hindistan’ da tasiyici frekanst 0 iken yerli
Avusturalyalilar arasinda %50’den daha fazladir (Lamminen ve Huhtainemi, 2001).
Yunanistan’ da ise frekans %15°tir.

Bu giine kadar varyant LH’ 1n fenotipik ilgisi lizerine yapilan gozlemlerin gogu
LH’ n biyolojik olarak en zayif formunu temsil ettigini gostermektedir. Baz1 vakalarda
LH seviyesinin umulmadik bir sekilde diisiik olmasi bu LH polimorfizmlerinin

aciklanabilmesi i¢in klinisyenler tarafindan 6nemlidir.
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3. MATERYAL VE METOT

Eyliil 2015 - Haziran 2016 tarihleri arasinda Ondokuz May1s Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum servisi Tiip Bebek Merkezinde infertilite tanisi
konularak yardimeci iireme teknikleri ile tedavi uygulanan fakat tedavisinde basarili
sonu¢ alinamayan 29 kadin hasta ve saglikli gebelik geciren 30 kadin kontrol olmak
tizere toplam 59 olgu caligmaya dahil edildi. Tiim olgularin yaslar1, aile dykiileri, FSH,
LH, ostradiol hormon sonuglari, evlilik siiresi, infertilite tipi, oosit sayis1 gibi
bilgilerinin sorgulandigi ayrintili bir anemnez alindi. Ayrica tiim olgular ¢alisma
hakkinda bilgilendirilerek ¢aligmaya katilmalar1 konusunda aydinlatilmis onaylar
alindi. Bu calisma i¢cin Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan onay alind1 (Ek 1). Calisma grubunu olusturan 29 olgunun yas ortalamasi
33,86+5,443 olarak kontrol grubunun yas ortalamasi ise 30,70+5,396 olarak saptandi.

Calisma ve kontrol grubu bireylerinden EDTA’ll tliplere alinan kan
orneklerinden DNA’lar saflastirildi. DNA izolasyonu kit yontemi ile yapildi
(NiikleoSpin Kandan DNA izolasyon kit 74951.50). DNA o6rnekleri ¢alisilincaya kadar
-20°C’de saklandu.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edilen firmalar;
- Magnezyum Kloriir MgCl12.6H20) (Merck)
-  EDTA (Merck)
- Master mix (One Taq)
- Tag DNA Polimeraz (Thermo Scientific)
- Primerler (Fermentas)
- dNTP Mix (Thermo Scientific)
- DNA Izolasyon Kiti (NiikleoSpin Kandan DNA Izolasyon Kiti 74951.50)
- UltraPure™ Agaroz (Prona)
- DNA Ladder (Fermentas)
- 6xLoading Dye Solution (Sigma)
- Etidyum Bromid (EtBr) (Sigma)
- Saf etanol ( Riedel-de Haen)



3.2. Kullanilan Cihazlar ve Teknik Malzemeler

Asagida verilen ve bu c¢alisgmada kullanilan cihazlar ve teknik malzemeler

arastirmanin  yapildigi yer olan Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda bulunmaktadir.

Otoklav (Niive)

Distile 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)

Buzdolab1 (Argelik)

Derin dondurucu (Ariston)

Dijital 1s1 blogu (VWR Digital Hotblock)

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

Vorteks (Boeco)

Vorteks (Niive NM 110)

3.3. Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlanmasi

10X TBE: 108 g Tris, 55 g Borik asit, 40 ml EDTA, 0,5 M pH: 8 karistirilip toplam

hacim 1000 ml olacak sekilde bidistile su ile tamamlandi1. Oda 1sisinda saklandi.

1X TBE: 100 ml 10x TBE soliisyonu iizerine 900 ml bidistile su eklendi. Oda 1sisinda

saklandi.

9070 Etil Alkol: 70 ml % 99,5 etil alkol alind1 ve tizerine 30 ml bidistile su eklendi.
Etidyum Bromid Soliisyonu (10 mg/ml): 1 g etidyum bromid, 10 ml distile su

Icinde ¢oziindii. Istk almayan bir sise icinde +4°C'de saklandi. Calisma

soliisyonu hazirlanan stok soliisyonundan konsantrasyon 0,5 mg/ml olacak

sekilde hazirlandi ve 0°C'de saklandi.
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3.4. DNA Izolasyon Yontemi

3.4.1. Hazirhk:
1) Wash Bufffer B5 lizerine 28 ml saf alkol ilave edildi.
2) Proteinaz K (liyofilize) 1,35 ml Proteinaz buffer ile ¢oziildii.
3) Eliisyon buffer BE 70°C’ye 1s1tildu.

3.4.2. Liziz
1) 1,5 ml ependorf tiipiine 200 ul tiim kan + 25 pul Proteinaz K + 200 ul Buffer B3 ilave
edildi.
2) 10-20 sn. kuvvetli vorteks yapildi (Siemed, Clifton, England).
3) Ornekler 70 °C’de 10-15 dk. ya da 30 dk. inkiibe edildi (VWR dijital 1s1 blogu,
USA).

3.4.3. DNA Baglanma
1) Ornekler iizerine 210 pl saf alkol ilave edildi ve vortekslendi.
2) Ornekler toplama tiipii icindeki kolonlara aktarildi ve 11000 g’de 1 dk. santrifiij
edildi.

3.4.4. Yikama
1) Toplama tiipleri atildi, yeni toplama tiipleri (2ml) yerlestirildi (Niive, Tiirkiye).
2) 500 ul Buffer BW ilave edildi ve 11000 g’del dk. santrifiij edildi ve toplama tiipleri
atild.
3) Yeni toplama tiipleri alind1 ve 6rnekler tizerine 600 pl Buffer B5 ilave edildi ve
11000 g’de 1 dk. santrifiij edildi.
4) Alkolii uzaklagtirmak i¢in santrifiij islemi bir kez daha yapildi.

3.4.5. Eliisyon
1) Toplama tiipleri atild1 ve drnekleri tagiyan kolonlar 1,5 pl” lik mikrosantrifiij tiiptine
yerlestirildi.
2) Onceden 70 °C’de 1sitilmis olan Buffer BE’den 100 pl ilave edildi.
3) Oda sicakliginda 1 dk. inkiibe edildi. 11000 g’de 1 dk. santrifiij yapildu.
4) Kolonlar atildi ve DNA 6rnekleri -20 °C’de saklandi.
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3.5. DNA Miktarmin Tayini
DNA miktar tayini Nanodrop cihazi ile gergeklestirildi. Cihaz agildiktan sonra
2 ul distile suyla kérleme yapildi. Daha sonra stok DNA 6rneklerinden 2 ul DNA 6rnegi

260 nm’de oOlgiilerek saflik derecesi ve miktar1 belirlendi.

3.6. LHPB Geni Ekzon 3 Bolgesi PCR Amplifikasyonu

PCR reaksiyonu 25ul’ lik toplam hacim igerisinde, 50-100 ng kalip gDNA, her
primerden 0,2-0,4 uM, 1-2 mM 1xPCR Buffer (Mg*? i¢eren) ve 0,625U Taq polimeraz
icerecek sekilde hazirlandi. PCR amplifikasyonunda denatiirasyon 6n 1s1s1 94°C’de 3dk.
ve sonra 94°C’de 30 sn. denaturasyon, 60-62°C’de 30 sn. baglanma ile 35 dongii,
71°C’de 35 sn. uzama ve son uzama 72°C’de 7 dk. seklinde uygulandi. Daha sonra her
PCR iiriintinden Sul % 2’lik agaroz jelde analiz edildi ve her reaksiyon DNA dizi
analizinde kullanildi.

Primer dizileri:

F:5- AGTCTGAGACCTGTGGGGTCAGC TT -3°

R: 5’- GGAGGATCCGGGTGTCAGGG CTCCA -3’

Restsiksiyon enzimi: Rsal

3.7. Agaroz Jelin Hazirlanisi

Calismamiz icin % 2’lik agaroz jel hazirlandi. Bunlar i¢in 2 g agaroz tartildi.
Erlen mayere alinan agaroz lizerine 100 ml IxTBE eklenip mikrodalgada iyice
coziinene kadar kaynatildi. Sonradan sogumaya birakilan jelin sicakligi 80°C’ye
ulaginca tizerine c¢eker ocak acik haldeyken 100 pl EtBr (0,5 mg/ml’lik g¢alisma
soliisyondan) eklendi. Jel 1yice ¢alkalanip taragi yerlestirilmis olan jel kabina dokiildii.
En az 1 saat beklenip jel donduktan sonra taraklar ¢ikarilarak jelde olugsan kuyulara PCR

tirtinleri ytiklendi.

3.8. Yeni Nesil DNA Dizi Analizi (Nextera XT DNA Kiitiiphanesi
Hazirlama)
Yeni nesil DNA dizileme ydntemi (Illumina Miseq) Ondokuz May1s
Universitesi KITAM (Karadeniz Ileri Teknoloji Arastirma Merkezi)’ da uygulandi.

26



1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9

1)

2)

3)

4)

3.8.1. Tagment Genomik DNA

Asagidaki tagmentasyon programi termal cycler’a kaydedildi.

Kapak 6n 1s1tma opsiyonu se¢ildi.

5 dk. boyunca 55°C’de durdu.

10°C’de bekletildi.

PCR plate’ine TD (Tagment DNA Buffer)’den 10ul, gDNA’dan 5 ul eklendi.
Karigtirmak i¢in pipetlendi.

5 ul ATM (Amplicon Tagment Mix) eklendi ve karigtirmak icin pipetlendi.
1 dk. boyunca 20°C’de 280 g’de santrifiij edildi.

Termal cycler’a yerlestirildi ve tagmentation programi calistirildi.

5 ul NT (Neutralize Tagment Buffer) eklendi ve karistirmak icin pipetlendi.
1 dk. boyunca 20°C’de 280 g’de santrifiij edildi.

Oda sicakliginda 5 dk. inkiibe edildi.

3.8.2. Kiitiiphaneyi Cogaltma
Termal cycler’a asagidaki program kaydedildi.
Kapak 6n 1sitma opsiyonu segildi.
3 dk. boyunca 72°C
30 sn. boyunca 95°C
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 bekletilti.
24 kiitiiphane i¢in; index primerler TruSeq Index Plate Fixture’de asagidaki gibi
diizenlendi.
- TruSeq Index Plate Fixture’lin 1-6 siitunlar1 index 1 (i7) adaptorleri ile
diizenlendi.
- TruSeq Index Plate Fixture’iin A-D satirlart index 2 (i5) adaptorleri ile
diizenlendi.
96 kiitiiphane i¢in: index primerler TruSeq Index Plate Fixture’de asagidaki gibi
diizenlendi.
- TruSeq Index Plate Fixture’iin 1-12 siitunlar1 index 1 (i7) adaptorleri ile

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

diizenlendi.

5) Cok kanall1 pipet kullanarak her siitunda asagiya dogru 5 pl index 1 (i7) adaptor
eklendi. Yeni bir turuncu kapak ile her 17 adaptor tiipiin kapag degistirildi.

6) Cok kanall1 pipet kullanarak her satir boyunca 5 pl index 2 (i5) adaptor eklendi.
Yeni bir beyaz kapak ile her i5 adaptor tiiplin kapagi degistirildi.

7) 5 ul NPM (Nextera PCR Master Mix) eklendi. Karistirmak i¢in pipetlendi.

8) 1 dk. boyunca 20°C’de 280 g’de santrifiij edildi.

9) Termal cycler’a yerlestirildi ve PCR programi ¢alistirildi.

10)  Giivenli saklama igin plate sikica kapatilarak en fazla 2 giin boyunca 2°C ile 8°C
arasinda tutuldu ya da gece boyunca termal cycler’da birakilabilir.

3.8.3. Kiitiiphane Yikamasi (Clean Up)
Asagidaki sarf malzemeler hazirlandi:

RSB (Resuspension Buffer): -25°C ile -15°C” de muhafaza edilen soliisyon oda
sicakliginda ¢oziildii. Ik ¢oziilmeden sonra 2°C ile 8°C’de muhafaza 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 hazirlandi.

Prosediir:

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

2) 50 pl PCR iiriinii PCR plate’inden yeni bir midi plate’e transfer edildi.

3) 30 ul AMPure XP boncuk eklendi.

4) 2 dk. boyunca 1800 rpm’de sallandi.

5) 5 dk. boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

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

7) Manyetik standdan alind1 ve tiim siipernatant atild1.

8) 200 pl %80’lik etanol ile 2 kez yikandi.

9) 20 pl pipet kullanarak %80°lik tortu EtOH uzaklastirild.

10) 15 dk. boyunca manyetik stand iizerinde havada kurutuldu.

11) Manyetik stanttan alindi. 52,5 pul RSB eklendi.
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12) 2 dk. boyunca 1800 rpm’de sallandi.

13) 2 dk. boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

14)  Manyetik stand iizerine yerlestirildi ve siv1 berrak olana kadar (~2 dk.) beklendi.
15) 50 ul supernatant yeni bir TCY plate’e transfer edildi.

16) 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
Asagidaki sarf malzemeler hazirlandi:

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

- LNBI1 (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 soliisyon
su banyosu kullanilarak sicakligi 20°C- 25°C’ye getirildi.

- LNS1 (Library Normalization Storage Buffer 1): Oda sicakliginda muhafaza
edilen soliisyon yine oda sicakliginda kullanildi.

Prosediir:

1) Yeni bir midi plate’e 20 pl slipernatant transfer edildi.

2) 15 ml’lik konik tiipe 4,4 ml LNAL eklendi.

3) LNBI iyice siispanse edildi ve karistirmak i¢in pipetlendi.

4) 15 ml’lik konik tiipe 800 ul LNBI transfer edildi ve karistirmak i¢in alt st
edildi.

5) Bir ¢ukur i¢ine boncuk karigimi dokiildii ve 45 ul LNA1/LNBI karigimi
eklendi.

6) 30 dk. boyunca 1800 rpm’de sallandi.

7) Manyetik bir stand iizerine yerlestirildi ve siv1 berrak olana kadar (~2 dk.)
beklendi.
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8)
9)
10)
11)
12)

13)
14)

15)
16)

17)
18)
19)

Manyetik stanttan alindi ve tiim siipernatant atildu.

2 kez 45 pl LNWI1 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 biitiin 6rnekler yeniden siispanse oldu ve pipetle
karigtirildu.

5 dk. boyunca 1800 rpm’de sallandi.

Manyetik bir stand iizerine yerlestirildi ve s1v1 berrak olana kadar (~2 dk.)
beklendi.

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

1 dk. 1000 g’de santrifiij yapildi.

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

saklandi.

3.8.6. Kiitiiphane Havuzu
-25°C ile -15°C’de muhafaza edilen SGP plate oda sicakliginda ¢oziildi ve

karigtirmak icin pipetlendi.

Prosediir:

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

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

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

4) PCR 8-strip tiip icerigi PAL tiipe transfer edildi. Karistirmak i¢in pipetlendi.

5) Kiitiiphane havuzu, kullandigimiz dizileme aletinin ylikleme konsantrasyonuna
seyreltildi.

6) PAL tiipdeki ve SGP plate’deki kullanilmayan kiitiiphane havuzu en fazla 7 gilin

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.
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uygulamasi ile vcf dosyalar1 kullanilarak, dizilenen bolgelerdeki varyasyonlar ve
ayrintilar1 elde edildi. Buradan elde edilen varyasyon kordinatlar1 alinarak yine
Basespace iizerinden Integrative Genomics Viewer (IGV) 2.1.2. uygulamasia aktarildi.
Bu aplikasyon araciliiyla da bam ve vcf uzantili dosyalar kullanilarak, diziler tizerinde

orneklere ait varyasyon bolgeleri gozle incelendi.

3.10. Istatistiksel Degerlendirme

SPPS istatistik programi kullanilarak klinik bulgular ile genotipler arasinda
korelasyon analizi yapildi. Ayrica, hasta ve kontrol gruplari arasindaki allel ve genotip
frekanslarini karsilagtirmak i¢in Ki kare, olasilik oranlari (OR) ve P degeri hesaplandi.
SPSS programi (Dean ve ark., versiyon 2.3.1) kullanilarak 59 genotip analizi yapildu.
Orneklem sayisi 25’in iizerinde oldugunda Pearson Kikare, 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; polimorfik bolgeler ile infertilite olusumu arasinda bir

iliskinin bulunup bulunmadigi amaciyla degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Eyliil 2015- Haziran 2016 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum servisinde infertilite tanis1 konularak yardimci
tireme teknikleri ile tedavi géren fakat basarili sonug¢ alinamayan 29 kadin hasta ile
saglikli gebelik gegiren 30 kadin kontrol, toplam 59 kisiden kan alindi. Kontrol ve hasta
grubu kisilere goniillii olur formu imzalatildi (EK 2).

Herbir hastanin yasi, infertilite tipi, infertilite nedenleri, evlilik siiresi Tablo 3’
deki gibi kaydedildi. Bu bilgilere gore hasta grubundaki 3 hastada sekonder infertilite
gozlenirken 15 hastada primer infertilite tipi gézlendi ve 12 hastanin da infertilite tipi ile
ilgili bilgiye ulagilamadi. Ayrica 4 hastanin infertilite nedeni azalmis over, 1 hastanin
diisiik over rezervi ve geri kalan 24 hastanin ise infertilite nedeni aciklanamayan

infertilite olarak g6zlenirken 2 hastanin infertilite nedeni ile ilgili bilgisine ulagilamadi.

Tablo 3. Hasta grubunun yas, infertilite tipi, infertilite nedeni, evlilik siiresi bilgileri

Sira  Yamt  Infertilite Tipi infertilite Nedeni Evlilik Siiresi
1 28 aciklanamayan 8

2 34 primer azalmig over 55
3 35 primer aciklanamayan 3
4 36 aciklanamayan 8

5 42 sekonder azalmig over 24
6 33 primer aciklanamayan 11
7 22 primer aciklanamayan 4
8 36 aciklanamayan 11
9 34 primer aciklanamayan

10 29 aciklanamayan 4
11 38 primer aciklanamayan 2
12 25 aciklanamayan 5
13 35 primer aciklanamayan 15
14 43 sekonder aciklanamayan 16
15 35 primer aciklanamayan 45
16 31 primer diisiik over rezervi 7
17 37 aciklanamayan 7
18 43 primer 2
19 33 primer azalmis over 9
20 33 aciklanamayan 6




Tablo 3 (devam). Hasta grubunun yasi, infertilite tipi, infertilite nedeni, evlilik siiresi bilgileri

Sira Yagsi infertilite Tipi infertilite Nedeni Evlilik Siiresi
21 29 aciklanamayan 9

22 38 aciklanamayan 17

23 30 primer

24 30 primer aciklanamayan 4

25 47 aciklanamayan 7

26 40 sekonder azalmis over 16

27 36 primer aciklanamayan 13

28 27 aciklanamayan 2

29 30 aciklanamayan 15

Hasta grubuna ait FSH, LH, E2 hormon degerlerine iliskin test sonuglari ile tedavi
sirasinda toplanan oosit sayilarma iliskin bilgileri Tablo 4’teki gibi kaydedildi.

Tablo 4. Hasta grubunun FSH, LH, E2 hormonlar1 ve oosit degerleri

Sira FSH LH E2 Oosit
1 4,58 6,68 36,98 19
2 10 3,6 46 3
3 10 8 42 4
4 9,06 5,07 53,32 3
5 12 8 27 5
6 5 12 50 23
7 8 6 37 7
8 3,6 3,5 15 9
9 12,4 6,8 21 6
10 59 3,76 53 13
11 8,4 7,5 60 6
12 8,7 11 40 31
13 8 13 32 10
14 9,76 6,68 56,63 4
15 8 5 65 7
16 11,05 7,02 36 4
17 4,7 4,2 29,2 3
18 58 6,38 29 13
19 12 4,5 22 1
20 6,1 4,5 30 11
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Tablo 4 (devam). Hasta grubunun FSH, LH, E2 hormonlar1 ve oosit degerleri

Sira FSH LH E2 Oosit
21 6,2 6,2 42 11
22 51 4,01 26,6 14
23 6,9 10 51 19
24 6,8 10 42 18
25 11,8 7,03 28 1

26 5,15 19,56 99 17
27 8,26 9,4 33,5 11
28 7,1 6,2 45 14
29 8,5 6,8 41,6 20

Hasta grubunun yas, evlilik siiresi, FSH, LH, E2, oosit sayilari, embriyo
sayilart ve dondurulmus embriyo sayilarinin ortalama, ortanca degerleri Tablo 5’ te

gosterilmistir.

Tablo 5. Hasta grubunun ortalama, ortanca degerleri

Hasta Grubu

Ortalama + SS Ortanca(Min-Maks)
Yas 33,86 + 5,443 34,00 (22- 47)
Evlilik Siiresi 8,1379 +5,26426 7,0000 (2 —24)
FSH 7,7597+ 2,49887 8,0000 (3,60 - 12,40)
LH 7,2314 +3,49679 6,6800 ( 3,50 -19,56)
E2 39,9724+16,50274 37,0000 ( 15-99)
Oosit 10,82 + 7,394 10,50 (1 -31)
Embriyo 5,86 £ 4,751 4,00 (1- 19)
Dondurulmus embriyo 3,13 +1,642 3,00 (1-6)

4.1. Hasta Grubunun Demografik Karakterlerinin istatistiki
Degerlendirilmesi
Hasta grubunun yag1 22 ve 47 arasinda degigsmekte olup ortalama yas 33,86+
5,443 olarak hesaplandi.
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Hasta grubunun evlilik siiresi 2 yil ve 24 yil arasinda degigsmekte olup ortalama
evlilik siiresi 8,1379 + 5,26426 olarak hesaplandi.

Hasta grubunun FSH degeri 3 mIU/ml ve 12 mlU/ml arasinda degismekte olup
ortalama FSH degeri 7,7597 + 2,49887 olarak hesaplandi.

Hasta grubunun LH degeri 3,5 IU/L ve 19,5 IU/L arasinda degismekte olup
ortalama LH degeri 7,2314 + 3,49679 IU/L olarak hesaplandu.

Hasta grubunun E2 degeri 15 ng/ml ve 99 ng/ml arasinda degismekte olup
ortalama E2 degeri 39,9724 + 16,50274 ng/ml olarak hesapland:.

Hasta grubunun oosit sayilar1 1 ve 31 arasinda degismekte olup ortalama oosit
sayist 10,82 + 7,394 olarak hesaplandi.

Hasta grubunun embriyo sayist 1 ve 19 arasinda degismekte olup ortalama
embriyo sayisi 5,86 + 4,751 olarak hesaplandi.

Hasta grubunun dondurulmus embriyo sayisi 1 ve 6 arasinda degigsmekte olup

ortalama dondurulmus embriyo sayist 3,13 + 1,642 olarak hesaplandi.

4.2. Kontrol Grubunun Istatistiksel Degerlendirilmesi

Calismamizda kullanilan kontrol grubu kisilerin yas ortalamasi, ortanca ve
aralik degerleri Tablo 6’ daki gibi hesaplandi. Bu bilgilere gore kontrol grubunun yasi
21 ve 40 arasinda degismekte olup ortalamasi 30,70+5,396 (21- 40) olarak hesaplandi

ve ortanca degeri 32 yastir.

Tablo 6. Kontrol grubu ortalama, ortanca, aralik degerleri

Kontrol Grubu (N=30)

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

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

4.3. LHPB Geni Exon 3 Bolgesi Yeni Nesil Dizi Analizi Sonuglar:

LHP geni rs1056917 mutant bolgesinin Tablo 7°de gosterildigi gibi ¢alisilan
29 hastanin 6’sinda (%60,0) AA homozigot, 16’sinda (%51,6) GA heterozigot, 7’sinde
(%38,9) GG homozigot oldugu; 30 kontroliin 4’linde (%40) AA homozigot, 15’inde
(%48,4) GA heterozigot, 11’inde (%61,1) GG homozigot oldugu tespit edildi.
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LHp geni rs149579838 mutant bdlgesinin Tablo 7° de gosterildigi gibi ¢alisilan
29 hastanin 21’inde (%47,7) GG homozigot, 2’sinde (%100) CG heterozigot, 6’sinda
(%46,2) CC homozigot oldugu; 30 kontroliin 23’iinde (%52,3) GG homozigot, 7’sinde
(%53,8) CC homozigot oldugu tespit edildi.

LHp geni ekzon 3 bolgesi yeni nesil DNA dizilemesi sonucunda, rs1056917 ve
rs149579838 mutant bolgeleri hasta ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli derecede fark saptanmadi (p>0,05).

Hastalarin klinik bulgularina gore Tablo 8’ de gosterilen genotip dagilimlarina
bakildiginda, rs149579838 mutant bolgesi GG genotipi (p=0,04, ¥*=6,381) ve
rs1056917 mutant bolgesi AG genotipi (p= 0,03, ¥>=6,75) primer infertil olgularda

istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek olarak saptandi.

Tablo 7. LHp gen polimorfizmlerinin genotip ve allel sikliklarinin hasta ve kontrollerde kargilagtirilmasi

SNP Genotip / Hastalar Kontroller xz P degeri OR (%95 CI)

Allel (n=29) (n=30) (%)
(%)

LHB AA 6(60,0) 4(40,0)

rs1056917 GA 16(51,6) 15 (48,4) 1,305 0,52
GG 7(38,9) 11(61,1)
GG+GAAA 6:23 4:26 0,566 0,45 1,696(0,4249-6,766)
GG:AG+AA 22:7 19:11 1,092 0,29 1,82 (0,588-5,627)
G 30 37

0,016 0,89 1,046 (0,521-2,1)

A 28 33

LHB GG 21(47,7) 23(52,3)

rs149579838 CG 2(100,0) 0(0,0) 2,152 0,34
cC 6 (46,2) 7 (53,8)
GG+CG:CC 23:60 237
GG:CG+CC 21:8 23:7 0,050 0,80 1,167 (0,339-4,008)
G 44 46 0,140 0,70 0,798 (0,246-2,588)
C 14 14 0,010 0,91 0,956 (0,409-2,234)

-Istatistiksel olarak anlaml1 olan sonuglar kalin karakterlerle yazilmistir.
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Tablo 8. Hastalarn LHB varyantlarinin embriyo sayisi, oosit sayisi, infertilite tipine gére p ve

degerlerinin dagilimi

LHB P x° LHB Py
rs1056917 degeri rs149579838 Degeri
Embriyo AA AG GG cC GC GG
sayisl
10< 4(66,7)  13(81,3)  7(100,0) 5(83,3) 2(100) 17(81)
10> 2(33,3)  3(18,8) 0(0) 0,27 2,57 1(16,7)  0(0) 4(19,00 079 0,46
Qosit
sayisl
10< 2(333) 7(438)  5(71,4) 03 217 2(33,3) 2(100) 10(47,6) 026 2,68
10> 4(66,7) 9(56,3) 2(28,6) 4(66,7)  0(0) 11(52,4)
infertilite
Tipi
Primer 6(100)  16(100)  5(71,4) 6(100)  1(50,0) 20(95,2) 0,04 6,38
Sekonder 0(0) 0(0) 2(28,6) 0,03 6,75  0(0) 1(50,0) 1(4,8)

Istatistiksel olarak anlaml1 olan sonuglar kalin karakterlerle yazilmstir.

PCR yontemi ile ¢alisilan 6rneklerden bazilarinin LHf geni jel goriintiisii Sekil
11’ deki sekilde verilmistir. Ayrica Sekil 12° de yeni nesil dizileme yontemi ile LHf
geni rs1056917 mutant bolgesinin ve Sekil 13° te LHB geni rs149579838 mutant

bolgesinin gorilintiisii gosterilmistir.

B e e e 379G

-

Sekil 11. Hasta grubundan sirasiyla 26, 10, 1, 6, 12, 19, 25, 14, 3, 2,4, 17, 28, 29, 4 numarali hastalarin

LHJ geni agaroz jel goriintiisii (en solda markir)
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Sekil 12. Yeni nesil dizileme yontemi ile LHS geni rs1056917 mutant bolgesinin goriintisii
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Sekil 13. Yeni nesil dizileme yontemi ile LHS geni rs149579838 mutant bolgesinin goriintiisii
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5.TARTISMA

Son yillarda yardimcr iireme teknikleri infertil ciftlerin gebe kalabilme
oranlarim1  arttirmisttr  (Robab Davar ve ark., 2014). Hipofiz glikoprotein
hormonlarindan gonadotropinler (GtH) {remenin diizenlenmesinde O©nemli rol
almaktadir.

LH ve FSH hormonlart yumurtalikta strojen iiretimini kontrol eden hipofiz
hormonlaridir. Njiyu ve arkadaslari, FSH’1in yumurtalik gelisiminde ve yumurtlama
doneminde onemli role sahip oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle de yumurtlama
doneminde hipofiz, yumurtalik ve plazma LH seviyelerinin yiiksek olmasindan dolay1
LH sentezi, sekresyonu ve LH reseptor ifadesinin de yumurta olgunlagmasi ve
yumurtlama donemlerinde yiiksek oldugunu vurgulamiglardir (Njiyu ve ark., 2016).

Bu alanda yapilan caligmalar sinirli sayida olmakla birlikte daha dnce yapilan
calismalarda da LH ve LH reseptorii genleri kadinlarda primer amenore Ve
anovulasyonla iligkili bulunmustur (Themmen ve Huhtaniemi, 2000).

LHB ve LHR genlerinde c¢esitli polimorfizmler tanimlanmistir. LHR
polimorfizmlerinin ikisinin fonksiyonel Oneme sahip olabilecegi ve hormon
baglanmasina katilabilecegi gosterilmistir. Bunlar LHR geninin Ekzon 10’unda kodon
291°de Asparjin>Serin degisimine ve kodon 312’de Serin>Asparjin degisimine neden
olur (Richter-Unruh, 2002).

LHB gen mutasyonlari LH’mn yapisint ve fonksiyonunu degistirmekte,
bdylelikle onun biyoaktivitesini aktive ya da inaktive etmektedir. Bu degisim kadinlarda
anovulasyon, amenore ve polikistikover gibi jinekolojik problemlere neden olmaktadir.
LHS gen mutasyonlarina sahip olan kadinlarda siklikla amenore ve infertilite
goriilmektedir (Themmen, 2005).

Literatiirdeki ¢esitli calismalar LHB G1502A gen polimorfizminin infertilite ve
infertiliteyle iligkili endometriozisle iligkili oldugunu géstermistir (Liao ve ark., 1998;
Christofolini ve ark., 2011; Hashad ve ark., 2012). Piersma ve arkadaslari, LHR geni
291Ser varyasyonunu incelemis ve varyasyon varhiginda LHfS duyarliliginda artis
gozlemlemislerdir (Piersma ve ark., 2007). Maman ve arkadaslari, insan granuloza
hiicrelerinde LHR ekspresyon paternlerini incelemisler ve oosit fonksiyonuyla

korelasyon gozlemislerdir. Bu ¢alismanin sonucunda diisiik ve yiiksek LHR



ekpresyonunun diisiik fertilizasyon kapasitesi ile iligkili olabilecegini 6ne siirmiislerdir
(Maman ve ark., 2012). Diger bir ¢alismada, LHCGR geni ekzon 1 mutasyonlari bazi
IVF tedavisi goren kadinlarda zayif yumurta olusumu ile iliskili gériilmiistiir (Bentov ve
ark., 2012). Papamentzelopoulou ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, yardimci
tireme teknikleri ile tedavi goren kadmlarin kumulus hiicrelerini incelemisler ve LHR
geni splays varyant ekspresyonu ile ovaryan cevap arasindaki iliskiyi incelemislerdir.
Calismalarmin sonucuna goére, LHR gen ekspresyonunu profilinin yardimci tireme
teknikleri ile tedavi sirasinda ovaryan cevap Olglimiinde bir biyomarkir olarak
kullanilabilecegini 6ne siirmiislerdir (Papamentzelopoulou ve ark., 2012).

Mafra ve arkadaslari, LHfS G1502A gen polimorfizmini infertil kadinlarda
incelemisler ve infertilite ile polimorfik bolge arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski
saptamiglardir (Mafra ve ark., 2010). Singapurda yasayan Cinli kadinlarda yapilan bir
calismada, LHf geni G1502A varyant1 menstrual hastaliga neden olanlarda daha yiiksek
oranda saptanmuistir (Ramanujam ve ark., 1999). Liu ve arkadaslarinin g¢alismasinda
polkistikover hastalarinda, kontrol grubuyla karsilastirildiginda LHS 1052A alleli
tastyicilarinda diisik LH seviyesi ve aglik kan sekeri saptanmistir. Bu calismanin
sonucu, LHp G1052A gen mutasyonunun polikistikover patogenezinde rol aldig
yoniindedir (Liu ve ark., 2012).

Robab Davar ve arkadaslari, 2014 yilinda 220 Iranli kadinda LH genini
inceleyen calisma yapmislardir. GG, GA ve AA genotipleri PCR-RFLP (Polymerase
Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) yontemi ile analiz edilmis
ve LH geni ile ovaryan degisim ve infertilite arasinda bir iligki saptanmamistir (Robab
Davar ve ark., 2014).

2015 yilinda yardimeci iireme teknikleriyle tedavi goren 236 Cinli kadinda
yapilan bir ¢alismada, LHS geni rs13405728 polimorfik bdlgesi incelenmis ve folikiil
sayist ve antimullarian hormon degeri bakimindan herhangi bir iliski saptanmamistir
(Yive ark., 2015).

LHp geni ekzon 3 G1502A mutasyonunun (Gly102Ser) aminoasit degisimine
neden olarak LH biyoaktivitesini degistirdigi bilinmektedir. Bu durumun infertilite
tedavisinde ila¢ uygulamalarinda hormonun reseptdre baglanma etkinligini degistirerek

tedaviye yeterli cevap alinamamasina neden olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Calismamizin sonucunda LHJ geni ekzon 3 bolgesi yeni nesil DNA dizilemesi
sonucunda, rs1056917 ve rs149579838 mutant bolgeleri hasta ve kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede fark saptanmadi (p>0,05).
Bunun yaninda hastalarin klinik bulgularina gore genotip dagilimlarina bakildiginda,
LHS geni rs149579838 mutant bdlgesi GG genotipi (p=0,04, ¥>=6,381) ve rs1056917
mutant bolgesi AG genotipi (p= 0,03, ¥>=6,75) primer infertil olgularda istatistiksel
olarak anlamli derecede yliksek olarak saptandi. Bu sonuca gore yardimci {ireme
teknikleri ile tedavi siirecinde LHp geni rs149579838 mutant bolgesi bakimindan GG
genotipine sahip bireylerin ve rs1056917 mutant bolgesi bakimindan AG genotipine
sahip bireylerin primer infertilite goriillme oran1 agisindan risk grubunda oldugu goriildi

ve bu nedenle sonuglarin daha biiyiik populasyonlarda dogrulanmasi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismaya Eyliil 2015- Haziran 2016 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Kadi Hastaliklar1 ve Dogum servisi Tiip Bebek Merkezinde
infertilite tanis1 konularak yardimeci iireme teknikleri ile tedavi goren fakat tedavisi
basarili olarak sonuglanamayan 29 kadin hasta ile saglikli gebelik elde edilen 30 kadin
kontrol dahil edilerek toplam 59 olgu ¢alisildi. LHS geni ekzon 3 bdlgesi yeni nesil
DNA dizileme yontemi ile ¢alisildi.

LHB geni ekzon 3 G1502A mutasyonunun (Gly102Ser) aminoasit degisimine
neden olarak LH biyoaktivitesini degistirdigi bilinmektedir. Bu durumun infertilite
tedavisinin ila¢ uygulamalarinda hormonun reseptore baglanma etkinligini degistirerek
tedaviye yeterli cevap alinamamasina neden olabilecegini diistinmekteyiz.

Calismamiz sonucunda LH/ geni ekzon 3 bolgesi DNA dizilemesi sonucunda,
rs1056917 ve rs149579838 mutant bolgeleri hasta ve kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede fark saptanmadi (p>0,05).
Bunun yaninda hastalarin klinik bulgularina gore genotip dagilimlarina bakildiginda,
LHPB geni rs149579838 mutant bolgesi GG genotipi (p=0,04, ¥>=6,381) ve rs1056917
mutant bolgesi AG genotipi (p= 0,03, ¥*=6,75) primer infertil olgularda istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek olarak saptandi. Bu sonuca gore yardimci ilireme
teknikleri ile tedavi siirecinde LHS geni rs149579838 mutant bolgesi bakimindan GG
genotipine sahip bireylerin ve rs1056917 mutant bolgesi bakimindan AG genotipine
sahip bireylerin primer infertilite goriilme oran1 agisindan risk grubunda oldugu goriildii

ve bu nedenle sonuglarin daha biiyiik populasyonlarda dogrulanmasi gerekmektedir.
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Etik Kurulumuza sunmus oldugunuz Yardimer Ureme Tekniklerinde Basarisiz
Olunan Olgularda LH ve ESR Gen Mutasyonlarinin Etkisi bashikli OMU KAEK 2015/
185 = Karar nolu Genetik calisma nitelikli arastirma projeniz amag, gerekge, yaklasim ve
yontemle ilgili agiklamalari, Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu yOnergesine gére  26.03.2015
tarihli Etik Kurulumuzda incelenmis etik agidan uygun bulunmustur. Ancak arastirma
biit¢esinin maddi destegi heniiz saglanamadigindan projeye biitge destegi saglanip, tarafimiza
bildirilmesinden sonra baslanmasina oy birligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinize arz/rica ederim.
> ,/; N
e

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

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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Ek 2: Hasta bilgilendirilmis goniillii olur formu

ILAG DISI GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR IGCIN BASVURU FORMU

HASTA BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI *

ARASTIRMANIN ADI ( CALISMANIN ACIK ADI ):

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

Goniilliiniin Bas Harfleri << >>

Bir arastirma galigmasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden &nce
aragtirmanin neden yapildigm bilgilerinizin nasil kullanilacaginin galismanin neleri igerdigini ve olasi
yararlanim risklerini ve rahatsizlik verebilecek konular1 anlamamiz 6nemlidir Liitfen asagidaki bilgileri
dikkatlice okumak igin zaman aywrmz ve eger istiyorsamz 6zel veya aile doktorunuzla konuyu
degerlendiriniz. Eger bir baska ¢alismada da yer aliyorsaniz bu galismada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katihp katilmama karari tamamen size aittir. Eger galismaya katilmaya karar verirseniz
imzalamaniz i¢in size bu Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formu verilecektir. Katilmaya karar verirseniz,
calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta &zgiirsiiniiz. Bu durum sizin aldiginiz tedavinin standardini
etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu klinik ¢aligmaya katihminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz
bilgilendirilecektir. Ayrica destekleyici firma g¢aligmay: sonlandirmaya karar verirse bu durumda da
¢alismadan ¢ikartilacaksiniz.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR? Aciklayiniz

Yardimer Ureme Tekniklerinde ile tedavisi sirasinda bazi hastalar kullandiklar: ilaglara kars: farkli tepki
verebilmektedirler. Bazi hastalarda istenilen yumurta sayisina ya da istenilen kalitede yumurtaya
ulagilamazken bazilarinda istenilenden g¢ok sayida yumurta gelisimi saglanabilmektedir, ki bu say1
gerekenden ¢ok daha fazla oldugunda yumurtaliklarin boyutu artar, agirt uyarilmis olan bu yumurtaliklardan
salgilanan yiiksek hormon seviyesi nedeniyle iki hafta igerisinde bazi yan etkiler goriilebilmektedir
(Yumurtaliklarin asir1 uyarilmas: sendromu: OHSS). Bu yan etkiler viicut boslugunda sivi birikimi ve bu
stvinin i¢ organlara baski yapmasi ile nefes almada zorlanma, midenin yukariya dogru basing yapmasi hatta
hayati 6nem arzeden sonuglara yol agabilmektedir. Tiip Bebek Yardimeci Ureme Teknikleri ie tedavide LA
(LiiteinlestiriciHormon) Reseptér ve ESR(Estrogen Reseptoér) GenlerindeMaydana Gelen Genetik
Degisimlerin etkisi ile ilacin etkisinin kisiden kisiye farkhilik gostermesi ve aym dozun farkli kalitede
yumurta olusturmasindaki etkisini (farmakogenetik) incelemeyi amagladik. Calismanin sonucunda LHve
ESR genlerindeki varyantlar bakimindan kaliteli ve normal sayida yumurta elde edilen bireylerle kalitesiz ve
istenilenden ¢ok az ve ¢ok daha yiiksek sayida yumurta elde edilen bireyler karsilastirildiginda genetik
farklilik saptanirsa, tedavi dncesinde bu genlerin analizinden sonra uygulanacak dozun belirlenmesi IVF
tedavisinin basar1 oranimi yiikseltecek, hastalarin zaman kaybini ve olumsuz sonuglardan psikoljik olarak
etkilenmesini Snleyecek ve agir1 yumurta olusumu sendromu gibi komplikasyonlarin &niine gegilmis
olacaktir.

CALISMA iSLEMLERI:

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Merkezinde Yardimc1 Ureme Teknikleri ile tedavi
goren ve istenilen say1 ve kalitede yumurta elde edilemeyen 50 hasta ve saglikli 50 kontrol, toplam 100
kisiden kan alinacaktir. Kan &rneklerinden DNA izolasyonu ile DNA elde edildikten sonra ve PCR
(Polimeraz Zincir Reaksyonu) yapilarak DNA Dizileme y6ntemi uygulanacaktir.
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Ek 2 (devam): Hasta bilgilendirilmis goniillii olur formu

ILAC DISI GIRISIMSEL OLMAYAN KLINiK ARASTIRMALAR ICIN BASVURU FORMU

BENIM NE YAPMAM GEREKIiYOR?

Calisma doktorunuzun talimatlarina uymaya, randevu ve vizitelere katilmaya ve yukarida anlatilan
¢alismayla ilgili tim islemlere uymaya istekli olmalisimiz. Kan &rnekleri icin aglik tokluk fark

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

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

GEBELIK VE DOGUM KONTROLU)

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR? (Varsa aciklayimiz)

GONULLU KATILIM

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

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETI NEDiR?

Calisma doktoru ziyaretleri ve cahsmayla ilgili olan tiim laboratuar testleri calisma destekleyici tarafindan
karsilanacak ve size veya bagli bulundugunuz ozel sigorta veya resmi sosyal giivenlik kurumuna
ddetilmeyecektir. Ayrica calismaya bagli makul miktardaki yol gideriniz makbuzlar gosterildigi takdirde
karsilanacaktir.

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

KISISEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

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

Calisma destekleyicisi firma ile paylasilan calisma verileri size &zel bir numara olan bir kod (“Kod”)
numarasi kullanimiyla korunacaktir. Sizin ¢alisma verilerinize ulagmak icin gerekli olan kod anahtar calisma
doktorunuzun denetimindedir., Caligsma destekleyicisi firma diizenleyici otorite veya diger denetim kurumlari
tarafindan atanmis kisiler doktorunuz tarafindan tutulan ¢alisma verilerinizi inceleyebilirler.

Doktorunuz calisma verilerinizi calisma igin kullanacaktir. Calisma destekleyicisi firma; ¢alismanin
yiriitiilmesi, teshis ve tibbi yardim gereglerinin gelistirilmesi icin calisma verilerinizi kullanabilir.
Doktorunuzun ¢alistigi kurum ve calisma destekleyicisi firmanin her ikisi de yiiriirlitkte olan veri koruma
kanunlari ile uyumlu olarak galisma verilerinizin ySnetiminden sorumludurlar.

Caligma destekleyicisi firma ¢alisma verilerinizi, sadece yukarida belirtilen amaglarda kullanacak olan kendi
grubundaki diger sirketler, hizmet alinan kurumlar, anlasmali firmalar ve diger arastirma kuruluslari ile
paylasabilir. Calismanin sonuglar1 tibbi yayinlarda yayinlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu
yayinlarda agiklanmayacaktr.
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Ek 2 (devam): Hasta bilgilendirilmis goniillii olur formu

[LAC DISI GIRISIMSEL OLMAYAN KLINiK ARASTIRMALAR ICIN BASVURU FORMU

Doktorunuz ya da galisma destekleyicisi firmadan, toplanan calisma 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 onaymizda vazgegerseniz, doktorunuz caliyma verilerinizi artik kullanamayacak ya da diger kisilerle
paylasamayacaktir. Calisma destekleyici firma onaymizdan vazgegmeden oOnceki ¢alisma verilerinizi
kullanmaya devam edebilir.

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

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KIiSILER:

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

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR: Varsa agiklayiniz

YENI BILGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKILEYEBILIiR
Calisma siirerken ortaya ¢ikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Cahismavya Katilma Onawi

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim aciklamalar1 okudum. Bana, yukarida konusu ve amaci
belirtilen arastirma ile ilgili yazilh ve sdzlii aciklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi.
Aragtirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan
ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin aragtirmac: tarafindan arastirma dis birakilabilecegimi
biliyorum.

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

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

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1/ Soyadi / imzas1 / Tarih

* Aciklamalar hastanin anlayabilecesi aciklikta ve teknik terimlerden uzak bir sekilde belirtilmelidir.
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