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TESEKKUR

Kendiliginden diisiik ile sonu¢lanan kromozomal olarak normal veya sayisal
anomaliye sahip trofoblastik dokularda, plasentogenezde aktivator ve inhibitor
etkili mMiIRNA’larin ekspresyon seviyelerinin arastirilmasi konulu, BAP tarafindan
TTU-2021-6959 proje numarasi ile desteklenen bu ¢alisma, Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali sorumlulugundaki Genetik Hastaliklar
Degerlendirme Merkezinde yapilmistir.
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1. GIRIS ve AMAC

Kendiliginden diisiik veya spontan abortus olarak da adlandirilan gebelik
kaybu, intrauterin hayatta 20. gebelik haftasi ve 6ncesi donemde fetislin canliligini
kaybetmesi olarak tanimlanmaktadir. Gebelik kaybi, erken gebelikte en sik goriilen
komplikasyondur (1, 2).

Kendiliginden diisiikler, aileler ve toplum igin 6nemli bir saglik sorunudur.
Etiyolojide uterin anomaliler gibi yapisal bozukluklar ile hormonal-immunolojik
etkenler gibi nedenler dislandiktan sonra, genetik faktorler oOncelikli olarak
arastirilmalidir. Bu genetik faktorler iginde kromozomal anomaliler en biiyilik grubu
olusturdugu i¢in ilk basamak plasental dokunun sitogenetik analizi olmahdir (1, 2).
Sitogenetik analizde anomalili karyotip (siklikla sayisal anomaliler ve 6zellikle de
anoploidiler) veya cinsiyeti erkek lehine (XY) normal konstitlisyonel karyotip
belirlendiginde bu durum abort materyalinin gercek karyotipi lehine
yorumlanmaktadir. Rutin sitogenetik analizde normal kadmn karyotipi (XX)
belirlendiginde ise annenin desidual hiicreleri ile kontaminasyon (yaklasik %80-90
oraninda) riski yiiksek oldugundan, bu kromozom analizinin sonucunun anneye mi
yoksa fetlise mi ait oldugunun ayirimi yapilamamaktadir (1-4).

Son yillarda, kromozomal anomalilerin yan1 sira kendiliginden diisiik
etiyolojisinde gen/DNA/RNA diizeyindeki ¢aligmalar da onem kazanmaya
baglamistir (5-8). Ozellikle kendiliginden diisiikler ile mikroRNA (miRNA)
ifadelenme (ekspresyon) seviyeleri arasindaki iliski giderek daha fazla merak

uyandirmaktadir. Bu calismada da trofoblastik dokuda plasentogenezi diizenleyen



(aktivatdor ve inhibitor etkili) miRNA ekspresyon seviyeleri arastirilmistir.
Literatiirdeki caligmalarda, gercek fetal doku ayrimi yapilmayan plasental
orneklerde, fetal/maternal miRNA ekspresyon sonuglari sunulmakta iken; ilk defa

bu caligma ile fetal dokuyu yansitan erkek cinsiyette normal karyotip saptanmis

veya sayisal kromozomal anomali (andploidi ve triploidi) belirlenmis trofoblastik
doku 6rnekleri secilerek, miRNA ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir.
Literatiirde trofoblast invazyonu tizerinde inhibitor (6rnegin MIR34a) veya
trofoblast proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu iizerinde aktivatér (6rnegin
MIR378a-5p) etkisi olan miRNA’lar ile iliskili ¢aligmalar yer almakla beraber bu
grup miRNA’larin kendiliginden diisitk materyalleri tizerindeki etkisini gdsteren
calismalar son derece siirhidir (9-11). Diger bir kisitlilik ise kendiliginden diistikler
ile yapilan caligmalarda fetal/maternal doku ayriminin yapilmamis olmasidir.
Ventura ve arkadaslar1 spontan abortusu olan 11 kadina ait plasental 6rnek
(fetal/maternal doku ayrimi yapilmaksizin) ile medikal nedeni olmaksizin kiiretaj
yapilan 20 kontrol grubu kadina ait plasental 6rnekte direkt cerrahi islemi takiben
MIR17 ve MIR19b’nin ekspresyon seviyelerini arastirmiglardir (12). Hosseini ve
arkadaslarinin ¢aligmasinda da diisiik materyalinin fetal doku lehine oldugunun
ayrimi yapilmaksizin miRNA ekspresyonu 24 plasenta érneginde ¢aligilmistir (13).
Her iki ¢alismada da plasental dokunun gergek fetal dokuyu mu yoksa anneye ait
desidual dokuyu mu yansittiginin ayrimi yapilmamistir. Bu nedenle bu
caligmalardaki miRNA ekspresyon seviyeleri ile ilgili elde edilen verilerde kisitlilik
sz konusudur. Bu galismada ise, fetal doku lehine secilen plasental érneklerde

(trofoblastik dokularda) plasenta gelisiminde aktivator etkili MIR378a-5p,



MIR376¢ ve MIR195 ile inhibitor etkili MIR34a ve MIR210 ekspresyon
seviyeleri, 42 normal XY karyotipli kontrol grubu ile 58 anomalili (andploidi ve
triploidi) karyotip belirlenen ¢alisma grubunda arastirilmistir. Bu hali ile ¢alisma,
gergek fetal dokuyu yansittigi bilgisine sahip olunan hastalarin diisiik materyalleri
uzerinde miRNA ekspresyon seviyelerinin belirlendigi ilk ¢alismadir ve sonuglari
acisindan da fetiisii yansitan gebelik kaybina ait daha dogru verilerin eldesine
olanak saglamustir.

Sonug olarak bu tez calismasi ile kromozomal anomaliler gibi iyi bilinen
etiyolojik faktorlerin disinda plasenta gelisiminde Onemi olan miRNA’larin
ekspresyon seviyelerinin  ve abort patofizyolojisindeki olast rollerinin

degerlendirilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. MikroRNA

2.1.1. Tarihce

MikroRNA'lar, gesitli hedef genlerin ekspresyonunu posttranskripsiyonel
olarak diizenleyen kiiciik endojen tek zincirli RNA'lardir (14). Insan genomu,
yaklasik 2.700 olgun miRNA (15) ve GENCODE verilerine (v.29) gore diisiik
varyasyonlara sahip izoformlar da dahil olmak tizere 200.000'den fazla miRNA
transkripti kodlamaktadir (16). Nematodlar, sinekler ve memelilerde genomun
yaklasik %1'ini miRNA'larin olusturdugu tahmin edilmektedir (17-20).

Memeli gelisimi, fizyolojisi ve hastaliklar1 i¢in temel 6neme sahip birgok
kesifte oldugu gibi, bilinen ilk miRNA da memelilerde degil, omurgasiz bir canlida
kesfedilmistir (14). Ilk olarak Victor Ambros ve ark. tarafindan, bir arastirmada,
Caenorhabditis elegans (C. elegans) larva gelisiminin zamanlamasini kontrol ettigi
bilinen, bir gen olan, lin-4'in protein kodlamadigi1 ancak bir ¢ift kiigiik RNA
sentezledigi kesfedilmistir. Yaklasik 22 niikleotid ve 61 niikleotid uzunlugundaki
iki kiigik lin-4 gen iriiniinden uzun olanin, daha kisa olana onciiliik ettigi ve bir
stem-loop formasyonunda katlanacagi tahmin edilmistir. Bu lin-4 gen Urind veya
urtnleri, lin-14 haberci RNA’s1 (messenger RNA, mRNA) {izerindeki 3’
translasyona ugramayan bolgedeki (3’ untranslated region, 3'UTR) bir tekrar
dizisinin tamamlayicisidir (21). Ruvkun laboratuvari, lin-4 aracili bu diizenlemenin
lin-14 mRNA seviyelerinde gozle goriiliir bir degisiklik olmaksizin LIN-14 protein
miktarini1 6nemli dlgiide azalttigini géstermistir (21). Bu kesifler, birinci larvanin

hiicre boliinmelerinden gegisini tetikleyen diizenleyici yolun bir pargast olarak



antisens bir mekanizma ile lin-4 RNA'larin lin-14 3'UTR bolgesi araciligiyla
etkileserek lin-14 mRNA'sinin translasyonunu dogrudan veya dolayli olarak inhibe
etmek tlizere diizenleyebildigi bir modeli desteklemektedir (21, 22).

2000 yilinda, Ruvkun laboratuvari tarafindan C. elegans’ta gelisim
zamanlamasimi kontrol eden let-7 gen (23) Urind olan ikinci kigik RNA
tanimlanmustir. lin-4 RNA gibi 21 nukleotidli let-7 RNA’nin da ¢ift sarmalli bir sag
tokast (hairpin) Onciiliinden sentezlendigi dislintilmistiir (24). Gelisimsel
zamanlamada duzenleyici roli olan lin-41’in 3'UTR’sindeki bir dizi, let-7 gen
iriiniiniin tamamlayicisidir  ve let-7’nin islevinin, lin-41 mMRNA 3’UTR’sine
dogrudan baglanmak ve lin-41 ekspresyonunu inhibe etmek oldugu diisliniilmiistiir
(25). Solucanlardaki kismi baz eslesmesi yoluyla genleri hedef alan bu kiigiik
RNA'larin iki farkli 6rnegi, gen regiilasyonuna yeni bir anlayis getirmistir (24). Kisa
lin-4 RNA, mikroRNA'lar veya miRNA'lar olarak adlandirilan ¢ok sayida kiigiik
diizenleyici RNA simifinin kurucu iiyesi olarak kabul edilmektedir (26-29).
Fonksiyonel c¢alismalar, miRNA'larin hemen hemen her fizyolojik siiregte yer
aldigini ve dolayistyla miRNA diizensizliklerinin insandaki pek ¢ok patolojik stire¢
ile baglantili oldugunu gostermistir (30). Protein translasyonunun inhibisyonu veya
mRNA bozulmasinin tegvik edilmesi yoluyla miRNA'lar, hiicre farklilasmas1 ve
proliferasyonu ve biyiume, apoptoz, anjiyogenez, inflamasyon, redoks sinyali ve
diger endotel fonksiyonlar gibi fizyolojik ve patolojik pek cok siirecte rol
oynamaktadirlar (24, 26, 31, 32). miRNA'larin g¢esitli biyolojik asamalarin
anomalilerinin baslangicinda ve ilerlemesinde rol oynadigina dair ortaya ¢ikan

kanitlarla birlikte son birkag on yilda miRNA temelli tedavilere biiyiik bir ilgi s6z



konusudur (33, 34). miRNA iligkili gen diizenlemesinin kapsami ve 6nemi, daha
fazla miRNA ve bunlarin diizenleyici hedefleri ve islevleri kesfedildik¢e daha ¢ok

odak haline gelmektedir.

2.1.2. MikroRNA Ekspresyonu ve Biyogenezi

Istenmeyen genetik materyallerin ve transkriptlerin baskilanmasi igin
Okaryotlarda ¢ok sayida kiiglik RNA tiirii evrimlesmistir (35, 36). Kii¢ik susturucu
RNA'lar1 tanimlayan ozellikler ise az sayida (~20-30) nikleotid icermeleri ve
hedeflerine yonlendirdikleri Argonaute (AGO) protein ailesi tiyeleriyle iliskileridir.
Tipik olarak hedef genlerin ekspresyonunun azalmasina neden olmaktadirlar ve bu
farkli kiigik RNA siniflari, karmagik gen regiilasyon modellerine rehberlik
etmektedirler. RNA siniflar1 arasinda, biyogenez ic¢in gerekli proteinlerde,
diizenleyici islevlerini yerine getiren AGO igeren komplekslerinin yapisinda (AGO
ve PIWI), gen regiilasyon yollarinda ve biyolojik islevlerinde farkliliklar yer
almaktadir (35). Hayvan tiirlerinde, genel olarak susturmay1 indiikleyen ti¢ kiigiik
RNA grubu eksprese edilmektedir: mikroRNA (miRNA), endojen kisa interfering-
small interfering RNA (siRNA) ve PIWI etkilesimli-PIWI interacting RNA
(piIRNA) (7, 36). Bunlar arasindan miRNA'lar, pek ¢ok somatik dokuda baskin olan
kiiciik RNA sinifin1 olusturmaktadir (37).

Biyogenezi zamansal ve uzamsal olarak siki kontrol altinda olan
miRNA’larin diizensizlikleri birgok hastalik, 6zellikle de kanser ile iliskilidir (37).

MikroRNA biyogenezi, hem niikleer hem de sitoplazmik asamalar1 igeren



kompleks bir sirectir (26). Biyogenez asamalarindaki farkliliklardan dolay1
kanonik ve kanonik olmayan iki farkli yol ile iiretilmektedirler (38-41). Kanonik
yol, miRNA sentezinin yaklasik %99'undan sorumluyken kanonik olmayan yolun
kalan miRNA sentezinden sorumlu oldugu varsayilmaktadir (37).

Insanlarda, kanonik miRNA genlerinin ¢ogu, kodlayan veya kodlamayan
transkriptlerin intronlarinda yer alirken baz1t miRNA dizileri ekzon bélgeleri iginde
yer almaktadir (7, 37). MikroRNA kodlayan genler, tek gen (monosistronik) olarak
veya bir lokus igindeki miRNA kiimesi (polisistronik) bileseni olarak transkribe
edilebilir (42). Bir polisistronik transkripsiyon kiimesi icinde yer alan miRNA
genleri, farkli ‘miRNA ailesine’ iiye olabilir (43). Ayn1 ‘miRNA ailesi’ liyelerinin,
genellikle olgun mIRNA ile 2-8 niikleotidlik 6zdes bir diziye sahip oldugu kabul
edilmektedir (44). Ayn1 kiimedeki miRNA'lar, genellikle birlikte transkripsiyona
ugrarken her biri posttranskripsiyonel diizeyde ek bagimsiz diizenlemelere
ugrayabilmektedirler (37). Ornegin, evrimsel olarak korunan kiimelerden biri,
bilateryen hayvanlarin gelisiminde 6nemli bir rolii olan mir-100~let-7~mir-125
kiimesidir (43) ve aralarindan let-7 miRNA, embriyonik kok hiicrelerde ve
memelilerdeki  bazi  kanser  hiicrelerinde  posttranskripsiyonel — olarak
baskilanmaktadir (37). Bunun disinda, miRNA genleri kendi veya intron
bolgesinde bulundugu protein kodlayan ‘konake¢i’ genlerin promotorleri
araciligiyla transkribe edilebilmektedirler (42). Bununla birlikte, miRNA
genlerinin genellikle ¢oklu transkripsiyon baglangi¢ bolgelerine sahip oldugu (45)
ve intronik miRNA'larin  promotorlerinin - bazen  ‘konak¢1’  genlerin

promotorlerinden farkli oldugu da bildirilmistir (46).



MikroRNA  transkripsiyonu, = RNA  polimeraz Il  tarafindan
gerceklestirilmektedir ve bu siireg RNA polimeraz II ile iliskili transkripsiyon
faktorleri ve epigenetik diizenleyiciler tarafindan kontrol edilmektedir (47, 48). EK
olarak RNA polimeraz III’iin de farkli organizmalarda bazi miRNA
transkripsiyonlarinda rol oynadigi kaydedilmistir (49, 50). Kanonik yol ile RNA
polimeraz II tarafindan miRNA dizilerini igeren birincil miRNA (primary
microRNA,; pri-miRNA) olarak bilinen transkriptler uretilmektedir (48). Pri-
mIiRNA, olgun miRNA dizisinin de igine dahil oldugu bir kilobazdan fazla
niikleotid iceren bir stem-loop seklindedir. Tipik bir pri-miRNA, 33-35 nt’lik bir
govdeden, terminal bir halkadan ve 5’ ve 3’ ucundaki tek iplikli RNA (single
stranded RNA; ssSRNA) segmentlerinden olusmaktadir (37). Transkripsiyonun
ardindan, pri-miRNA birtakim olgunlasma asamalarindan gegmektedir (51). Hem
nikleer hem de sitoplazmik asamalardan olusan bu kompleks siirecte, spesifik
olarak cift iplikli RNA (double stranded RNA; dsRNA) lzerinde etkili olan RNaz
III tipi endoniikleaz olan Drosha ve Dicer proteinleri rol almaktadir (26, 37, 52).
Olgunlagma siireci, niikkleer kompartmanda miRNA prekiirsorii veya pre-miRNA
olarak bilinen ~60-70 nt’lik stem-loop ara iiriinii serbestlestirmek tizere Drosha ile
pri-miRNA'nin kirpilmasiyla baglamaktadir (52). Drosha proteinin tek bir dSRNA
baglanma bolgesi (dsRBD), substrat ile giiclii etkilesim ic¢in gerekli ancak tek
basina yeterli olmamaktadir (53). Niikleoplazmada ve niikleolusta yerlesen (54, 55)
DGCRS proteini (omurgasizlarda Pasha olarak bilinen), igerdigi iki dsRBD'si
araciligiyla pri-miRNA’y1 tanir (56). Korunmus C terminal bolgesi araciligiyla da

Drosha ile etkilesime girer (55). Boylelikle Drosha, ek RNA baglama aktivitesi



gosteren ve temel kofaktorii olan DGCRS ile birlikte “mikroislemci kompleksi”
olusturmaktadir (53, 57-59). Mikroislemci kompleksi, ssSRNA segmentleri, ~35 nt
uzunlugundaki gévdeyi ve pri-miRNA'nin terminal halkasini tanimaktadir. Bazal
baglant1 noktasi, boliinme yerini belirlenmede ana referans nokta olarak islev
gormekteyken (56, 60); apikal baglanti noktasi, verimli ve dogru pri-miRNA isleme
icin 6nemlidir (61, 62). Mikroislemci kompleks, bazal baglanti noktasindan ~11 nt
ve apikal baglanti noktasindan ~22 nt dlger ve Drosha bu noktadan pri-miRNA'y1
parcalar (56, 61).

Bu ilk islemden sonra, pre-miRNA'lar olgunlagmalarinin tamamlanabilmesi
icin exportin 5 (EXP5) proteini ve GTP-baglayici niikleer protein RAN*GTP’den
olusan ‘tasima kompleksi’ aracilifiyla sitoplazmaya aktarilir (63, 64). EXP5
proteini, yalnizca pre-miRNA’nin sitoplazmaya taginmasina aracilik etmekle
kalmayip serbest pre-miRNA’y1 niikleer alanda yikimdan da korumaktadir (65).
Tasima kompleksinin, niikleer por kompleksten gecisini takiben, GTP hidrolize
olur, bu da tasima kompleksinin ¢oziilmesine ve pre-miRNA'nin sitozole
salinmasina neden olmaktadir (65). Sitoplazmaya aktarildiktan sonra, pre-miRNA,
Dicer tarafindan terminal halkanin yakiminda boliinerek kiiciik bir RNA dupleksi
seklinde serbest birakilir (66-70). Uretilen kiiciik miRNA dupleksi daha sonra RNA
kaynakli susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex, RISC) ad1 verilen
efektor bir kompleksi olugturmak tizere bir AGO proteinine yuklenir (71-73). RISC
kurulumu iki adimi igerir: RNA dupleksinin yiiklenmesi ve ardindan ¢6ziilmesi
(74). RISC'yi uygun mRNA hedeflerine yonlendirmek Uzere (73, 75-77) RNA

dupleksinin yiiklemesinin ardindan olusan pre-RISC kompleksi, olgun bir RISC



olusturmak i¢in “yolcu zinciri (miRNA*) hizla uzaklastirir. Geride kalan "kilavuz
zincir", genellikle ¢ok daha yayginken (toplamin ortalama %96-99’u); biyolojik
olarak daha aktif olan, uzaklastirilan yolcu zincirdir (37).

Drosha tarafindan pri-miRNA’nin tanmmasi, ardindan bdliinmesiyle
baslayan ve pre-miRNA yapilarinin olugmasini saglayan kanonik yolun aksine,
kanonik olmayan yolda dallanmis intronlar, Drosha aracili boliinme olmaksizin
mIiRNA processing yoluna girmek igin pre-miRNA'larin yapisal dzelliklerini taklit
etmektedir (38, 39). Konak¢i genler tarafindan kodlanan mRNA'nin splicingi
sonucunda elde edilen bu yoldaki pre-miRNA'lar/intronlar mirtronlar olarak
adlandirilmaktadir (39).

Alternatif yollarin varligi, miRNA biyogenezinin evrimsel siirecteki farkl
gelisimini  yansitmaktadir. Fonksiyonel miRNA'larin  biiyilk ¢ogunlugunun
biyogenezleri i¢in kanonik yolu takip etmesi ve korunmus miRNA'larin (6rnegin,
MIR320 ve MIR451) sadece yaklasik %1'inin omurgalilarda Dicer veya Drosha'dan
bagimsiz olarak iiretilmesi dikkate degerdir. Diger kanonik olmayan yoldan gelen
miRNA'lar daha az orandadir ve korunmalar yetersizdir. Bu nedenle, kanonik
olmayan yol ile sentezlenen miRNA'larin fonksiyonel uygunlugu dikkatle

yorumlanmalidir (37).
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2.1.3. MikroRNA Molekiiler Etki Mekanizmasi

RNA susturmada miRNA’lar, hedef mRNA'lar1 ile baz eslesmesi yoluyla
kilavuz islevi goriirken; RISC bileseni AGO proteinleri, translasyon inhibisyonunu,
mRNA deadenilasyonunu ve mRNA bozulmasini indiikleyen faktorleri toplayan
efektorler olarak islev gormektedir (78).

Genellikle, hedef mRNA'larin 3" UTR’sinde miRNA baglanma bolgeleri
bulunmaktadir (44). Daha nadiren de miRNA’lar islevlerini, hedef mRNA’larin 5'
UTR (79), ORF (open reading frame) (80) ya da promotdr (81) bolgelerine
baglanarak yerine getirmektedirler. Insanda protein kodlayan genlerin %60'imdan
fazlast en az bir korunmus miRNA baglama bolgesi icermektedir. MiRNA’larin
“cekirdek dizisi (seed)” olarak ifade edilen 2-8 niikleotid uzunlugundaki ana
dizileri, hedef mRNA’ya tam uygunluk gostererek baglanmayi1 sagladiklari igin
biiyiik 6nem tasimaktadir. Bununla birlikte miRNA downstream nikleotidleri de
hedef mRNA ile baz eslesmesine katkida bulunmaktadir (37, 82). Hedef mRNA'nin
direkt boliinmesi veya protein sentezinin bir sekilde inhibisyonu, miRNA'lar ile
hedeflerinin 3’UTR bolgeleri arasindaki uygunluk derecesine baglidir (26).
MikroRNA ve hedefi 3" UTR arasindaki tam veya tama yakin uygunluk olmasi,
hedef mRNA'y1 parcalamak {izere RISC'yi indiiklemektedir. Hatali baz eslesmesi
ise temelde hedef mRNA ’nin translasyonel susturulmasini indiiklemekteyken; ayni
zamanda hedef mRNA miktarmi1 da azaltabilmektedir (83). MikroRNA'larin,
MRNA stabilitesini etkilemeden protein seviyelerini azalttig1 6nerisi ilk kez,
Ruvkun laboratuvar1 tarafindan lin-4 aracili diizenlemenin lin-14 mMRNA

seviyelerinde gozle goriiliir bir degisiklik olmaksizin LIN-14 protein miktarini
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onemli Ol¢iide azalttiginin gosterilmesi lizerine One sitiriilmistiir. Zaman iginde
memeli hiicre kiiltlirlinde yapilan ¢aligmalar bu model i¢in daha fazla destek
saglamistir.  Hedef = mRNA  deadenilasyonu  yoluyla  translasyonun
engellenebilecegi, translasyon baslangicinin bloke edildigi ya da translasyon
baslangicindan sonraki adimlarin hedeflenmesi gibi etki mekanizmalart miRNA
iliskili susturma igin Onerilmistir (84). Son zamanlardaki ¢alismalar, translasyona
ugramamis mRNA'lar iceren ve mRNA bozunma bolgeleri olarak hizmet edebilen,
P-cisimleri (Processing bodies, PB) olarak anilan, spesifik sitoplazmik odaklarin
varhigini ortaya ¢ikarmistir (85) ve bir dizi posttranskripsiyonel diizenleyici yol,
PB’lere baglanmistir (86). Etkilenen mRNA'larin yani sira miRNA diizenleyici
sistemin protein bilesenlerinin de sitoplazmik graniiler PB’ler i¢inde biriktigi
gosterilmistir (85, 87). Bu durum da ribozomlardan ve baslatma faktorlerinden
yoksun olan PB’lerin, hedef mRNA'min yeniden konumlandirilmasint ve

inhibisyonu bagsarmanin bir yolu olabilecegi ihtimalini artirmistir (88).

2.2. Plasenta Gelisimi ve Fizyolojisi

2.2.1. Blastosist Implantasyonu

Plasenta, embriyo ve fetlis gelisimi, fertilizasyon ile baslayan devamli bir
stirectir. Fertilizasyondan sonraki 1 ile 3. giinlerde fallop tiipii iginde gelisen
“zigot”, takip eden 4. giinde “morula” formasyonunda uterin kaviteye ulasmaktadir.
Besinci giinde, morula i¢inde sivi birikimi ve hiicrelerin polarizasyonu ile

“blastosist” halini almaktadir. Blastosist, plasenta ve fetal zarlar1 olusturacak bir dig
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hiicre tabakasina (trofoblast), embriyoyu olusturacak bir i¢ hiicre tabakasina ve sivi
dolu bir bosluga sahiptir. Altic1 giinde, biiyiimenin devamlilig: i¢in gerekli olan
substratlara erisim saglayan maternal endometriuma blastosist implantasyonu
gerceklesmektedir. Implantasyon terimi, blastosistin uygun bir uterin konuma
hareketini, adhezyonunu ve invazyonunu kapsamaktadir (89). Blastosistin uygun
uterin konuma adhezyonunu takiben, son derece hizli trofoblast proliferasyonu
baglar ve trofoblast hiicreleri, maternal uterin stromay istila eden multiniikleer
sinsityotrofoblastlar1  olusturmak {izere hiicresel fiizyona ugramaktadir.
Sinsityotrofoblastlar multifonksiyonel hiicrelerdir; ancak en temel islevleri: emilim,

degis tokus ve 6zel hormonal fonksiyonlardir (90).

2.2.2. Plasenta Gelisimi

Insan plasentasmin gelisimi, blastosistin implantasyonu ile baslamaktadir
(91). insan plasentasi, gebeligin yaklasik 21. giiniinde kesin yapis1 ortaya cikan
(90), dogumdan sonra uterustan atilan, normal gelisimi saglamak icin gerekli ve
gebelik ilerledikge degisen birgok islevden sorumlu fetal bir organdir (92).

Erken gebelikte, plasentanin birincil rolleri arasinda maternal endometriuma
invazyon, maternal vaskiiler sistemi yeniden sekillendirmek ve gebeligi stirdiirmek
icin dnemli olan hormonlari salgilamak yer almaktadir. Plasenta, fetiise kan akisini
ve besin dagitimini diizenlemektedir (92). Maternal-fetal degisim, maternal ve fetal
kan1 boliimlere ayiran multiniikleer sinsityotrofoblast tabakasi tarafindan

cevrelenen sitotrofoblast hiicrelerinin dallanma labirentinde meydana gelmektedir
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(93). Labirent, trofoblastik dev hicreler ve spongiotrofoblastik hiicreler iceren bir
baglant1 bolgesi ile maternal desiduadan ayrilmaktadir. Insanlarda plasental villus
dogrudan maternal kana uzanmaktadir. Bu villuslar, ekstravilloz sitotrofoblast
hiicreleri tarafindan maternal desiduaya baglanan bir sinsityotrofoblast tabakasi ve
villoz sitotrofoblast hiicrelerinden olugsmaktadir (93).

Fetiise kan akisini ve besin dagitimimi diizenlemek disinda plasenta, fetiisii
olumsuz cevresel etkilerden korumaktadir ve genellikle birden fazla organin
(akciger, beyin, bobrek, bagisiklik sistemi vb.) islevini de yerine getirmektedir (92).
Bu fetal organ, hiicre biyolojisi ve gelisimi ile endokrinoloji, immiunoloji ve
anjiyogenez dahil olmak lizere biyolojinin g¢esitli yonleri i¢in bir model olarak

kullanilmigtir (90).

2.2.3. Plasentogenezde Aktivatdr ve Inhibitor Etkili miRNAlar

MikroRNA'lar, anne ve fetiis hastaligina ve saghigina iliskin plasental
fonksiyonun, siiphesiz, en iyi calisilmis epigenetik diizenleyicileridir (94). Insan
plasental dokusunda eksprese edilen birgok miRNA tanimlanmustir (95). EK olarak,
mIRNA biyogenezi icin gerekli ¢gekirdek proteinler, villoz trofoblast hiicrelerinde
de tespit edilmistir (96). Kanonik miRNA biyogenezinde rol alan Dicer ve Drosha
enzimlerinin germline eksikliginin erken embriyogenezde 6liime neden oldugu
bildirilmistir (97, 98). Dicer ve Drosha eksikliginin neden oldugu 6zdes fenotiplerin
bulunmasi, bu iki enzimin ayni yolakta islevi olmasiyla tutarlidir ve implantasyon

sonrast embriyoda miRNA'lara ihtiya¢ oldugunu gostermektedir (98). Benzer
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sekilde, Dgcr8 knock-out fare embriyolarinda, gelisiminin erken asamalarda
durdugu ve knock-out embriyonik kok hiicrelerde proliferasyon ve diferansiyasyon
kusurlar1 oldugu gésterilmistir (99). Insanlarda ise DGCRS8’i igeren genomik
bolgenin delesyonu, DiGeorge sendromu ile iliskilendirilmistir (100, 101).

In vitro ¢aligmalar ile miRNA'larin trofoblastik hiicre proliferasyonunu,
migrasyonunu, invazyonunu, apoptozunu ve anjiyogenezi diizenledigi de
gosterilmistir (9, 11, 102-104). Riskli gebelikleri olan kadinlarda, plasentada
miRNA'larin anormal ekspresyonu bildirilmistir (105, 106). Bu nedenle,
plasentanin normal gelisiminde miRNA'larin gerekli olmasi, anormal miRNA
ekspresyonunun ise hatali plasentasyon ve riskli gebeliklerle iligkili olmast
muhtemeldir (94, 107).

Bu dogrultuda yapilan bir ¢alismada, embriyogenezde kritik rolii olan
transforming growth factor-p (TGF-B) super ailesinin (108-110) bir Gyesi olan
Nodal’in miRNA'lar tarafindan diizenlenmesi incelenmistir (11). Besinci
kromozomun uzun kolunda (5932) yer alan PPARGC1B geninin ilk intronunda
MIR378 ailesinin iki 0yesinden biri olan MIR378a-5p'nin (111), Nodal't
hedefleyerek trofoblastik hiicre sag kalimini, proliferasyonunu, migrasyonunu ve
invazyonunu destekleyebilecegine dair kanitlar saglanmistir. Ayrica, plasental
MIR378a-5p ekspresyon seviyelerinin gebelik evrelerine gore degistigi ve
preeklampsi (PE) ile tehlikeye giren gebeliklerde disregiilasyon oldugu
gosterilmistir (11). Plasental gelisimde aktivator etkili bu MIR378a-5p, kolon
kanser hiicre hattinda da overeksprese edilerek bu dokularda gelisen trizomi ve

tetrazomi gibi sayisal kromozomal anomaliler ile iligkilendirilmistir. Ayni
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caligmada hem kontrollerde hem de MIR378a-5p overekspresyonu olan HCT-116
(insan kolon kanser hiicre hatti) hiicrelerinde nullizomi ve monozomi ise daha az
siklikta gorilmistiir (112).

NCBI referans sekansma (NR 029861.1) gore MIR376¢c, kromozom
14q32.31°de yerlesmis olup plasentada, gelismekte olan embriyolarda ve eriskin
dokularda eksprese edilen C14MC gen kimesinin bir Gyesidir (113). Insan
plasentasinda yiiksek oranda eksprese edilen C14MC gen kiimesi, anneden
genomik baskilanan (maternal imprinted) genler tarafindan kodlanmaktadir (114).
Imprinted genlerin insan embriyonik gelisiminde rol oynadigi ve hicresel
farklilagma ve prognozunun duzenlenmesinde 6nemli roller oynadig: bilinmektedir
(115). Embriyogenezde kritik rolii olan TGF-B/Nodal sinyal yolaginin miRNA’lar
tarafindan diizenlenmesine iliskin bir ¢aligmada trofoblastik dokuda MIR376¢
ekspresyon seviyeleri ¢alisilmis ve MIR376¢'nin, trofoblastik hiicre aktivitesini
nasil diizenlediginin ve PE patogenezine nasil katkida bulunabileceginin daha da
netlestirilmesi amaglanmigtir. MIR376¢'nin, TGF-p ve Nodal sinyalini bozmak
lizere reseptorlerini (sirast ile ALKS ve ALK7) kismen baskilayarak trofoblastik
hiicre proliferasyonunu, sag kalimini, migrasyonunu ve invazyonunu destekledigi
gosterilmistir (103).

TGF-B/Nodal sinyali {izerinden trofoblastik hiicre migrasyonunu ve
invazyonunu destekledigi bilinen bir diger miRNA ise 17p13.1°de yer alan MIR15
gen kimesi tyesi MIR195°tir (9, 116). MIR195 bu etkisini, Nodal dahil olmak
Uzere TGF-B siiper ailesinin birkag¢ iiyesinin ortak reseptorii olan, ActRIIA'nin

(117) ekspresyonunu diizenleyerek gostermistir. MIR195'in anormal ekspresyonu,
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insan plasentasinda ActRIIA'min aracilik ettigi Activin/Nodal sinyallesmesine
mudahale ederek PE olusumuna katkida bulunabilecegi 6ne siiriilmiistiir (9).
MIR34a, birinci kromozomun kisa kolunda (1p36.22) ¢ok sayida kanserle
iligkili bir bolgede kodlanmaktadir. MIR34a'y1 kodlayan birincil transkript iki
ekzona sahiptir. Ik ekzon, olgun MIR34a dizisinin yaklasik 30 kb upstreaminde
bir CpG adasi (sitozin-fosfat-guanin bolgeleri) i¢inde p53 igin baglanma bolgesi
bulunmaktadir. ikinci ekzon ise prekiirsor MIR34a sekansini igermektedir (118,
119). Birincil transkript ve promotor yapisi gbz oniinde bulunduruldugunda
MIR34a’nin, dogrudan p53 tarafindan transaktive edildigi ve p53 tarafindan
baslatilan gen ekspresyon programinin énemli bir bileseni oldugu gosterilmistir.
MIR34a'ya yanit veren genler arasinda hiicre dongiisiinii, apoptozunu, DNA
onarimini ve anjiyogenez basamagini kontrol eden transkriptler oldukg¢a fazladir
(118). Bununla birlikte farkli biyolojik yolaklarda MIR34a icin baska direkt
hedefler de bildirilmistir (120). Ornegin, MIR34a plasenta vaskiilarizasyonu ve
gelisimi i¢in 6nemli olan Notch sinyal yolaginda (121, 122) yer alan, DLL1 (delta-
like protein) proteinini inhibe ederek Notch sinyalini bozabilmektedir (120).
Proliferasyon Uzerindeki inhibisyon etkisi iyi bilinen MIR34a'nin, migrasyon ve
invazyon Uzerindeki inhibiyon etkisi de hepatoselluler kanser hucreleri Gzerinde
yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir (123). Ardindan Pang ve ark., MIR34a'nin
Jaggedl ve reseptorii Notchl'in ekspresyonunu diizenledigini ve MIR34a'nin
zorlanmis ekspresyonunun Jaggedl ve Notchl ekspresyonunun inhibisyonu
yoluyla trofoblastik hiicrelerin invazyon kapasitesini azalttigin1 gostermislerdir

(124). MIR34 ailesinin ve MIR195 kiimesinin de iginde bulundugu bir grup
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miRNA'nin ekspresyon seviyelerinin iiglincii trimester plasentalarinda 6nemli
oOlgiide artmis oldugu tespit edilmistir (125).

MikroRNA’larin hipoksik yanitta da yer aldig1 ve biyolojik olarak énemli
genlerin diisiik oksijen gerilimi ile baskilanmasina katkida bulundugu cok sayida
calisma ile gosterilmistir (96, 126-131). HIF-1a, oksijen stresine yanit olarak
hlicresel metabolizmayi diizenleyen 6nemli bir transkripsiyon faktortidiir (132) ve
HIF-1a transkripsiyonel regiilasyonuna duyarli olan miRNA’lara 'hipoksamiR'’
denilmektedir (133). MIR210, hipokside ¢esitli fonksiyonlarin kontroliinde rol
oynayan ana hipoksamirdir (134). MIR210 geni, diisiik oksijen konsantrasyonu ile
diizenlenmesiyle tutarli sekilde hipoksi ile indiiklenebilir AK123483 geninin
intronunda yer almaktadir (127). Birgok farkl hiicre tipinde hipoksiye yanit olarak
MIR210 ekspresyon diizeyi artmaktadir (134). {1k trimester plasentasinda da artan
MIR210 ekspresyonu, erken plasental gelisimde fizyolojik bir hipoksik durumu
yansitmaktadir. MIR210’nun da dahil oldugu, ilk trimester plasentalarinda baskin
olarak eksprese edilen miRNA’lar, onkogenez/anjiyogenez ve doku remodellingi
ile iliskilendirilmektedir (125). Hipoksik sartlar altinda kiiltiirlenmis trofoblastlarda
MIR210 ekspresyonunun arttigi (135, 136) ve artmus MIR210 seviyelerinin,
trofoblast hiicrelerinin migrasyonunu ve invazyonunu engelledigi de bildirilmistir
(136).

Farkli gebelik evrelerinde miRNA'larin ekspresyon profillerinde
degisiklikler goriilebilmektedir (137). Onkojenik, anjiyojenik ve antiapoptotik
ozellikler sergileyen miRNA'lar birinci trimester plasentalarinda baskin olarak

eksprese edilirken, hiicre farklilagsmasini destekleyen ve tiimor supresor olarak islev
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goren miRNA'lar {igiincii trimester plasentalarinda giiclii bir sekilde eksprese edilir
(125). Literatiirde farkli ¢aligmalarda bazi aynt miRNA’lar i¢in birbiri ile geliskili
ekspresyon seviyeleri bildirilmektedir. Ornegin, ciddi PE’li kadmlardan alman
plasental 6rneklerde mikroarray analizini takiben kantitatif gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (Quantitative Real Time-Polymerase Chain Reaction,
gRT-PCR) ile MIR195 seviyeleri degerlendirilmis ve belirgin sekilde artis
goriilmiistir (138). Diger caligmalar, preeklamptik gebeliklerde MIR195'te bir
azalma oldugunu gostermistir (9, 138). Bu tutarsizliklarin, saptama yontemlerinin
duyarhligindaki farkliliktan, kullanilan 6rneklerin farkli gebelik evrelerinden elde
edilmesinden ve/veya bireysel farkliliklardan kaynaklanabilecegi diistintilmiistir.
Ayrica, siklikla plasentanin yalnizca kiigiik bir kismi1 kullanilarak RNA eldesi s6z
konusu oldugundan plasenta ig¢indeki numune alma bolgeleriyle de
iliskilendirilmektedir (139). Baska bir ¢alismada, plasental miRNA’larin, gebelik
evrelerine gore miRNA ekspresyon profilindeki farkliligini incelemek iizere
plasental orneklerde MIR378a-5p ve MIR376¢ calisiimistir. Birinci ve ikinci
trimesterde MIR378a-5p diizeylerinin, tglncl trimestere gore daha yiiksek oldugu
(11); aksine MIR376c dlzeylerinin, ikinci ve Ucuncl trimesterlerde birinci
trimestere gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (103). Birinci ve tguncu trimester
trofoblast hiicrelerinin miRNA profilini farkli trofoblastik hiicre hatlarminkiyle
karsilagtirmay1 amacglayan bagka bir ¢alismada, C14MC icindeki miRNA'larin
ekspresyonunun, birinci trimesterden tguncl trimestere ilerledikce azaldig:
gosterilmistir  (137). Bu durumda, plasental MIR376¢ dizeylerinin Ggunci

trimesterde birinci trimestere gore daha yiiksek oldugu bulgusu ile ¢elisen sonuglar
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almmigstir. Bu ¢eliskinin, iki calisma arasinda RNA ekstraksiyonu i¢in farkl
materyallerin kullanilmasindan ve/veya kullanilan hiicre hatlarmin farkliligindan
(plasental doku ornekleri/ saflastirilmis trofoblast hiicrelerinin primer kiiltiirleri)
kaynaklaniyor olabilecegi diistintilmiistiir (139).

Farkli gebelik evrelerinde miRNA'larin farkli ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi, miRNA'larin gelisimsel olarak diizenlendigini ve gebelik sirasinda
evreye 0zgi islevleri oldugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, plasentadaki
her bir miRNA'nin uzaysal ve zamansal ekspresyon modelini tam olarak karakterize
etmek icin daha fazla ¢aligmaya ihtiyac vardir.

Bu ¢alismalar ile miRNA'larin uzaysal ve zamansal ekspresyon modelinin
anlasilmasi, bu miRNA’larin tani1 belirtegleri olarak klinik kullanimini veya
terapOtik ajanlar olarak manipiile etmenin yollarini aragtirmayir beraberinde

getirmesi olas1 gorlinmektedir.

2.3. Gebelik Kaybi Etiyolojisi

Gebelik kayb1 (diisiik), fetiisiin yasayabilir duruma erismeden Once
gebeligin  kendiliginden sonlanmasi olarak tanimlanir. Bu nedenle terim,
konsepsiyondan itibaren 24. gebelik haftasina kadarki tiim gebelik kayiplarini
icermektedir. Yenidogan bakimindaki ilerlemeler, 24. gebelik haftasi civarinda
dogan az sayida bebegin hayatta kalmasini sagladigi igin (140) bu tanimlar, iilkeler

arasinda farklilik gosterebilmektedir. Genel kabul géren tanimlama ise intrauterin
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hayatta 20. gebelik haftasi ve Oncesi donemde gebelik materyalinin canliligini
kaybetmesidir.

Amerikan Obstetri ve Jinekoloji Dernegi (ACOG) kendiliginden diisiikleri,
gebelik kayiplarinin en yaygin sekli olarak bildirmektedir. Gebeliklerin yaklagik
%?20'sinde 20. gebelik haftasi oncesi vajinal kanama goriiliir ve bu vakalarin
%50'sinde kendiliginden diisik meydana gelmektedir (141). Klinik olarak
tanimlanan gebeliklerin %10-20'sinin erken gebelik kaybiyla sonuglandigi
distiniilmektedir (142). Bir kadin gebe oldugunu anlamadan once, agir ve geg bir
adet kanamasi ile gebeligini kaybedebilecegi goz oniline alindiginda, bu oranlarin
daha da yiliksek olmast muhtemel goriinmektedir. Bir ¢alismada, serum insan
koryonik gonadotropin (hCG) 6l¢timleri ile takip edilen kadinlar arasinda, klinik
olarak tanimlanan spontan abortuslar da dahil olmak {izere, implantasyon sonrasi
toplam gebelik kayb1 oran1 %31 olarak bulunmustur (141).

Kromozomal anomaliler, spontan abortuslarin dogrudan bir nedenidir (143).
Maternal hcrelerin kontaminasyonu ekarte edilerek, kromozomal mikroarray
analizi (CMA) ile tanimlanan genetik anomaliye sahip gebelik kayiplarinin
oranmin, farkli gelisim evrelerindeki gebeliklerde onemli Olgiide farklilik
gosterdigi goriilmiistiir. Pre-embriyonik (ultrason muayenesinde gorinir embriyo
olmayan) kayiplarda genetik anomalilerin prevalansi oldukca diisiik (%9,1) iken
embriyonik (6-10 haftalik gebelik) kayiplarin %50'sinden fazlasinda ve erken fetal
(10-20 haftalik gebelik) kayiplarin neredeyse tligte birinde genetik anomali
saptanmustir (4). Prevalans, gebelik haftasina gore degismekle birlikte 20. haftadan

onceki gebelik kayiplarmin yarisindan fazlasinda kromozomal anomali
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saptanmaktadir (4, 144-146). Bunlardan en yaygin olanlar1 otozomal trizomiler,
monozomi X ve poliploidiler olusturmaktadir (147, 148).

Bu projede kendiliginden diisiige ait kiiretaj ile elde edilmis trofoblastik
doku 6rneginde sik karsilagilan otozomal trizomi (trizomi 16, trizomi 21, trizomi
22), monozomi X ve triploidi saptanmis (fetal doku lehine anomalili sonuglar)
olgular ¢alisma grubu olarak segilmistir. Fetal doku lehine secilen bu plasental
orneklerde (trofoblastik dokularda) plasenta gelisiminde aktivator etkili MIR378a-
5p, MIR376¢ ve MIR195 ile inhibitor etkili MIR34a ve MIR210’un ekspresyon
seviyeleri arastirilmistir. Boylece ekspresyon farkliliklarinin varligina veya
yokluguna gore, inhibitér veya aktivator miRNA ekspresyonlarinin normal

karyotipli ve/veya anomalili karyotipli diisiik gelisimine katkis1 degerlendirilmistir.

3. GEREC VE YONTEM
3.1. Katihmecilar ve Ornekler

Bu caligmaya dahil edilen hastalar, son ii¢ yilda Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma Hastanesi’'nde spontan abortus nedeniyle tibbi terminasyon
yapilmis ve Tibbi Genetik Anabilim Dali sorumlulugundaki Genetik Hastaliklar
Degerlendirme Merkezi’'mize (GHDM) diisiik etiyolojisi agisindan yonlendirilmis
kadinlar arasindan se¢ilmistir. Bu kadinlarin tamaminin spontan abortustan birkag
giin Once ultrason taramasi ile fetal kalp atim1i (FKA) pozitif olarak
degerlendirilmistir. Ornekler kabul edilmeden 6nce kendilerinden veya birinci

derece yakinlarindan 6nceki gebelik sayisi, 6lii dogum sayis1 ve dnceki diisiik sayisi
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gibi bilgileri i¢eren obstetrik dykiileri sorgulanmistir (Tablo 1 ve Sekil 1). Diistik
materyallerinden oncelikle diisiik etiyolojisini arastirmak amactyla karyotip analizi
yapmak iizere uzun donem doku kiiltiirti kurulmustur. Es zamanl olarak direkt
trofoblastik doku ornekleri kultire edilmeksizin -80 °C’de muhafaza edilmek tzere
ayrilmigtir. Ik basamak konvansiyonel sitogenetik analizi tamamlanmis ve
muhafaza edilen Kkiiltire edilmemis trofoblastik dokusu bulunanlar arasindan
kontrol ve ¢aligma grubu olusturulmustur.

Tablo 1. Sitogenetik anomalilerin maternal yasa gore gruplar arasinda dagilimi

Maternal = Materyal Karyotip

yals sayisi Ti6 T2l  T22 MX | Triploidi @ 46, XY
(y1l) (n) m 0 M (n (n) (n)
<25 13 1 1 0 4 1 6
25-29 22 2 1 2 4 4 9
30-34 32 4 2 1 3 8 14
>35 33 5 4 6 3 2 13
TOPLAM | 12 8 9 14 15 42

T16: Trizomi 16, T21: Trizomi 21, T22: Trizomi 22, MX: Monozomi X
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ABORT SAYISININ VE YUZDESiNiN DAGILIMI

1 m2veya3 4 ve uzeri

Sekil 1. Tiim ¢alisma grubundaki spontan abortus sayilar1 ve yiizdeleri.

Diisiik materyalinde sitogenetik analizi tamamlanan ve sonucunda sayisal
kromozomal anomali (andploidi/triploidi) belirlenen kadinlar (n=58) c¢alisma
grubu olarak se¢ilmistir. Bu gruptaki kadinlarin yas ortalamasi 32 yil (20-44) ve
gestasyon yas1 ortalamasi 64,6 giin olarak belirlenmistir. Karyotip sonucuna goére
calisma grubu icerisindeki sayisal kromozomal anomalilerin dagilimi: 15 adet
triploidi, 14 adet monozomi X, 12 adet trizomi 16, 8 adet trizomi 21 ve 9 adet
trizomi 22’dir. Monozomi X (MX) dislanarak sayisal anomaliye sahip trofoblastik
dokulardaki erkek cinsiyetinin 20 6rnekte bulundugu goriilmiistiir (Sekil 3).

Kontrol grubu, diisiik materyalinde karyotip analizi tamamlanmis ve fetal

dokuyu yansitan erkek cinsiyette normal karyotip saptanmis hastalardan (n= 42)

olusturulmustur. Kontrol grubundaki kadinlarin yas ortalamasi1 32.1 yil (22-44) ve
gestasyon yas ortalamasi 63,01 giin olarak hesaplanmustir.

Tiim kadinlarin gebelik haftalar1 son adet tarthi ve/veya ultrason ile
dogrulanmus haftalar1 esas alinarak kaydedilmistir. Gebeligin intrauterin 20.gebelik

haftas1 sonrast donemde canliligin1 kaybettigini beyan eden hastalar ile rutin
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sitogenetik analiz ile maternal-fetal ayrimi yapilamayan 46,XX karyotipe sahip
hastalar ile basit’/komplike yapisal kromozomal yeniden diizenlenmelere sahip

hastalar ¢alisma dis1 birakilmistir (Sekil 2).

TOPLAM
BASVURU

O
Sitogenetik analizi

tamamlanmis ve yeterli

Kltdr § direkt materyali bulunan
basarisizligi trofoblastik doku &rnekleri
. .

Gestasyon Basit/komplike Kontrol Calisma

yas! yapisal grubu grubu
220. hafta kromozomal (n=42) (n=58)

yeniden
diizenlenmeler Trizomiler (n=29)
46, XY .
Monozomi X (n=14)
Triploidi (n=15)

Sekil 2. Spontan abortus etiyolojisi icin GHDM’e refere edilen tiim trofoblastik
doku 6rneklerinden bu ¢alisma igin belirlenen icleme ve diglama kriterleri. Diglama

kriterleri uyarinca galismaya dahil edilmeyen dokular “X" isareti ile belirtilen
kutucuklarla temsil edilmistir. I¢leme kriterleri uyarinca calismaya dahil edilen

dokular “v” isareti ile belirtilen kutucuklarla temsil edilmistir.

Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezimize refere edilen her bir hasta,
laboratuvarda calisilacak materyali/dokusu konusunda bilgilendirildikten sonra
uygun olan onam formunu imzalamaktadir. Ekte abort materyali i¢in hastalara
imzalatilan onam formu sunulmaktadir (Ek-1). Hastalara ayrica bu ¢alisma igin
hazirlanmis olan “girisimsel olmayan klinik arastirmalar igin bilgilendirilmis
goniilli olur formu” (BGOF) hakkinda bilgilendirilme yapilmis ve bu formu da

imzalamalari talep edilmistir (EK-2).
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Calisma grubu icindeki cinsiyet dagilimi
16
14 15

12

12
10

Trizomi 16 Trizomi 21 Trizomi 22 Triploidi**

Toplam ™ Kadin Erkek

Sekil 3. Calisma grubu i¢indeki cinsiyet dagilimi*
*Monozomi X tanili dokular grafikte yer almamaktadir.

**Triploidik dokularda Y kromozom varlig1 esas alinarak say1 belirtilmistir.

3.2. Deneysel Basamaklar

3.2.1. Trofoblastik Dokulardan Sitogenetik Analiz

Trofoblastik doku oOrneklerinin uzun donem doku kulturd, harvest, G-
bantlama ve karyotip analizi asamalari, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali sitogenetik laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Vakumlu
kiiretaj ile toplanmis trofoblastik doku ornekleri doku kiiltiir medyumu iceren
transport sivisi igerisinde tarafimiza ulagtirilmistir. Maternal desidual dokular,
dikkatli bir sekilde ayrilarak, materyaller goriinlir kan pihtilarindan da
arindirilmistir. Karyotip analizi i¢in gerekli miktarin disinda kalan doku 6rnekleri

2 mL’lik ependorflara aktarilmistir.
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3.2.2. Dokularin Saklanmasi
Direkt trofoblastik doku ornekleri, kultiire edilmeksizin ve herhangi bir
kimyasal uygulanmaksizin -80 °C’de dondurularak saklanmistir. Ornekler,

hastalarin kimlik bilgileri belirtilmeksizin kodlanmistir.

3.2.3. izlenen Deneysel Basamaklar

Literatiir taramas1 sonucunda ¢alisma icin, plasentogenezde etkili aktivator
ve inhibitor miRNA’lar belirlenmistir. Aktivator miRNA’lar MIR378a-5p,
MIR376c, MIR195 iken, inhibitor etkililer MIR34a ve MIR210’dur. Ilgili
miRNA’larin olgun halde ekspresyon seviyelerinin tespiti icin 6ncelikle dokulardan

total RNA izole edilmistir.

3.2.3.1. Dokudan Total RNA izolasyonu

Klture edilmeksizin -80°C’de dondurulmus direkt trofoblastik dokular, oda
sicakhiginda ¢6zdiiriilmiistiir. TRIzol™ Reaktifi (Thermo Fisher, ABD) ile total
RNA izolasyonu icin 50-100 mg doku 6rnegi kullanilmistir. Ornekler, mekanik
olarak homojenize edilmis ve 1.5 mL’lik ependorf tiipler igerisine aktarilmustir.
Homojenize edilen dokuya iireticinin talimatlarma gore 1 mL TRIzol™ Reaktifi
eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. Faz ayrimi, RNA
prespitasyonu, yikama ve siispansiyon elde etme asamalar1 i¢in asagida belirtilen

asamalar sirastyla uygulanmistir. Bu asamalarda her bir 6rnek igin kullanilan
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kimyasal maddelerin miktar1 baslangigta kullanilan 1 mL TRIzol™ reaktifine gore
hesaplanmastir.

Faz ayrimi asamasi:

1. Faz ayrimi i¢gin 1 mL TRIzol™ eklenmis dokuya 0.2 mL kloroform
eklenmistir.

2. Ornek tiipleri sikica kapatildi ve 15 saniye el ile kuvvetlice sallanmistir.

3. 15 dakika buzda inkiibe edilmistir.

4. Ornekler, 4°C ve 12.000 x g'de 15 dakika santrifiijlenmistir.

Santrifiijlemenin ardindan karisim ii¢ faza ayrilmistir. En altta kirmizi fenol-
kloroform faz, ortada ara faz ve iistte ise seffaf faz yer almaktadir. RNA, yalnizca
en iist fazda yer almaktadir.

5. En st faz bir mikropipet yardimiyla ve alttaki fazlara zarar vermeden
yeni bir 1.5 mL’lik ependorf tiipe aktarilmistir.

RNA presipitasyon asamasi:

1. Yeni bir tiipe aktarilan faza 0,5 mL soguk izopropanol eklenmistir.
2. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.

3.4°C ve 12.000 x g'de 15 dakika santrifiijlenmistir.

Total RNA presipitati, tiipiin altinda beyaz bir pelet olugturmustur.

4. Silipernatant bir mikropipet ile uzaklastirilmistir.

RNA vikama asamasi:

1. Pelet lizerine 1 mL 6nceden sogutulmus %75 etanol eklenmistir.
2. Ornek kisaca vortekslenip, ardindan 4°C ve 12.000 x g'de 15 dakika

santrifiijlenmistir.
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3. Siipernatant mikropipetle uzaklastirilmistir.
4. RNA peleti igeren tiip, etanolii uzaklastirmak iizere 5-10 dakika kapagi
acik sekilde birakilmastir.

RNA siispansiyonu asamasti:

1. Pelet, gozle gorilebilir biiyiikliigiine gore 50-100 pL RNaz icermeyen su
icinde yukar1 ve asagi pipetleyerek yeniden siispanse edilmistir.

Total RNA eldesi sonrasinda kalite kontrolii ve RNA konsantrasyonu
NanoDrop™ spektrofotometre (Thermo Fisher, ABD) ile degerlendirilmistir. RNA
integritesi, %1 agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmistir. Elde edilen RNA,
komplementer DNA (complementary DNA, cDNA) sentezi icin hemen

kullanilmayacaksa -80°C’de saklanmuistir.

3.2.3.2. DNaz Uygulamasi

Izole edilen total RNA’lara, izolasyon sirasinda olusabilecek DNA
kontaminasyonunu ekarte etmek amactyla DNaz uygulanmistir. Ornek basma 1 g
total RNA’ya (8 ul) birer ul DNaz tamponu ve DNaz (1 U/ul; Thermo Scientific,
ABD) eklenmistir. Karisim 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasi, karistma 1 pl 50 mM EDTA eklenmis ve 65°C’de 10 dakika inkiibasyon

ile DNaz inaktif hale getirilmistir.
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3.2.3.3. cDNA Sentezi

Belirtilen miRNA’larin olgun halinin tespiti i¢in Tong ve arkadaslarinin
yayiminda 6nerilen yontem takip edilmistir (149). Buna gére, cDNA sentezi, sadece
olgun miRNA’lara ve internal kontrole baglanacak ve bu bdlgeleri ¢ogaltacak
sekilde loop olusturabilecek 6zel primerlerle gergeklestirilmistir (Sekil 4). cDNA

sirasinda kullanilan primerler Tablo 2’de verilmistir.

RT primer

00000

miRNA

00000

Forward primer

L

"

Reverse primer

Sekil 4. Sadece olgun miRNA’larin ekspresyon seviyelerini tespit etmeye yonelik
primer dizayn yaklasimi (149).

30



Tablo 2. Sadece olgun miRNA’larin ters transkripsiyonunu saglayabilecek 6zel
primerler.

Primer Sekans

[5]'GCGTCTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGG
CAATTCAGTTGAGACGCTCAGCCGCTG [3]’
[5] TGATTCTTCTTCGTGTCGTGGAGTCGGC
AATTGAAGAAGAATCAACGTGGTTAA [3]’
[5]’ACACCTTGTAATGTGTCGTGGAGTCGG
CAATTATTACAAGGTGTGCCAATATT [3]’
[57 AGGACAGGGTTAGTGTCGTGGAGTCGG
CAATTTAACCCTGTCCTACACAGGACC [3]
[5] TGCAGGTATATGGTGTCGTGGAGTCGG
CAATTCATATACCTGCAACAACCAGCT [3]’
[5]'GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTA
TTCGCACTGGATACGACATGCCCTTTT [3]’

MIR210-cDNA_RP
MIR376c-cDNA_RP
MIR195-cDNA_RP

MIR378a-5p-cDNA_RP
MIR34a-cDNA_RP

MIR130a-3p-cDNA_RP

cDNA sentezi icin Oncelikle, Tablo 2’deki primerler, final
konsantrasyonlar1 1.6 uM olacak sekilde karistirilmigtir. Primer karisimi, stem-loop
yapisi olugturmak amaciyla (Sekil 4) sirasiyla 95, 80, 70, 60, 50, 40, 30 ve 20°C’de
30’ar saniye olacak sekilde inkiibe edilmistir ve +4°C’ye alinmistir. Daha sonra,
DNaz uygulanmis RNA o6rnekleri (6.25 pl), 10 mM dNTP karisimi (0.5 pl) ve
primer karistmi (0.5 pl) karnistirllmis ve primerlerin sablonlara baglanmasi igin
16°C’de 15 dakika inkiibasyon saglanmistir. Bu siire sonunda, karisima 200 U/ul
RevertAid M-MuLV ters transkriptaz (0.5 pl; Thermo Scientific, ABD), tampon (2
ul) ve 20 U/ul RNaz inhibitor (0.25 pul) eklenerek karigim 35°C’de 1 saat inkiibe
edilmistir. Islem sonrasi, karisimdaki ters transkriptaz 80°C’de 15 dakika
inklbasyon ile inaktif hale getirilmistir. Sentezlenen cDNA’lar kullanilincaya

kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.3.4. Kantitatif Ters Transkriptaz Ger¢cek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

Olgun miRNA seviyeleri, gRT-PCR yontemi ile goreceli olarak
belirlenmistir. Amplifikasyon amaciyla, cDNA sentezinde kullanilan stem-loop
primer sekanslar1 da dikkate aliarak, amplifikasyon primerleri tasarlanmistir
(Tablo 3). Sentezlenen primerler, 100 uM olacak sekilde ¢6ziinmiis ve 10 pM’lik
calisma konsantrasyonlari olugturulmustur.

Tablo 3. gRT-PCR’da galisilan forward ve reverse primerler.

Primer Sekans

MIR378a-5p forward primer 5’-GAGCACC CTCCTGACTCCT-3’
MIR378a-5p reverse primer 5’-TAACCCTGTCCT ACACAGGACC-3°
MIR376c¢ forward primer 5’-GCGAGCACC AACATAGAGG-3’
MIR376¢ reverse primer 5’-GCGAGCACC ACGTGGTTAA-3’
MIR195 forward primer 5’-GCGAGCACC TAGCAGCACA-3’
MIR195 reverse primer 5’-GCGAGCACC GCCAATATTT-3’
MIR34a forward primer 5’-GAGCACC TGGCAGTGTCT-3’
MIR34a reverse primer 5’-CATATACCTGCA ACAACCAGCT-3’
MIR210 forward primer 5’-GAGCACC CTGTGCGTGT-3’
MIR210 reverse primer 5’-GAGACGC TCAGCCGCTG-3°
MIR130a-3p forward primer 5’-GCGAGCACC CAGTGCAAT-3’
MIR130a-3p reverse primer 5’>-TGGATACGAC ATGCCCTTTT-3’

gRT-PCR i¢in, bir dnceki basamakta sentezlenen cDNA’lar 1:3 oraninda
diliie edilmistir. Calisma, SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Scientific, ABD)
kullanilarak saglayicinin talimatlari dogrultusunda gerceklestirilmistir. Buna gore,
her miRNA taramasi i¢in ayr1 bir karisim olusturmak sartiyla, Tablo 4’teki
bilesenler, ayni anda ¢alisilan 6rnek sayisi, negatif kontrol varligi ve mekanik hata

pay1 goz Oniline alinarak, bir ana karisim haline getirilmistir.
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Tablo 4. gqRT-PCR ana bileseni i¢in gerekli olan bilesenler.

Bilesen Hacim (ul; 1X reaksiyon i¢in)
SYBR Green PCR Master Mix 10
Ileri Primer (10 pM) 1
Geri Primer (10 puM) 1
PCR-grade su 4

Bu karisim, 16 pl/kuyucuk olacak sekilde PCR striplerine alinmistir. Daha
sonra lizerine diliie edilmis cDNA Orneklerinden 4 pl eklenmistir. Calisma
sirasinda, her bir 6rnek i¢in en az iki teknik replika kullanilmistir. Hazirlanan
karigima Tablo 5’teki termal profile uygun olacak sekilde BioRad CFX96 (BioRad
Inc., ABD) eklenmis ve ¢alisma baglatilmistir.

Tablo 5. gqRT-PCR ¢alismasinda kullanilan termal profil.

Sicakhk Sire Amag

95°C 5 dakika Baslangi¢ denatiirasyonu
95°C 15 saniye Dongusel denatiirasyon
60°C 30 saniye 50 dongl | Baglanma

72°C 30 saniye Uzama ve okuma

72°C 3 dakika Final uzama

Tablo 5’te belirtildigi tizere, 50 dongii sonrasi gergeklestirilen
amplifikasyonu takiben erime egrisi olusturmak amaciyla ikincil bir basamak
baslatilmistir. Buna goére amplikonlar, 50-99°C arasinda (1’er derece artig/5 saniye

olacak sekilde) inkiibe edilmistir ve okumalar alinmistir.
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Reaksiyon sonucunda elde edilen dongii esigi (Cycle threshold; Ct)
degerleri, daha once benzer bir ¢aligmada onerildigi tizere (150) Ct degisimleri
(Delta Ct) araciligiyla siireclendirilmis ve grafik haline getirilmistir. Buna gore, her
bir 6rnekte hedef miRNA’lar ve referans olarak secilen MIR130 i¢in elde edilen Ct
degerlerinin ortalamasi alinmistir. Daha sonra, her bir Ornekte, her bir hedef
miRNA i¢in ortalama Ct degerleri, ayr1 ayr1 olmak kaydiyla ayn1 6rnegin referans
miRNA ortalama Ct degerinden c¢ikartilmistir. Boylece delta Ct degerlerine

ulagilmistir.

3.3. istatiksel Analizler
Calismada her bir 6rnek i¢in en az iki teknik replika ve her bir primer gifti
icin bir negatif kontrol kullanilmistir. Elde edilen veriler, GraphPad Prism
(GraphPad Inc., ABD) programi ile Mann-Whitney U testi kullanilarak analiz
edilmis ve p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirilmistir.
Gruplar i¢inde, her bir miRNA i¢in ortalama degerler alinmistir. Bu degerler
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Bu agidan, delta Ct dagilimlari, her bir grup

icinde standart sapmalari da igerecek sekilde tek noktada gosterilebilmistir.

34



4. BULGULAR
4.1. Katihmailarm Klinik Ozellikleri

Konvansiyonel sitogenetik analizde normal karyotip (46, XY) saptanan 42
ve sayisal kromozomal anomali saptanan 58 olmak iizere toplam 100 kadin hastanin
trofoblastik doku 6rnegi ¢alismaya alinmistir. Bu kadinlarin bagvuru anindaki
ortalama yaslari, ¢alisma ve kontrol gruplarinda sirasiyla 32 yil ve 32,1 yil olarak
hesaplanmistir. Tablo 1, sitogenetik anomalilerin maternal yasa gore gruplar
arasindaki dagilimimi gostermektedir. Ileri anne yas1 (>35 yil) grubunda sitogenetik
anomali oran1 %60,6 (20/33) ve gen¢ anne yast (<34 yil) grubunda ise bu oran
%56,7 (38/67) olarak hesaplanmistir. Anne yasinin, 34 yil ve altinda oldugu grupta
trizomilerin siklig1 %20,89 (14/67) iken 35 yil ve iizeri oldugu grupta %45,45
(15/33) goriilmiistiir (Tablo 1). Calisma grubu i¢inde (MX dislanarak) kadin ve
erkek cinsiyet dagilimina dair detaylar, Y kromozomu varlig1 esas alinarak Sekil
3’te verilmistir.

Caligmaya dahil edilen tiim katilimeilar arasinda obstetrik dykiide 2 veya 3
spontan abortus olanlar, en biiyiik grubu (%47) olusturmaktadir. Bu grubu, ilk
gebelik kaybinda bagvuranlar (%45) ve ardindan > 4 gebelik kaybinda basvuranlar

(%8) izlemektedir (Sekil 1).
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4.2. Olgun miRNA Tespiti Icin Kullanilan Primerlerin Validasyonu

Bu ¢alismada ¢cDNA sentezi i¢in, Tong ve arkadaslarinin (149) referansi
esas alimarak sadece olgun miRNA ’lara ve internal kontrole baglanarak bu bélgeleri
cogaltacak sekilde loop olusturabilecek 6zel primer dizileri tasarlanmistir (Tablo
2). Referans alinan yontem yaygin kullanimda olmadigindan, miRNA ekspresyon
analizi Oncesinde tasarlanan 06zel primerlerin tek bir amplikon g¢ogaltip
cogaltmadiginin kontrolii yapilmistir. Asagida sunulan grafiklerdeki erime egrileri,
primerlerin spesifik olarak ¢alismada segilen her bir olgun miRNA’y1 ¢cogalttigini

gostermektedir (Sekil 5-9).

sekil 5. MIR210 kanﬁfikasyon egrisi (sol) ve erime egrisi (sag) |

Sekil 6. MIR376¢ kéntifikasyon egrisi (sol) ve erime egrisi (sag)
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.......

Sekil 7. I\/IIR378a—5-p kantifikasyon egrisi (sol) ve erime egrisi (sag)

.......

Sekil 8. MIR34a kahtifikasyon egrisi (sol) ve erime egrisi (sag)

Sekil 9. MIR195 ka;\tifikasyon egrisi (sol) ve erime egrisi (sag)
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4.3. MikroRNA Ekspresyon Seviyeleri

Calismaya dahil edilen miRNA’larin (MIR210, MIR376c, MIR378a-5p,
MIR34a ve MIR195) ekspresyon seviyeleri farkli parametreler (Gzerinden
degerlendirilmistir. Tablo 6 kontrol ve g¢alisma alt gruplarindaki trofoblastik
dokulardaki her bir miRNA’nin ekspresyon degisikliklerini igermektedir.

Tablo 6. Kontrol grubu (dizomik XY) ve calisma grubu miRNA ekspresyon
degisikliklerinin referans miRNA ile kiyaslanmasi.

MIR34a MIR210 MIR195 MIR376c MIR378a-5p
XY T 0 v J v
MX T T l J J
% T16 i 0 ! J !
&
S T21 T 0 l J !
T22 T 0 J J J
Triploidi 0 0 2 J 2

Referans MIR130’a kiyasla caliyma ve kontrol gruplarinin artmig ekspresyon
seviyeleri “T isareti ile, azalmus ekspresyon seviyeleri “\” isareti ile gosterilmistir.
Normal karyotip (dizomik XY) ile karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05) sonuc elde edilen gruplar “**” igareti ile belirtilmistir.

Sonuglar her bir miRNA i¢in ayr1 bagliklar altinda daha detayl sekilde

asagida sunulmaktadir.
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4.3.1. MIR210 ekspresyonu

Plasenta gelisiminde inhibitor etkili MIR210’un ekspresyon seviyesinin

diger miRNA’lar ile karsilastirildiginda daha yiiksek diizeyde oldugu goriilmiistiir

(Sekil 10). Ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamistir.
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Sekil 10. Calisma grubu (n= 58) ve alt gruplarinin, kontrol grubu (n= 42)
trofoblastik doku oOrneklerine kiyasla MIR210 ekspresyonunu (delta Ct; ACt)
gosteren grafikler (A-L). Anne yasi, fetal kromozomal yapi ve MIR210
ekspresyonu iliskisine yonelik grafikler (H-L).

4.3.2. MIR376¢ ekspresyonu

Ekspresyon analizi sonucunda tiim gruplarda ACt>>0 olarak saptanmistir

(Sekil 11). Bu sonug, tim gruplarda MIR376¢’nin ekspresyon seviyesinin diisiik

oldugunu gostermektedir. Gruplar arasinda da MIR376¢ ekspresyon seviyesinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.
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Sekil 11. Calisma grubu (n= 58) ve alt gruplarmin, kontrol grubu (n= 42)
trofoblastik doku orneklerine kiyasla MIR376¢ ekspresyonunu gosteren grafikler
(A-L). Anne yasi, fetal kromozomal yapi1 ve MIR376¢ ekspresyonu iligkisine
yonelik grafikler (H-L).

4.3.3. MIR378a-5p ekspresyonu

Ekspresyon analizi sonucunda tiim gruplarda ¢ogunlukla ACt>>0 olarak
saptanmistir (Sekil 12). Bu sonug, MIR378a-5p’nin diger miRNA’lara kiyasla
ekspresyon seviyesinin diisilk oldugunu gostermektedir. Gruplar arasinda da
MIR378a-5p ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit

edilmemistir.
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Sekil 12. Calisma grubu (n= 58) ve alt gruplarmin, kontrol grubu (n= 42)
trofoblastik doku Orneklerine kiyasla MIR378a-5p ekspresyonunu gosteren
grafikler (A-L). Anne yasi, fetal kromozomal yap1 ve MIR378a-5p ekspresyonu
iliskisine yonelik grafikler (H-L).

4.3.4. MIR34a ekspresyonu

Ekspresyon analizi sonucunda tiim gruplarda cogunlukla ACt<0 olarak
saptanmistir (Sekil 13). Bu sonug¢, MIR34a’nin diger tim miRNA’lara kiyasla
ekspresyon seviyesinin yiliksek oldugunu gostermektedir. Trizomik trofoblastik
doku orneklerinde, MIR34a ekspresyon seviyeleri, dizomik normal érneklerle
karsdastirddiginda anlaml olarak yiiksek bulunmugstur (p=0.0324; Sekil 13-F).
Trizomi 16 ve trizomi 21 saptanan trofoblastik drneklerde, dizomik XY karyotipli
trofoblastik 6rneklere kiyasla MIR34a ekspresyon diizeyi anlamli olarak yiiksek
saptanmistir (p=0.0072; Sekil 13-C ve p=0.0097; Sekil 13-D). Trizomi 22 saptanan
grup ile kontrol grubu (dizomik XY) arasinda ise MIR34a ekspresyonunda anlamli

bir fark tespit edilmemistir (Sekil 13-E). Ayrica ileri anne yasi kaydedilen (=35 yil)
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sitogenetik anomalili trofoblastik doku o6rneklerinde, MIR34a ekspresyon

seviyeleri, kontrol grubu ornekleriyle kiyaslandiginda anlamh olarak yiiksek

bulunmustur (p=0.0346; Sekil 13-H).
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Sekil 13. Calisma grubu (n= 58) ve alt gruplarinin, kontrol grubu (n= 42)
trofoblastik doku 6rneklerine kiyasla MIR34a ekspresyonunu gosteren grafikler (A-

L). Anne yasi, fetal kromozomal yapt ve MIR34a ekspresyonu iliskisine yonelik
grafikler (H-L).

4.3.5. MIR195 ekspresyonu

Ekspresyon analizi, MIR195’in diger tim miRNA’lara gore ekspresyon

seviyesinin diisiik oldugunu gostermistir. fleri anne yasi olan (=35 yil) anomalili

grup ile kontrol grubu (dizomik XY) arasinda ise MIR195 ekspresyon seviyesinde

istatistiksel olarak anlaml bir fark tespit edilmistir (=0.0484; Sekil 14-H).
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Sekil 14. Calisma grubu (n= 58) ve alt gruplarinin, kontrol grubu (n= 42)
trofoblastik doku 6rneklerine kiyasla MIR195 ekspresyonunu gosteren grafikler

(A-L). Anne yas1, fetal kromozomal yap1 ve MIR195 ekspresyonu iligkisine yonelik
grafikler (H-L).
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5. TARTISMA

Gebelik, blastosist implantasyonunu takiben plasenta olusumu ve embriyo
gelisimi ile devam eden biyolojik bir siirectir. Bu siirecte plasenta fonksiyonlarinin
diizensizligi basta spontan abortus olmak {lzere farkli erken gebelik
komplikasyonlart ile iliskilendirilmektedir (1, 2). Spontan abortuslarin en yaygin
nedenleri arasinda, siklikla yasamla bagdasmayan anoploidiler ve/veya triploidiler
gibi sayisal kromozomal anomaliler yer almakla beraber, enfeksiyonlar,
imminolojik, endokrinolojik ve anatomik nedenler de etiyolojide rol alabilmektedir
(147, 148, 151). Bununla birlikte halen gebelik kayiplarinin 6nemli bir kisminda
altta yatan neden agiklanamadigi igin, literatlirde son yillarda spontan abortuslarda
gen/DNA/RNA temelli galismalar 6nem kazanmaya baslamistir (5-8). Bunlar
arasinda, son zamanlarda, post-transkripsiyonel regllasyondan sorumlu olan
miRNA’lar ile ilgili olanlar dikkat gekmektedir (7, 12, 13, 152-156). Bu calismalar
plasenta ornekleri lizerinde yapildiginda bazi kisithliklar s6z konusu olmaktadir.
Devam eden gebelige ait dogum aninda alinan plasenta orneginde caligmalar
yapildiginda, gebelik kayiplarinin sonuglarini yansitmamakta (9-11) veya abort
materyalinde yapilan ¢aligmalarda ise gebelik kayiplarmin etiyolojisine katki
saglanmas1 hedeflenmekle beraber, gercek fetal doku ayrimi yapilmadig i¢in elde
edilen sonuglar (fetal mi? / maternal mi?) gilivenilir olmamaktadir (12, 13). Bu
calismada ise, plasentogenezle iliskisi insan plasentasinda veya hiicre hatlarinda
gosterilmis olan MIR378a-5p, MIR376¢, MIR195, MIR34a ve MIR210 ekspresyon
seviyeleri spontan abortus sonucu elde edilen ve fetal doku lehine olan (dizomik

XY ve anomalili) trofoblastik dokularda analiz edilmistir. Ayrica c¢alismada
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kullanilan primerler, olgun miRNA ekspresyonunun pratik tespiti i¢in SYBR Green
ile calisabilecek ve stem-loop olusturabilecek sekilde 6zel olarak tasarlanmistir
(149, Tablo 2, Sekil 4). Tong ve arkadaslarimin kullandig1 yontem (149) esas
almarak siddetli akut solunum sendromu-korona virlis 2’nin (Severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2; SARS-CoV-2) genomik sekanslari loop
olusumu i¢in kullanilmistir. Ilk asamada sinirli sayida drnekte cDNA sentezlenmis
ve RT-PCR ile erime egrileri degerlendirilmistir. Erime egrilerinde tek bir pik
eldesi ile tek bir amplikon Uretilmis, bu da primer tasarimmm basar1 ile
gerceklestirildigini dogrulamistir (Sekil 5-9). Boylece tasarlanan bu primerler ile
olgun miRNA ekspresyon seviyelerinin degerlendirilebilmesi saglanmaistir.
Ekspresyon analizleri sonucunda Tablo 6’da da belirtildigi gibi tiim
trofoblastik dokularda (n= 100) plasenta gelisiminde aktivator etkili MIR378a-5p,
MIR376c ve MIR195’in ekspresyon diizeyleri azalmus, inhibitor etkili MIR34a ve
MIR210°un ekspresyon diizeyleri artmis olarak saptanmistir. Gebeligin normal
surecinin sekteye ugradigi yani abortus ile sonlandigi durumlar i¢in, aktivitdr
etkililerde azalmis ekspresyon, inhibitor etkililerde artmis ekspresyon seviyelerinin
olmasi abort patofizyolojisi agisindan uyumlu olarak degerlendirilmistir. Her bir
MIRNA ekspresyon diizeyleri ayr1 ayr1 degerlendirildiginde, ileri anne yas1 (=35
yil) olan anomalili 6rnekler ile dizomik ornekler karsilastirildiginda, MIR195 ve
MIR34a ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmistir
(p=0.0484; Sekil 14-H, p=0.0346; Sekil 13-H, Tablo 6). Trizomik trofoblastik doku
orneklerinde de dizomik normal orneklere kiyasla MIR34a ekspresyon seviyeleri

anlaml olarak yiiksek bulunmugtur (p=0.0324; Sekil 13-F, Tablo 6).
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MIR34a birinci kromozom kisa kolunda (1p36.22) lokalizedir ve beyin
dokusu basta olmak iizere tiim dokularda ifade edilir. Transkripsiyonu dogrudan
P53 tarafindan aktive edilmektedir ve bir tiimor baskilayici olarak da bilinmektedir.
Anormal MIR34a down-regulasyonu bir¢cok kanserde bildirilmistir (157). Aksine
ektopik MIR34a ekspresyonu, hiicre dongiisiiniin durmasimi, apoptozu ve
yaglanmay1 indiiklemekte ve kanser hiicrelerinin gogiinii  ve istilasini
engellemektedir (158). MIR34a’nin miRNA’lar ile ilgili veri tabaninda (159) ve
literatirde, kanserdeki hiicresel proliferasyon, invazyon ve metastaz ile iliskisi
bilinmekle (160-162) beraber trofoblast biyolojisindeki rolii hakkinda ¢ok fazla
bilgi bulunmamaktadir. Bu c¢alismada trofoblastik dokulardaki ekspresyon
seviyelerini degerlendirebilmek amaciyla, her bir trizomik trofoblastik dokusunun
MIR34a ekspresyonu ayri ayri olarak dizomik normal Ornekler ile
karsilastirilmigtir. Tablo 6’da detaylari sunuldugu tizere MIR34a ekspresyonunda
T16 ve T21’li trofoblastik dokularda anlamli bir artis (p=0.0072; Sekil 13-C ve
p=0.0097; Sekil 13-D), T22’li trofoblastik dokularda ise anlaml1 bir fark olmadig:
goriilmistiir (p=0.3332; Sekil 13-E). Literatiir taramasinda trofoblastik dokunun
spontan abortus (dizomik ve/veya trizomik) sonrasi alinmis Ornekleri {izerinde
MIR34a ekspresyonunun analizinin yapildig1 bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak
plasenta orneklerinin birinci trimesterde koryon villus 6rneklemesi ile elde edildigi
bir mikroRNA mikroArray caligmasinda Oploidik (n=5) ve trizomik (Down
sendrom’lu; DS) orneklerde (n=4) miRNA ckspresyon farkliliklar
degerlendirilmistir (163). Lim ve ark. tarafindan yapilan bu ¢alismada, 1.205 insan

miRNA's1 ve 144 insan viral miRNA's1 olmak iizere toplam 1.349 miRNA'nin
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profili ¢ikarilmistir. Trizomik plasenta Orneklerinde diploid plasentadan farkli
olarak 16 miRNA’da artmis ekspresyon, 18 miRNA’da azalmis ekspresyon
saptanmistir. Ancak kromozom 21 iizerinde yer alan miRNA ekspresyonlarinda iki
grup arasinda fark gozlenmemistir. Biyoinformatik analizler ile ekspresyon
degisikligi tespit edilen 34 miRNA’nin, 13479 hedef geni oldugu tahmin edilmis
ve yalnizca 76’sinin 21. kromozom tizerinde lokalize oldugu goriilmistiir. Hedef
genlerin 10’unun azalmis ekspresyon gosteren ve 34’inln artmis ekspresyon
gosteren miRNA’lar tarafindan, 32'sinin her iki grup tarafindan kontrol edildigi
belirtilmistir (163). Bu ¢alismada miRNA ekspresyonunun mikroArray ile genom
capinda degerlendirilmesiyle beraber, bizim ¢alismamiza kiyasla az sayida 6rnekte
yapilmistir. Bizim ¢alismamizda ayni gruplar arasinda (trizomi 21°li ve dizomik
trofoblastik doku) MIR34a ekspresyon artisi saptanmig olmasi, ¢aligilan
materyallerin spontan abortus sonucunda elde edilen trofoblastik dokular olmasi ile
iligkilendirilebilir. Bu nedenle trofoblastik hiicre sag kalimini etkileyecek stireglerin
de miRNA ekspresyonu iizerinde bir katkis1 olabilecegi diisiintilmiistiir. Bunun yan1
sira calismamizda da bu ¢alismayla benzer sekilde MIR195, MIR210, MIR378a-5p
ve MIR376¢ ekspresyonlarinda gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamistir
(163).

Modi ve arkadaslarinin 2017°de yayimladiklar1 bir ¢alismada ise, T21’li
(n=7) ve normal karyotipli (n=6) term gebeliklerden elde edilen kiiltire edilmis
amniyositlerde, kromozom 21 Uzerinde lokalize olan {i¢ miRNA'nin (hsa-miR-
125b, hsa-miR-99a ve hsa-let-7¢c) ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir.

Trizomi 21 tanis1 almig amniyosit 6rneklerinde, dizomik kontrollere kiyasla g
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mMiRNA ekspresyonu da anlamli sekilde disik saptanmistir (164). Bizim
caligmamizda ise trizomik (T21°1i) trofoblastik doku 6rneklerinde dizomiklere gore
MIR34a’nin ekspresyon diizeyinde anlamli bir artis saptanmistir. Bizim ¢alismamiz
ve Modi ve ark. aragtirmasinda ¢alisma grubu ayni (trizomi 21) olmasina ragmen
ekspresyon dizeyleri degerlendirilen hiicre hatlarmin farkliligi ve segilen
miRNA’larin farkli olmasi ekspresyon analiz sonuglarmi degistirmektedir. Bizim
calismamizda direkt trofoblastik doku ¢alisilmakla beraber, diger ¢alismada kiiltiire
edilmis ti¢ ayr1 hiicre hattin1 (amniyosit, fibroblast ve epitel) igeren amniyon sivisi
calisilmistir. Bizim g¢alismamizda tek bir hiicre grubuna ait ekspresyon seviyeleri
degerlendirilirken, digerinde ii¢ ayri hiicre hattinin sonucu degerlendirilmistir.
Modi ve arkadaslarinin ¢alismasi ve bugline kadar ki pek ¢ok ¢alismada, trizomi
21°deki miRNA ekspresyon degisiklikleri i¢in oncelikle 21. kromozomda yer alan
miRNA'lara odaklanilmis ve gen dozajinin miRNA ’larin ekspresyonu iizerine etkisi
anlasilmaya c¢alisilmistir (164-170). Ancak miRNA'lar tarafindan diizenlenen
genler, belirli bir kromozomla sinirli degildir; miRNA’lar genom boyunca ¢ok
sayida hedef genin ekspresyonunu etkileyebilirler ve hastalik iliskili fenotipe
katkida da bulunabilirler (17, 95, 129, 163). Bizim ¢alismamizda da bu nedenle
caligma grubundaki andploidilere ait kromozomlardan ziyade, plasenta gelisiminde
rol alan ve farkli kromozomlar {izerinde lokalize olan miRNA’larin (MIR195,
MIR34a, MIR210, MIR376c, MIR378a-5p; sirasiyla 17p13.1, 1p36.22, 11p15.5,
14932.31, 5032°de lokalize) calisilmasi hedeflenmistir. Sonuglarimiz, T16 ve
T21'de yer alan bircok biyolojik yolakta ve komplikasyonlarda MIR34a ve hedef

transkriptlerinin muhtemel katkisi olabilecegini gostermesi ve bu iki trizomide
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genetik-epigenetik modulasyonlarin daha iyi anlasiimasina olanak saglama
potansiyeli olmas1 agisindan degerlidir.

[leri anne yasinin trizomik gebelik kayiplari ile iliskisi nedeniyle (171) bu
calismanin sonuglar1 anne yasi, fetal kromozom yapist ve miRNA ekspresyonu
acisindan da ayrica degerlendirilmistir. Bu dogrultuda, ileri anne yas1 (=35 yil) ve
geng anne yasi (<34 yil) olarak ayrilan farkli grupta her bir miRNA ekspresyonu
ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Yalnizca MIR195 ve MIR34a ekspresyonunda, ileri
anne yasi (=35 yil) kaydedilen sitogenetik anomalili trofoblastik dokularda, kontrol
grubuna (dizomik XY) kiyasla istatistiksel olarak anlaml bir ekspresyon artisi
oldugu saptanmigtir (p=0.0484; Sekil 14-1, p=0.0346; Sekil 13-H). McCallie ve
ark. MIR195 dahil olmak Uizere 60 ayr1 miRNA ile yapilan ¢alismada ileri anne yas1
ve embriyo kromozom yapis1 arasindaki iliskiyi degerlendirmislerdir (172). ileri
yas kadinlara ait 6ploid blastosistlerde genc kadinlara kiyasla MIR195 ekspresyonu
>10 kat yiiksek ve ileri yas kadinlara ait andploidik blastosistlerde, oploidik
blastosistlere kiyasla ise aynt miRNA ekspresyonu 3,2 kat yiksek bulunmustur. Bu
sonucglar bizim ¢alismamizdaki anomalili trofoblastik dokulardaki MIR195
ekspresyon analizinin sonuglar1 ile uyumludur (172). Bizim anomalili grubumuzda
andploidilerin yani sira triploidiler de bulunmaktadir ve triploidiler diglanarak
sadece andploidiler degerlendirildiginde MIR195 ekspresyonunda anlamli fark
ortaya ¢ikmamaktadir. McCallie ve ark. anoploidiler hakkinda detayli bilgi
icermeyen bu blastosist ornekleri henuz pre-implantasyon donemindeki
embriyolara aittir. Uterin implantasyon asamasina ulasmamis blastosistler ile

implantasyon sonrasinda kendiliginden uterin kaviteden uzaklastirilan trofoblastik
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dokununun ekspresyon profilinde farklilik olusmasi s6z konusu olabileceginden,
MIRNA ekspresyon seviyelerinde de farkliliklar goriilebilecektir. Yine McCallie ve
ark. kirkli yaslarindaki kadinlarin blastosistlerinde, geng fertil dondr oositlerden
alinan blastosistlere kiyasla oksidatif stres savunma proteinlerini hedefleyen SIRT1
ekspresyonunun azaldigini1 gostermislerdir. Bu durumda yash blastosistlerde artan
MIR93 ekspresyonu ile hedef gen SIRT1'in baskilanmasi ve down-regulasyonu
arasinda iliski oldugu disuntlmektedir (172). Sonuglar ileri anne yasinin ve
embriyonun kromozomal yapisinin, miRNA ekspresyonunu ve hedef gen
fonksiyonlarini etkiledigini ve 6zellikle yasli blastosistlerde oksidatif savunma
mekanizmalarinin azalmasma neden olabilecegini gostermektedir. ileri anne
yasiyla birlikte artan oosit yaslanma siirecinin MIR195 dahil olmak iizere pek ¢ok
miRNA’da ekspresyon degisikligine yol agarak, spontan abortus gelisimine katki
saglamas1 muhtemel goziikmektedir. MIR195’e benzer sekilde MIR34a
ekspresyonundaki anlamli artis, kadin yasiyla birlikte artan oosit yaslanma
slirecinine cevap olarak artmis vaskiiler yapilanma ile iligkili metabolik katkiy1
gosteriyor olabilir. Anjiyogenezi dizenleyen miRNA'lar (anjiyomiR'ler) lzerine
yapilan ¢alismalar daha c¢ok kanser ile iliskili dokularda (126, 173-178) iken
bazilar1 da plasental doku ile iliskilendirilmistir. MIR34a uterin invazyon ve spiral
arter remodellinginde yer aldig1 bilinen bir anjiyomiR’dir. MIR34a bu islevi,
plasentasyon sirasinda vaskiilarizasyon modellerinin ve arteriyel kimligin
olusturulmasinda ¢ok Onemli olan Notch sinyal yolunun bir pargasi olan,
transmembran Notch 1 reseptorii ve Jaggedl ligandinin ekspresyonunu diizenleme

yoluyla yerine getirmektedir. Pang ve ark., MIR34a'nin ekspresyonunun Jaggedl
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ve Notchl ekspresyonunu inhibe ederek trofoblastik hiicre invazyon kapasitesini
azalttigini gostermislerdir (124). Pro- ve anti-anjiyojenik faktorler arasinda bir
dengesizlik olmasi durumunda, anormal plasenta gelisimine yol agabilen
damarlanma artis1 veya azalmas1 meydana gelebilir (179). Ek olarak, oksidatif stres
plasental vaskiiler disfonksiyonu ile iliskilendirilmistir (180). Spontan abortuslarda,
trofoblast invazyon degisikliklerinin vaskiiler degisikliklerle iliskili oldugu
diistiniilmekle beraber spiral arterlere trofoblast invazyonunun degisimi arasinda
dogrudan bir iliski olup olmadigi konusunda kesin bir sonuca varilamamistir (181).
Direkt MIR34a hedeflerinin ¢esitliligi, MIR34a'nin bir¢cok geni dlizenleyerek
pleiotropik olarak hareket ettigini gostermektedir (182).

Calismamizda diploidik ve andploidik-triploidik trofoblastik dokularda
artmms MIR210 ekspresyonu belirlenmistir. Artmig MIR210 ekspresyonun erken
donem plasenta gelisimsel siirecinin dogal bir bileseni ve/veya spontan abortus
gelisim siirecinin bileseni olarak yorumlanabilmektedir. MIR210’un hipoksi ile
iligkili belirli patofizyolojik kosullarda indiiklenen ana hipoksamir oldugu ve pek
cok farkli hiicre tipinde hipoksik yanitta ekspresyonunun arttigi bilinmektedir
(134). Gebeligin 10. haftasina kadar plasenta tam olarak oksijenlenmedigi i¢in
diisiik O2 (%2) ortaminda ilerlemektedir (183). i1k trimester plasentalarinda baskin
olarak eksprese edilen MIR210’un artmis ekspresyonu, erken donem plasenta
gelisimindeki bu fizyolojik hipoksik durum ile iliskili olabilecektir (125).
Genellikle gebeligin 20. haftasindan sonra ortaya ¢ikmasi beklenen PE’de, hastalar
ile saglikli gebelikler karsilastirildiginda preeklamptik plasental dokuda MIR210

ekspresyon seviyesinin anlamli sekilde yiiksek oldugu tespit edilmistir (136).
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Saglikli gebeliklerde ileri gebelik haftalarinda ekspresyon artiginin goriilmemesi ise
normal plasental fizyoloji ile uyumlu gorinmektedir (125). MIR210 ekspresyon
artiginin siddetli ve hafif PE’li hastalar arasinda karsilastirildigi bagka bir caligmada
ise siddetli preeklamptik plasentalarda daha yiliksek diizeyde ekspresyon
kaydedilmistir. Bu durum siddetli preeklamptik plasentalardaki ciddi hipoksiye
isaret edebilirken; hafif preeklamptik plasentalarda telafi edici bir mekanizma ile
iliskilendirilebilir (106). Trofoblastik dokuda hipoksi ile indiiklenen strecin
MIR210 ekspresyonunu artirdig1 ve bu artisin trofoblastik hiicrelerin migrasyon ve
invazyonunu engelledigi de bildirilmistir (136). Bu nedenle hipoksinin baslattig1
MIR210 ekspresyonunun, plasenta gelisim hatalar1 ve/veya riskli gebelikler ile
iligkisi olabilecegi diisiiniilmektedir.

MIR376c, kromozom 14 uzun kolu iizerinde yerlesmis olan maternal
imprinted DLK-DIO3 bdlgesinde yer alan buyuk bir miRNA kimesinin (C14MC)
tyesidir. C14MC kiimesindeki miRNA'lar, memelilerde evrimsel olarak korunur
ve ¢cogu plasentada eksprese edilmektedir (184). Fu ve arkadaslarinin HTR8/SVneo
hiicreleri {izerindeki caligsmalar1 gdstermistir ki MIR376¢’nin overekspresyonu,
trofoblast hiicre proliferasyonunu, gog¢inli ve invazyonunu indiklemekte ve
plasenta biiyiimesini desteklemektedir. Ayni ¢aligmaya gore ekspresyon diizeyleri
gebelik evrelerine gore degismekte ve kontrole kiyasla preeklamptik plasentada
onemli Olgiide ckspresyon azalmaktadir. Bu bulgular, MIR376¢'nin plasenta
gelisiminde rol oynadigmmi ve ekspresyon farkliliklarinin preeklampsinin
patogenezine katkida bulunabilecegini diistindiirmektedir (103). Bu tez

calismasinda trofoblastik dokularda plasenta gelisimi ve trofoblastik hiicrelerin
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fizyolojisini destekleyici rolii olan MIR376¢’nin azalmig ekspresyonunun
gosterilmis olmasi, spontan abortus gelisimi ile iligkilendirilmesi agisindan
anlamhdur.

MIR378a-5p, hem birinci ve hem de ikinci trimesterde yiiksek oranda
eksprese olmasi beklenen bir miRNA olmasina ragmen, birinci trimester gebelik
orneklerinden olusan calismamizda diisiik oranda eksprese olmustur (11).
MIR378a-5p’nin embriyogenezde kritik rolii olan TGF-J siiper ailesinin (108-110)
bir {iyesi olan Nodal’t hedefleyerek trofoblastik hiicre sag kalimini,
proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu destekledigi bilinmektedir.
Ayrica, plasental MIR378a-5p ekspresyonundaki disregulasyonlar riskli
gebeliklerle (preeklampsi gibi) iliskilendirilmistir (11). Bu ¢alismadaki MIR378a-
5p azalmis ekspresyonunun nedeni olarak, abort patofizyolojisindeki trofoblastik
doku-endometrium iliskisinin bozulmasina sekonder ekspresyon patern degisikligi
disiiniilmekle bearaber, bu bilginin dogrulanabilmesi i¢in daha fazla
calismaya/veriye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Farkli ¢aligmalarda, gebelik haftalar1 ve gebelik komplikasyonlarina gore
ayni miRNA’larin ekspresyon paternlerinde farkliliklar olabilmektedir (9, 138). Bu
durum, saptama yontemlerinin duyarliligindaki g¢esitlilikten, kullanilan 6rneklerin
farkliliklarindan, orneklerin gebelik haftalarinin ayni olmamasindan ve/veya
bireysel farkliliklardan kaynaklanabilecektir. Ribontkleik asit izolasyonu igin
kullanilan materyallerin farklilig1 (plasental doku 6rnekleri/ implante edilmis veya
implante edilmemis blastosistler/ atik blastosist / saflastirilmis trofoblast

hlcrelerinin primer kiiltiirleri vb.) ve 6rnek materyal plasenta oldugunda numune
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alian bolgelerin gesitlilikleri ve numunenin azligi/¢oklugu ekspresyon diizeylerini
etkileyebilecek diger parametreler olarak kabul edilmektedir (139, 172, 185, 186).
Plasenta dokusu intrauterin dénemde temin edildiginde ise bu materyallerden
fetomaternal doku ayriminin yapilip yapilmamasi da calismanin niteligini
etkileyebilecektir. Ozellikle normal kadin karyotip (XX) belirlenen plasental
dokularin sitogenetik analiz sonuglarinin yiiksek oranda anneye ait desidua bazalis
dokusunu yansittig1 bilindigi i¢in, planlanan ¢aligmalarda ya ilk asamada molekiiler
teknikler ile 6rneklerde fetomaternal ayrim yapilmali ya da bu grup 6rnekler, bizim
calismamizda oldugu gibi, ¢alisma dis1 birakilmalidir (1-4). Bu tez ¢alismasinda,
erkek cinsiyetinde diploidik materyaller secilerek annenin desidua hucreleri ile
kontaminasyon olabildigince dislanmistir. Tiim plasental dokulardan yapilan
calismalarin ortak sorunu olan plasentaya simirli mozaisizmler (PSM) direkt
trofoblast dokusu ayrilarak RNA izolasyonu yapilan bu calismamizda da
dislanamamakla beraber, PSM orani1 (~%1-2) son derece diisiik oldugundan bu

durumun olas1 etkisinin ¢alismanin sonuglarii degistirmeyecegi diigtiniilmiistiir

(187).
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6. SONUCLAR

e Bu calismada, erken gebeligin bir komplikasyonu olan kendiliginden
diisiiklerde etiyolojiye katki saglamak amaciyla, 42 dizomik XY kontrol
ve 58 anomalili (T16, T21, T22 ile MX’ten olusan 43 andploidik ve 15
triploidik) ¢aligma grubu olmak tizere toplam 100 abort (trofoblastik doku)
orneginde plasenta gelisiminde aktivator etkili MIR378a-5p,
MIR376¢c ve MIR195’in ve inhibitér etkili MIR34a ve MIR210’un
ekspresyon diizeyleri calisilmigtir. Literatiirde kendiliginden diisiik
materyalleri ile belirtilen miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin iligkisini

gosteren baska bir ¢caligma ile karsilasilmamaistir.

e Hem kontrol gruplarindaki hem de calisma gruplarindaki trofoblastik
dokularda plasenta gelisiminde aktivator etkili MIR378a-5p,
MIR376¢c ve MIR195’in ekspresyon diizeylerinde azalma ve inhibitOr
etkilii. MIR34a ve MIR210’un ekspresyon diizeylerinde artig

belirlenmistir.

e Trizomik (T16 ve T21) trofoblastik dokularda dizomik (normal XY)
dokulara kiyasla MIR34a ekspresyonunda artis gézlenmistir (p=0.0072
ve p=0.0097). Bir tumor supresor olan MIR34a ekspresyonu ile spontan
abortus sonrasit elde edilen trofoblastik dokunun degerlendirildigi ve
MIR34a ekspresyonunun fetuse ait kromozomal yapilarla iliskilendirildigi
baska bir ¢aligmaya literatiirde rastlanmamistir. Bu calisma MIR34a
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ekspresyonunun ve hedef transkriptlerinin, kanser disinda baska birgok

biyolojik yolakla da iligkili olabilecegini gostermesi agisindan degerlidir.

MIR195 ve MIR34a ekspresyonunda, ileri anne yasi (>35 yil) kaydedilen
sitogenetik anomalili trofoblastik dokularda, kontrol grubuna (dizomik
XY) kiyasla artis saptanmustir (p=0.0484, p=0.0346). Ileri anne yasiyla
birlikte artan oosit yaslanma siirecinin MIR195, MIR34a ve pek cok
miRNA ekspresyon degisikligi yoluyla spontan abortus gelisimine katki

saglamasi muhtemel goziikmektedir.
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8. OZET

“Kendiliginden diisiik ile sonuglanan kromozomal olarak normal veya
sayisal anomaliye sahip trofoblastik dokularda, plasentogenezde aktivatdr ve

inhibitor etkili miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin arastirilmasi”

Insan plasental dokularinda farkli ekspresyon diizeyleri olan pek ¢ok
mikroRNA (miRNA) tanimlanmistir. In vitro ¢alismalar ile miRNA'larin trofoblast
hicre proliferasyonunu, gocund, invazyonunu ve apoptozunu ve anjiyogenezi
diizenledigi gosterilmistir. Riskli gebeliklerde, plasentada miRNA ekspresyonunda
farkliliklar bildirilmistir. Bu nedenle, miRNA'larin plasentanin normal gelisimi i¢in
gerekli olmasi ve ekspresyon farkliliklarinin da hatali plasentasyon ve riskli
gebeliklerle iliskili olmas1 muhtemeldir. Bu ¢calismada spontan abortus etiyolojisine
katki saglamak amaciyla plasental gelisim {izerine etkileri bilinen bes miRNA'nin
ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir. Calisma icin gergek fetal karyotipi
yansitan dizomik (XY karyotip) trofoblastik dokular ile sayisal kromozomal
anomalili (andploidi/triploidi) trofoblastik dokular secilmistir. Ekspresyon analizi
sonucunda spontan abortus materyallerinin tamaminda plasenta gelisimi iizerine
aktivator etkili MIR378a-5p, MIR376c ve MIR195 ekspresyonunda azalma,
inhibitor etkili MIR34a ve MIR210 ekspresyonunda artis saptanmustir. Inhibitor
etkili MIR34a ekspresyon seviyeleri, dizomik dokular ile karsilastirildiginda
trizomik dokularda daha yiiksek oranda bulunmustur. Ayrica MIR195 ve MIR34a
ekspresyonunda, ileri anne yas1 kaydedilen sitogenetik anomalili trofoblastik

dokularda, dizomik dokulara kiyasla artis goriilmiistiir. Ozetle bu tez ¢alismasi,
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hatal1 plasentasyon ve diisiik patofizyolojisinde epigenetik bir yaklasim olarak
miRNA eksopresyon anlizlerinin énemini gostermesi agisindan degerli olmakla

beraber, bu konuda yapilacak farkli ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: kendiliginden diisiik, mikroRNA ekspresyonu, MIR34a

9. SUMMARY

“Investigation of expression levels of activator and inhibitor miRNAs
in placentogenesis in trophoblastic tissues with chromosomally normal or

numerical anomalies that result in spontaneous abortion”

In placental tissues, various numbers of micro RNAs (miRNAs) and different
ranges of their expression have been identified. In vitro studies are demonstrated
that miRNAs regulate trophoblast cell proliferation, migration, invasion and
apoptosis, and angiogenesis. In high-risk pregnancies, different levels of mMiRNAs
expression have been reported. Thus, miRNAs are likely to be essential for normal
development of placenta, and differences in miRNA expression are also associated
with defective placentation and high-risk pregnancies. In this study, the expression
levels of five miRNAs with known effects on placental development had evaluated
in order to contribute to the etiology of abortion. For the study, trophoblastic tissues
reflecting the true fetal karyotype (disomic XY and aneuploidy/triploidy) were
selected. Low level of expression, namely MIR378a-5p, MIR376¢, and MIR195

which have activator effect on placental development and high level of expression,
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namely MIR34a and MIR210 which have inhibitory effect on placental
development, had determined in all of the specimens of abortion tissues. Inhibitory
MIR34a expression levels were detected in high level in trisomic trophoblastic
tissues compared to disomic trophoblastic tissues. In addition, an increase in
MIR195 and MIR34a expression levels was observed in trophoblastic tissues with
cytogenetic anomalies with advanced maternal age compared to disomic tissues. In
sum, this thesis has value to demonstrate the importance of miRNA expression
levels in defective placentation and abort pathophysiology as an epigenetic

approach, there is a need for more research on this topic.

Keywords: spontaneous abortion, miRNA expression, MIR34a
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11. EKLER
11.1. Ek-1: Bilgilendirilmis Onam Formu-2

T.C.
GAZIi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
TIBBI GENETIK ANABILIM DALI
BILGILENDIRIiLMiS ONAM FORMU-2

Tarih:
Asagidaki bilgileri okudum,

1- Biyolojik 6rnek vermeyi ve bu drnekten konvansiyonel kromozom analizi

yapilmasini,
o Kabul ediyorum o Kabul etmiyorum
Ornek: o Periferik venoz kan o Diistik materyali
o Cilt materyali o Kemik iligi
o Intrakardiyak kan o Solid doku materyali
o Plasenta o Diger

2- Verdigim ornekten dogrulama ve/veya daha ileri tam icin molekiiler sitogenetik
analizlerin (FISH, mikroarray) yapilmasini,
o Kabul ediyorum o Kabul etmiyorum

3- Verdigim érnekten daha ileri tan icin molekiiler analizlerin (DNA dizi analizi
vs.) yapiimasini,

o Kabul ediyorum o Kabul etmiyorum
Hastanin Ebeveynin Aile adina sorumlu
Isim ve imzasi Isim ve imzasi kiginin isim ve imzasi

Elde edilen sonuclarin kimlik bilgilerim acik olarak kullanilmadan egitim /
arastirma amach bilimsel olarak kullanilmasini,

o Kabul ediyorum o Kabul etmiyorum
Hastanin Ebeveynin Aile adina sorumlu
Isim ve imzasi Isim ve imzasi kisinin isim ve imzasi

e Verdiginiz 6rnekten direkt ¢alisma ve/veya kisa/uzun donem doku kiiltiirii
yapilacak ve sitogenetik/ molekiiler sitogenetik / molekiiler genetik ¢aligma
sonucu, secilen yonteme bagl olarak 2-8 hafta icinde raporlandirilacaktir.
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Kiiltiirde iireme olmadig: takdirde veya teyit edilmesi gereken patolojik bir
sonu¢ veya mozaik bir sonu¢ elde edildiginde, yeniden oOrnek alinmast
istenebilir.

Biyolojik 6rnek aliminda, girisime bagl olarak diisiik oranda da olsa enfeksiyon,
kanama gibi komplikasyonlar gelisebilir.

Bazi durumlarda ebeveyn ve/veya ailede galigma istenebilir.

Sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve molekiiler genetik analiz sonuglarimi
yorumlamak bazen gii¢ olabilir veya alinan sonuglar 6rnekteki gercek durumu
yansitmayabilir. Ayrica kromozom analizinde kii¢iik yapisal degisimler ve
diisiik orandaki mozaisizmler degerlendirilemeyebilir.

Yapilan test var olan riske yonelik olup, sadece riskli hastalik hakkinda bilgi
verir. Diger hastaliklarla ilgili bir bilgi veya fikir vermez. Burada yapilan
sitogenetik molekdler sitogenetik ve molekiiler genetik testlerin normal
bulunmasima karsin ¢ocukta genetik veya genetik olmayan baska hastaliklar
veya anomaliler ortaya cikabilir.
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11.2. Ek-2: Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar I¢in Bilgilendirilmis Goniillii
Olur Formu (BGOF)

T.C.
GAZI UNIVERSITESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

GENETIK MATERYAL UZERINDE YAPILACAK CALISMALAR ICIN
BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: Kendiliginden diisiik ile sonuglanan kromozomal
olarak normal veya sayisal anomaliye sahip trofoblastik dokularda,
plasentogenezde aktivator ve inhibitor etkili miRNA’larin ekspresyon
seviyelerinin arastirilmasi

Sorumlu Arastiricinin Adi: Prof. Dr. Meral Yirmibes Karaoguz
Diger Arastiricilarin Adi: Prof. Dr. Mehmet Ali Ergiin, Dog. Dr. Esra Tug , Ars.
Gor. Dr. Elvin Kazancioglu, Dr. Hasan Hiiseyin Kazan, Ph.D

Destekleyici (varsa): Gazi Universitesi BAP destek birimine basvuru yapilacaktir.

“Kendiliginden diisiik ile sonuclanan kromozomal olarak normal veya sayisal
anomaliye sahip trofoblastik dokularda, plasentogenezde aktivator ve inhibitor
etkili miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin arastirilmast” isimli bir ¢aligmada
yer almak tizere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismaya davet edilmenizin
nedeni mevcut gebeliginizin kendiliginden diistikle sonlanmis olmasidir. Bu
calisma, arastirma amagli olarak yapilmaktadir ve katilim goniilliiliik esasina
dayalidir. Calismaya katilma konusunda karar vermeden Once arastirma hakkinda
sizi bilgilendirmek istiyoruz. Calisma hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan
sonra ve sorulariiz cevaplandiktan sonra eger katilmak isterseniz sizden bu formu
imzalamaniz istenecektir. Bu arastirma, Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda, Prof. Dr.
Meral Yirmibes Karaoguz’un sorumlulugu altindadir.

Genetik calismanin amaci1 ve dayanag: nelerdir; benden baska kag¢ Kkisi bu
calismaya katilacak?

Bu ¢aligmaya davet edilmenizin nedeni mevcut gebeliginizin kendiliginden diisiikle
sonlanmig olmasidir. Kendiliginden diisiiklere ¢ogu kez kromozom say1 kusurlari
(anomalileri) neden olmaktadir. Daha az oranda da kromozomlar normal olmasina
ragmen diisiik yine olusabilmektedir. O nedenle diisiikk gelisimini etkileyen
ifadelenme (ekspresyon) farkliliklar1 gibi bagka genetik nedenler veya genetik dis1
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nedenler de soz konusu olabilmektedir. Bu arastirmada da sizin sonucunuz gibi
sayisal kromozom anomalisi veya normal kromozom kurulusu (XY normal)
belirlenen diisiiklerde bir ifadelenme (ekspresyon) calismasi planlanmaktadir.

[fadelenme calismas1 mikroRNA (miRNA) denilen kalitsal materyal iizerinde
yapilacaktir. Mikro RNA’lar DNA’nin 6nciilleri olan RNA grubuna dahildir. DNA
hiicrenin kalitsal materyalidir ve goz rengi, zeka, kisilik gibi ¢ok sayida 6zelligin
olusmasindan sorumludur. RNA’lar DNA'da tasimman genetik bilginin proteine
doniisiimiinde ara molekiillerdir. Farkli farkli RNA’lar vardir. Cok kii¢iik (mikro)
yapidaki mikroRNA’lar, organizmamizdaki plasentanin gelisimi de dahil olmak
tizere pek ¢ok gelisimsel slirece olumlu olumsuz katki saglarlar. Bu aragtirmada da
sizin sonucunuz gibi normal kromozom analizi (XY normal) olan veya sayisal
kromozom anomalisi saptanan diisiiklerde miRNA ifadelenme diizeyleri
belirlenerek, kromozomal olarak normal ve anomali olan gruplarin birbirleri ile
karsilagtirilmas1 hedeflenmektedir. Bu amagla sizin diisiik materyalinizin de dahil
oldugu toplam 100 hastanin ¢alisilmasi planlanmaktadir.

Bu genetik cahsmaya katilmali miyim? (Bu boliim aynen korunacaktir)

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baghdir. Eger katilmaya Karar
verirseniz bu yazili bilgilendirilmis olur formu imzalanmak i¢in size verilecektir.
Su anda bu formu imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden
gostermeksizin c¢alismay1 birakmakta ozglirsiiniiz. Boyle bir karar vermeniz
durumunda tibbi bakiminiz bu durumdan etkilenmeyecektir.

Genetik arastirma nasil yapilacak?

a. Hangi ornek (ler) alinacak ve nasil alinacak ?

Gebeliginizin kendiliginden diisiikle sonuglanmis olmasi nedeniyle, Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum doktorunuz tarafindan daha dnce size kiiretaj isleminin tiim
riskleri anlatilip, onaminiz alindiktan sonra diisiik materyalinizi laboratuvarimiza
getirdiniz. Calismamiz, kromozom analizi yapildiktan sonra arta kalan ve -80°C’de
dondurularak bekletilen diigiik materyali dokusundan yapilacag: i¢in, planlanan
calisma i¢in sizden yeni bir 6rnek alinmayacaktir.

b. Ornekte neler arastirilacak ?

Normal kromozom analizi (XY normal) olan veya sayisal kromozom anomalisi
saptanan  dlsiiklerde miRNA ifadelenme diizeyleri arasindaki farklilik
arastirilacaktir.

(o} Ornekler nerede calisilacak ?
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Ornekler Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Molekiiler
Laboratuvari’nda tetkik edilecektir.

d. Genetik ornegin gelecekte nasil imha edilmesi planlanwyor ?

Ornek uygun saklama kosullar1 altinda laboratuvarimizda muhafaza edilecektir.
Saglik Bakanlig1 ve ilgili birimlerin yayinladig: kilavuzlarda yer alan oneriler ve
yonergeler dogrultusunda ornekler saklanmaktadir. Orneklerin  imhasi bu
kilavuzlarda yer alan bilgiler dogrultusunda yapilmaktadir.

Tarafimdan alinan ornekler gelecekte de kullanilabilecek mi?

(Bu béliimde katilimcidan “Tabakalandirilmig olur” olarak isimlendirilen bir onay
alimmalidir. Asagida yazili olan boliim aynen korunarak katilimcinin asagidaki 4
secenekten birini igaretlemesi istenmelidir.)

Tarafinizdan alman 6rnegin saklanmasi ve ileride yapilacak diger caligmalarda
kullanim1 ancak sizin izninize tabidir. Bu o6rnekler uzun yillar isminiz (kimlik
bilgileriniz) korunmak ya da yok edilmek kayd ile saklanabilir. Liitfen asagidaki
seceneklerden size uygun olan bir tanesini igaretleyiniz.

[J Tarafimdan alinan kodlanmis* o&rnegin yalnizca Onerilen ¢aligma igin
kullanimint onayliyorum; ileride yapilmasi olast diger caligmalar icin onay
vermiyorum.

] Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin yalnizca 6nerilen ¢alisma i¢in kullantimini
onayliyorum; ileri ¢aligmalar icin tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek
istiyorum.

] Tarafimdan alman kodlanmis Ornegin, arastirma konusuyla baglantili diger
calismalarda kullanimint onayliyorum, ancak farkli caligmalar icin tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

'] Tarafimdan alinan kodlanmis Ornegin Onerilen ¢alisma i¢in kullanimini
onayliyorum, ve gelecekte de her tiirlii genetik calismada anonim (kimligim ile
baglantisiz) olarak kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarasi verilir. Kod numarasini
yalnizca arastirict bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastirict ulagabilir.
Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.

Cahsmanin riskleri nelerdir?
Gebeliginizin kendiliginden diisiikle sonuglanmis olmasi nedeniyle, Kadin

Hastaliklar1 ve Dogum doktorunuz tarafindan daha 6nce size kiiretaj isleminin tim
riskleri anlatilip, onaminiz alindiktan sonra gebelik tahliye materyalinizi bizim
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laboratuvarimiza getirdiniz. Caligmamiz bu tahliye materyalinin kromozom analizi
yapildiktan sonra arta kalan ve dondurularak bekletilen bir kismindan yapilacagi
icin, planlanan ¢alisma nedeniyle herhangi bir risk s6z konusu degildir.

Cahismanin yararlar: nelerdir?

Materyaller arasinda mikro RNA ifadelenme seviyelerinde farklilik bulundugu
takdirde bu calisma, plasenta gelisimi ve diisiik olusumu arasinda iliski
kurulabilmesine ve diisiik olusumu ile ilgili farkli ¢aligmalar planlanmasina olanak
saglayabilecektir. Bu gibi ¢alismalar gebelik kayiplarinin erken donemde tespiti
veya Onlemi konusunda yeni ydntem ve testlerin gelismesi i¢in faydali/oncii
olabilme potansiyeli tasimaktadir.

Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak? (Bu boliim aynen korunacaktir)

Caligma doktorunuz kisisel bilgilerinizi, arastirmayi ve istatiksel analizleri
yuritmek icin kullanacaktir. Calismanin sonunda, size ait tiim sonuglar hakkinda
bilgi istemeye hakkiniz oldugu gibi bdyle bir bilgiyi 6grenmeyi reddetme hakkiniz
da vardir. Litfen asagidaki kutucuklardan size uygun olani isaretleyiniz:

1 Bu galismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istiyorum
1 Bu ¢alismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istemiyorum.

Calisma sonuglar1 ¢aligma bitiminde tibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak
kimliginiz agiklanmayacaktir. Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Saglik
Bakanhig1 ve diger ilgili saglik otoriteleri orijinal tibbi kayitlarimiza dogrudan
erigebilir. Bu yazili bilgilendirilmis goniillii olur formunu imzalayarak yalnizca adi
gegen kisi ve kurumlara erisim izni vermis olacaksiniz. Ancak kimlik bilgileriniz
gizli tutulacak, kamuoyuna agiklanamayacak; arastirma sonuclarinin yayimlanmasi
halinde dahi kimliginiz gizli kalacaktur.
(Calisma igin eger gerekiyorsa asagidaki standart durumlar aciklanmalidir)

o Ornek: Kamniz genetik faktorler agisindan test edilecek ve elde
edilen bilgi sizin hakkinizda bize genetik bilgi verecektir. Genetik
testler, bu aragtirma ile ilgisi olmayan size ait ¢ok ozel baska bilgiler
de verebilir. Boyle bir durumda da gizlilik ilkesine bagl kalinacak
ve bilgiler iigtincii sahislara sizin  onaymiz  olmaksizin
ac¢iklanmayacaktir.)

Bu ¢alismaya katilmamin maliyeti nedir?

Calismaya katilmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir
0deme yapilmayacaktir.

Calismanin ticari bir yonii var midir? (Bu boliim aynen korunacaktir)
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Gondilliilerden elde edilen bilgilerden, tibbi testler ya da tedaviler gelistirilebilmesi
gibi ticari bir fayda saglanabilir. Boyle bir durum olursa, goniilliiler herhangi bir
sekilde ticari gelir temin etmeyeceklerdir.

Gorecegim olasi bir zarar durumunda ne yapilacak?

Calismamiz kromozom analizi yapildiktan sonra arta kalan ve -80 °C dondurularak
bekletilen diisiik materyalinize ait dokudan yapilacagi i¢in, planlanan calisma
nedeniyle sahsiniza yonelik bir zarar s6z konusu degildir.

Daha fazla bilgi, yardim ve iletisim icin kime basvurabilirim ?

Arastirma ile ilgili bir sorununuz oldugunda ya da c¢aligma ile ilgili ek bilgiye
gereksinim duydugunuzda asagidaki kisi ile liitfen iletisime geciniz.

ADI : Prof. Dr. Meral Yirmibes Karaoguz
GOREVI : Arastirma Y dneticisi
TELEFON

(Katihmcinin/Hastanin Beyani)

GUTF Tibbi Genetik Anabilim Dalinda, Prof. Dr. Meral Yirmibes Karaoguz/ Dr.
Elvin Kazancioglu tarafindan “Kendiliginden diigiik ile sonuglanan kromozomal
olarak normal veya sayisal anomaliye sahip trofoblastik dokularda,
plasentogenezde aktivator ve inhibitér etkili miRNA’larin  ekspresyon
seviyelerinin arastirilmast” isimli tibbi bir arastirma yapilacag: belirtilerek bu
aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni okudum. Bu
bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilime1” olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagmis degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda
herhangi bir neden gostermeden arastirmadan ¢ekilebilirim. (Ancak
arastirmaciart zor durumda birakmamak icin arastrmadan ¢ekilecegimi
onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma
herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan aragtirma dis1 da
tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Arastirmadan elde edilen benimle ilgili kisisel bilgilerin gizliliginin korunacagini
biliyorum.

Arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi
bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin

80



saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak
da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr.
Meral Yirmibes Karaoguz’u / Dr.Elvin Kazancioglu’nu bulabilecegimi ve 0312 202
4644 /0312 202 4636 numarali telefonlardan arayabilecegimi biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu
kosullarla s6z konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla, hig¢ bir baski ve zorlama
olmaksizin, goniilliiliik igerisinde katilmay1 kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katiimcl
Adi, soyadz:
Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Katilimci ile goriisen hekim
Adi soyadi, unvant:

Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

AYDINLATMA ve KATILIMCININ BEYANI KESINLIKLE
BiRBIRLERININ DEVAMI SEKLINDE OLACAKTIR. AYRI AYRI
SAYFALARDA YER ALMAYACAKTIR.
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