o GAZIi UNIVERSITESI .
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI (BAP)
PROJE KESIN RAPORU

PROJE KODU

02/2015-03

PROJE TURU

(X) Bagimsiz Bilimsel Aragtirma Projesi (BAP)

() Yiiksek Lisans ( ) Doktora ( ) Tipta Uzmanlik
() Altyap1 Projeleri

() Cok Disiplinli Aragtirma Projeleri

() Sanayi Isbirligi Projeleri

PROJE ADI

Infertilite Hastalarinda Angiotensin Converting
Enzim (ACE) Polimorfizminin Incelenmesi

PROJE YURUTUCUSU

Prof.Dr. Aymelek GONENC

PROJE EKIiBIi

Prof.Dr. Aymelek GONENC

Prof.Dr. Ali ERGUL

Dog.Dr. Zehra Candan ILTEMIR DUVAN
Ars.Gor. Taylan TURAN

Uzm. Biyolog Aslithan PEKEL

FAKULTE/ENSTITU/YUKSEK OKUL

Eczacilik Fakiiltesi

BOLUM/ANABILIM/BILIiM DALI

Temel Eczacilik Bilimleri/Biyokimya ABD

RAPOR TARiHi

01.11.2016

22 sayfadan olusan bu rapordaki bilgilerin/belgelerin dogrulugunu kabul ediyorum.

Imza:

Sayfal/22




ICINDEKILER Sayfa

1. PROJE RAPORU....ituittneetieetteerteetneerteeesneesneeesneessesssnesssesssneesnnsssnsnms 3
2. PROJE BUTCESI OZET BILGILERI......ccuovviiuiiiiiiiiiiiiiiieiieiceneenennennes. 20
3. PROJE CIKTILARI ....ccutvuuiirnerteetneeenneeuneesnerseesneessesssneesneessneesnnssses 21

4. PROJE YURUTUCUSU TARAFINDAN YAPILACAK GENEL
DEGERLENDIRIME .....cvenieetteeteeesneeesneeasnesasessnsenssnseesnsessnssssnssnsensnnn 22

Sayfa 2 /22



1. PROJE RAPORU

Ozet

Ciftlerin ¢ocuk sahibi olmay1 istemelerine ve diizenli cinsel iliskide bulunmalarina ragmen en az
bir yil siireyle gebelik elde edememeleri olarak tanimlanan infertilite, ireme ¢agindaki ¢iftlerin
yaklagik %10-15" ini etkileyen bir problem olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Bir glikoprotein
(dipeptit karboksipeptidaz) olan Angiotensin Converting Enzim (ACE), endotelyal hiicrelerde,
akcigerlerde ve plazmada bulunmaktadir. Renin-Anjiotensin-Aldosteron sisteminde 6nemli bir
enzim olan ACE, Anjiyotensin I’ in fizyolojik olarak aktif formu olan oktapeptit yapidaki
Anjiyotensin II’ ye ¢evrilmesinde gérev almaktadir. Anjiotensin II, adrenal korteksten aldosteron
sekresyonunu uyarmakta ve sivi-elektrolit dengesi ile sistemik kan basincinin diizenlenmesinde
kuvvetli bir vazokonstriktor olarak gorev almaktadir. ACE geninin fertilitede 6nemli bir role
sahip oldugu diisiiniilmektedir. ACE ve tiriinlerinin in vitro ovaryum endotelinin anjiyojenezi,
mayozun devami, steroidlerin olusumu ve folikiiler biiylime ile iligkili oldugu bildirilmektedir.
Insan ACE geninin intron 16 bdlgesinde polimorfik I/D degiskenliginin oldugu daha &nceki
bilimsel ¢aligmalar ile gosterilmistir. Literatiirde, ACE gen polimorfizmi ile erkek infertilitesi
arasinda nasil bir iliski olduguna dair yapilan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Ancak,
kadinlarda infertilitenin 6nemli bir kismini olusturan agiklanamayan infertilite ile ilgili bir
calismaya rastlanmamistir. Calismamizda, toplumumuzda agiklanamayan infertilite hastalarinda
ACE gen polimorfizmini tespit etmek ve saglikli kontroller ile karsilastirarak gen polimorfizmi
ve infertilite arasinda herhangi bir iligkinin olup olmadigini arastirmak amaglanmistir. Ayrica
aciklanamayan infertilite olgularinda serum ACE ve Anti-Miillerin Hormon (AMH) diizeyleri
Ol¢iilmiistiir. ACE geni I/D polimorfizmi ve infertilite riski arasindaki iligki incelendiginde, ID
genotipi referans kabul edildiginde, DD genotipine sahip olan kadinlarin agiklanamayan
infertiliteye sahip olma riski 2.33 kat daha fazla olarak bulunmustur (DD vs. ID: risk orani [OR]
= 2.33, 95% giiven aralig1 alt ve tist sinir [CI] (0,88-6,19); p=0,086. Bu bulgu, DD genotipinin
aciklanamayan infertilite i¢in yiiksek risk grubu olabilecegini gostermektedir. Bu bulgulart
dogrulamak i¢in daha biiyiik popiilasyonlar ile yeni ¢caligmalara gerek duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Agciklanamayan infertilite, Angiotensin Doniistiiriici Enzim (ACE),
Polimorfizm, Anti-Miillerin Hormon (AMH)

Abstract

Infertility defined conventionally as the inability or failure of a couple to initiate a pregnancy
after at least a year of unprotected sexual intercourse emerges as a problem that effect
approximately %10-15 of couples in reproductive age. Angiotensin Converting Enzyme (ACE)
which is a glycoprotein (dipeptide carboxypeptidase), located in endothelial cells, lungs and
plasma. ACE is a significant component of the Renin-Angiotensin-Aldosterone system which
catalyzes the conversion of Angiotensin | to its physiologically active form Angiotensin Il that
has the octapeptide structure. Angiotensin Il stimulates the aldosterone secretion from the
adrenal cortex and acts as a potent vasoconstrictor in the regulation of fluid and electrolyte
balance with systemic blood pressure. ACE gene is considered to have an important role in
fertility. The ACE and its products are associated with the angiogenesis of ovarian endothelium
in vitro and the resumption of meiosis, steroid genesis and folicular growth. The
insertion/deletion (1/D) polymorphism within the intron 16 region of ACE gene has been recently
identified. There has been lots of studies in the literature concerning how ACE gene
polymorphism and male infertility are related with each other. But, there have not any study
associated with unexplained infertility that has the most remarkable ratio in female infertility.
The main aim of this study is that both identify the ACE gene polymorphism in patients with
unexplained infertility in our society and show whether there is any relationship between gene
polymorphism and infertility by comparing with healthy female controls. In addition to this,
serum ACE and Anti-Miillerian Hormon (AMH) levels were measured in unexplained infertility.
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When the relationship were analyzed between ACE gene I/D polymorphism and infertility risk,
and ID genotype were chosen as a reference, it was found to be 2.33 times more risk of
unexplained infertility that the women have DD genotype (DD vs. ID: odds ratio [OR] = 2.33,
95% confidence interval [CI] (0,88-6,19); p=0,086. This finding indicates that DD genotype may
be high risk group for unexplained infertility. Further studies are warranted to confirm this
finding, especially with a larger population.

Keywords: Unexplained infertility, Angiotensin Converting Enzyme (ACE), Polymorphism,
Anti-Miillerian Hormon (AMH)
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Projenin Amaci, Onemi, Kapsami ve Yapilan Calismalarin Belirtilmesi

Infertilite, ¢iftlerin cocuk sahibi olmayi istemelerine ve diizenli cinsel iliskide bulunmalaria
ragmen en az bir yil siireyle gebelik elde edememeleri olarak tanimlanmaktadir (1-4). Ureme
cagindaki ¢iftlerin yaklagik %10-15" ini etkileyen bir problem olarak karsimiza ¢ikan (2,4)
infertilitenin bilinen nedenleri arasinda hormonal, yapisal ve genetik anormallikleri sayabiliriz
(5,6). Cinsiyetin infertilite iizerindeki etkisi incelendiginde; erkege ait nedenlerle ortaya ¢ikan
infertilitenin %30-40 oraninda, kadina ait infertilitenin %40-50, erkek ve kadin faktoriiniin
birlikte bulundugu infertilitenin de %25 civarinda oldugu saptanmistir (4). Bunun yanisira, tiim
arastirmalara ragmen infertiliteyi aciklayabilecek bir sebep bulunamamasindan dolayi,
aciklanamayan infertilite olarak isimlendirilen %10-15" lik paya sahip bir grup daha
bulunmaktadir (4). Kadinlardaki en Onemli infertilite sebepleri arasinda yumurtlama
bozukluklari, endometriozis ve tiiplerin hasarli veya tikali olmasi (4) sayilabilirse de, 6zellikle
olgularinin 6nemli bir boliimiinde etiyoloji aydinlatilamamaistir.

Anti-Miillerin Hormon (AMH), Transforming growth faktor- b (TGF-b) ailesinin bir tiyesi
olup kromozom 19’ un kisa kolunda lokalizedir. Pro-hormon olarak sentezlenen ve glikoprotein
yapida olan AMH etkilerini biyolojik aktif olan C terminal yikim {iriinii iizerinden gosterir. Over
rezervin degerlendirilmesinde 6nemli bir belirteg olarak kabul edilmektedir (7).

Bir dipeptit karboksipeptidaz olan Angiotensin Converting Enzim (ACE), endotelyal
hiicrelerde, akcigerlerde ve plazmada bulunmaktadir (8). Vaskiiler endotelyal hiicreler tarafindan
sentezlenen ACE, sinif-1 integral ektoenzim olarak plazma membraninda eksprese edilmektedir
(9). ACE gen ekspresyonu hakkinda hala biiyiik 6l¢iide bilinmeyenler olmasina kargin, dokuya
Ozgii olabilecegi diistiniilmektedir (10). Renin-Anjiotensin-Aldosteron sisteminde Onemli bir
enzim olan ACE, Anjiyotensin I’ in fizyolojik olarak aktif formu olan oktapeptit yapidaki
Anjiyotensin II’ ye g¢evrilmesinde gorev almaktadir (11). Anjiotensin I, adrenal korteksten
aldosteron sekresyonunu uyarmakta ve sivi-elektrolit dengesi ile sistemik kan basincinin
diizenlenmesinde kuvvetli bir vazokonstriktor olarak gorev almaktadir (12).

Insan ACE geni kromozom 17q23 de lokalizedir ve burada klonlanir (13). ACE geni
toplamda 26 ekson ve 25 intron bolgesinden olusmaktadir (11). insan ACE geninin intron 16
bolgesinde polimorfik insersiyon/delesyon (I/D) degiskenliginin oldugu daha onceki bilimsel
caligmalar ile gosterilmistir (9,13-16). 78 g¢esit polimorfizm saptanan (10) ACE geninin
fertilitede 6nemli bir role sahip oldugu diisiintilmektedir (17).

Literatiirde, ACE gen polimorfizmi ile erkek infertilitesi arasindaki iliskiye yonelik yapilan
¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. 2008 yilinda tilkemizde yapilan bir ¢alismada, Azospermi,
Oligospermi ve son 5 yil igerisinde ¢ocuk sahibi olmus erkek bireylerin ACE polimorfizmleri
analiz edilmistir. Azospermik, oligospermik ve kontrol gruplarindaki polimorfizmler, genotip ve
alel frekanslar1 agisindan kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig:
gosterilmistir. Ayrica DD polimorfizm oraninin, normal ve azospermli erkeklere kiyasla
oligospermi tanis1 konan bireylerde diisiik oldugu bulunmus ancak istatistiki olarak anlamli bir
farklilik saptanmamuistir (8). Toplam 405 erkek ile yapilan, 2012 yilina ait bir diger ¢alismada
erkekler saglikli, astenozospermi, astenoteratezospermi ve oligoastenoteratozospermi olmak
tizere 4 gruba ayrilmistir. I/ genotipi 182 erkekte tayin edilmis ve sirasiyla %76.5-%47.4-%39.8
ve %17.6 olarak bulunmustur. I/D genotipi 133 erkekte belirlenmis ve sirasiyla %13.7-%42.3-
%27.5 ve %47.2 olarak bildirilmistir. D/D genotipi ise 90 erkekte saptanmis ve sirastyla %9.8-
%10.3-%32.7 ve %35.2 olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore, D/D ve I/D genotipi gosteren
erkeklerin sperm sayisi ve hareketliliginde 6nemli derecede diisiis oldugu bildirilmistir (11).

Literatiirde erkek infertilitesi ve ACE polimorfizmi arasindaki iliskiyi degerlendirmeye
yonelik yapilmis ¢alismalarin sayisini  arttirmak miimkiindiir. Kadinlarda endometriozis
hastalarinda ACE Single Niikleotit Polimorfizmi (SNP) ile yapilmis bir ¢alisma bulunmakla
birlikte (18), aciklanamayan infertilite ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizda,
toplumumuzda aciklanamayan infertilite hastalarinda ACE gen polimorfizmini tespit etmek ve
saglikli kontroller ile karsilastirarak gen polimorfizmi ve infertilite arasindaki olasi iliskiyi
irdelemek amaglanmuistir.
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Projenin Yontemi

Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Bu calismada kullanilan kan &rnekleri, Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tiip
Bebek Unitesine basvuran aciklanamayan infertilite teshisi konulan kadm hasta ve saglikli
kontrollerden saglanmustir. Calisma &ncesinde, Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ ndan onay alimmustir (Karar No: 2015/01, Sayr No: 99950669/10
Tarih: 09.01.2015). Calismayla ilgili olarak aday katilimci 6n bilgilendirilmesi yapilmistir.
Kabul edenlere calisma ile ilgili ayrintili bilgiler verilmis ve birer anket uygulanmustir.
Calismaya, aciklanamayan infertilite tanis1 almis 47 hasta dahil edilmistir. Total hasta grubunun
yas ortalamasi 32,2+4,7 ve viicut kitle indeksi ortalamasi 25,3+10,0 kg/mz’dir. Kontrol grubu,
herhangi bir sistematik hastaligt bulunmayan, 41 saglikli kisiden (Erkek faktori)
olusturulmustur. Kontrol grubunun yas ortalamasi ise 30,4+4,8 ve viicut kitle indeksi ortalamasi
24,8+3.4 kg/m? olarak hesaplanmistir. Hasta ve saglikli kontrollere ait kan drnekleri KsEDTA” It
tiiplere alinarak ¢alisilacak giline kadar -80°C’ de muhafaza edilmistir.

DNA izolasyonu
DNA izolasyonu i¢in, GeneMatrix Quick Blood DNA Purification Kit (Cat No: E3565)
Kullanilmistir. DNA izolasyonu sonucu, DNA kalite ve miktar dl¢iimleri ; %1° lik Agaroz Jel ve
Nanodrop ND—1000 spektrofotometre kullanilarak yapilmistir. Kite ait protokol su sekildedir;
+ Kitin kutusunda bulunan spin kolonlar ¢ikarilarak, 40uL Buffer QB ilavesiyle
kolonlarin aktiflestirilmesi saglanir ve lizat transfer edilinceye kadar oda sicakliginda
bekletilir. (Bu asamada membranin tamamen 1slanmasi ve DNA’ nin maksimum diizeyde
baglanmasi amaciyla Buffer QB’ yi membranin tam ortasindan ilave etmek esastir).
 Yeni bir ependorf tiipiine (1.5-2 mL), EDTA’ 1 tiipte bulunan kan 6rneginden 200uL
alinir. (Eger kan 6rneginin hacmi 200 pL’ den az ise PBS (Phosphate-Buffered Saline)
ilave edilerek hacim 200 puL’ ye tamamlanir).
v Steril PBS hazirlamak igin;
8 g NaCl
0.2 g KCI
1.44 g NagHPO4
0.24 g KH,PO, tartilarak 800 mL distile suda ¢oziliir, HCI ile pH’ 1 7.4’e ayarlanir ve
distile su ile hacim 1 L’ ye tamamlanur.
v" Eger downstream uygulamalar i¢gin RNA’ s1z (RNA-free) DNA gerekli ise, 2 pLL RNase
A ilave edilir. Karisim iyice vortekslenir ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilir.
» Karisima 10 uL Proteinase K eklenir ve daha sonra 200 mL Sol QB Buffer ilave edilir.
+ Karisim iyice vortekslenir.
* 10 dk 70°C’ de kuru 1s1 blogunda inkiibe edilir.
* 200pL %96’ lik ethanol eklenerek dikkatlice pipetaj yapilir.
» Karisim iyice vortekslenir.
* Daha sonra 1 dk 12000rpm” de santrifiij edilir.
» Santrifiij sonrasi elde edilen lizat, toplama tiipiiniin (collection tube) icerisinde yer alan
ve Buffer QB ile aktiflestirilen spin kolana transfer edilir.
* 2 dk 12000rpm’ de santrifiij edilir. (Santrifiij islemine biitiin lizat kolonu ge¢inceye
kadar devam edilir).
 Santrifiij sonrasi alt fazdaki s1v1 dokiiliir ve kolon, toplama tiipiine yeniden yerlestirilir.
+ Kolon 500uL Wash QBX1 Buffer ile yikanir ve 1 dk 12000rpm’ de santrifiij edilir.
» Santrifiij beklenirken, Elution Buffer isinmasi amaciyla 70°C’ de bulunan kuru 1s1
bloguna koyulur.
 Santrifiij sonrasi alt sliziintii atilir ve kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilir.
» Kolon bu kez 500uL Wash QBX2 Buffer ile yikanir ve 2 dk 12000rpm’ de santrifiij
edilir.
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» Santrifiij sonrasi alt siiziintli atilir ve kolon yeni bir 1.5 mL’ lik ependorf {izerine alinr.
Kolonda bagli olan DNA’ y1 membrandan ayirmak amaciyla énceden 70°C’ de 1sitilan
Elution Buffer’ dan 50-200 pL kolona eklenir ve 3 dk oda sicakliginda inkiibe edilir. (Daha
fazla DNA {iriinii elde edebilmek amaciyla Elution Buffer dnceden 70°C’ de 1sitilarak,
membrana ve kolonun duvarlarina degdirilmeden direkt olarak membranin merkezinden
ilave edilmelidir).

* 1 dk 12000rpm’ de santrifiij edilir. Kolondan DNA eldesini arttirmak amaciyla, alt
stiziintii (santrifiij sonras1 elute olmus DNA) pipetle ¢ekilerek tekrar kolona birakilir ve
tekrar 3 dk oda sicakliginda inkiibe edilir.

* 1dk 12000rpm’ de santrifiij edilir.

» Kolon ependorfun iizerinden alinarak, ependorfun kapagi kapatilir. Elde edilen DNA
analiz i¢in hazirdir. Ne zaman kullanilacagina bagli olarak 2-8 °C ve ya -20 °C’ de
saklanabilir.

Agaroz Jel Elektroforezi ve Spektrofotometrik Ol¢iim

Hasta ve kontrollere ait DNA’ larin izolasyonunu takiben, hem izolasyonun gorsel
kontroliinii (olup olmadigini) saglamak, hem de izole edilen DNA 6rneginin kalite ve miktarini
tespit etmek amaciyla Agaroz Jel Elektroforezi ve Nanodrop ND-1000 Spektrofotometre
olgiimleri yapilmustir. Bu 6lgiimlerin, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii biinyesinde,
asagidaki prosediirlere gore gerceklestirilmistir.

Agaroz Jel Hazirlanmas ;
 Gerekli miktarda agaroz tartilarak erlene koyulur.
* Yine gerekli hacimde TBE (Tris-borate-EDTA) Buffer ilave edilir.
» Hafif¢e calkalanip mikrodalga firma koyulur.
* Mikrodalga firin 6rnek kaynamaya baslayana kadar yiiksek ayarda ¢alistirilir.
* Araliklarla erlen mikrodalgadan ¢ikarilip ¢alkalanir.
* EtBr (Etidyum bromiir) eklenir ve ¢alkalayarak tiim ¢ozeltiye dagilmasi saglanir.
* (ozelti muslukta biraz sogutulur.
» Agaroz jel yavas bir sekilde jel tepsisine dokiiliir, uygun taraklar takilir ve jelin
polimerize olmasi i¢in en az yarim saat beklenir.
Orneklerin Jele Yiiklenmesi ;
 Jel tanka yerlestirilir.
* Tank jelin istiinii kapatacak kadar TBE ile doldurulur.
* PZR iiriinlerinde bir kuyucuga da markir koyulur.
+ 80-100 V’ da 30-60 dK yiiriitiiliir.

Elde edilen izole DNA o6rnekleri %1’ lik agaroz jelde gorsel olarak kontrol edilerek, miktar
ve saflik tayinleri ise, Nanodrop ND-1000 spektrofotometre aletinde belirlenmistir.

Niikleik asitlerin konsantrasyonu genellikle PZR suyuna karsi 260 nm’ de absorbans
oOl¢iilerek belirlenmektedir. Kontaminantlarin varligi, oran hesaplamasi ile ayirt edilebilmektedir.
280 nm, proteinin maksimum absorbans verdigi dalga boyunu ifade ettigi igin, Ajeo/Azgp Orani
niikleik asitin safligin1 hesaplamak icin kullanilir. Saf bir DNA izoasyonu i¢in bu deger 1.8-2.0
araliginda olmalidir. 230 nm’ de goriilen absorbsiyon ise niikleik asitin peptidler,
karbonhidratlar, fenoller, aromatik bilesenler ve benzeri diger safsizliklarla kontaminasyonunu
gostermektedir. Saf 6rneklerde Azgo/Azzo orani ise 2.0-2.2 araliginda olmalidir. Bu sebeple DNA’
nin safligi degerlendirilirken, Azgo/Azso Ve Azso/Az30 oranlari esas alinarak, saflik ve miktar
analizleri yapilacaktir.

Hasta ve saglikli kontrol gruplarina ait orneklerin DNA izolasyonlar1 gerceklestirildikten
sonra, %1’ lik agaroz jel elektroforez ile goriintiilenmeleri saglanmistir. Gruplara ait 6rneklerin
DNA izolasyon goriintiileri sirastyla Sekil 1 (a,b) ve 2 (a,b,c)’de gosterilmistir.
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H1 H2 H3 H4 H H6 H7 HS H9 HI0 HIl HI2

e e e e P e I e K

HI13 HI14 HI5 HI6 HI17 HI8 HI9 H20 H21 H22 H23 H24

ekil 1a. (H1-H24) Hasta grubuna ait 6rneklerin DNA izolasyon gorintileri (%1’lik agaroz jel
S ( ) g yon g ( garoz jel)

H25 H26 'H27 H28 H29 H30 H31 H32 H33 H34 H36

H37 H38 H39 H40 H41 H42 H43 H44 H45 H46 H47
i =

Sekil 1b. (H25-H47) Hasta grubuna ait drneklerin DNA izolasyon goriintiileri (%1°lik agaroz jel)

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10 KI11 K12

e el W] W] W— — — p— —_— — ——

K13 KIi4 KI5 KI6 K17 K18 KI19 K20 K21 K22 K23 K24

—_— W p— T S— — — ———

Sekil 2a. (K1-K24) Kontrol grubuna ait 6rneklerin DNA izolasyon goriintiileri (%1°lik agaroz jel)
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K25 K26 K27 K28 K29 K30 K31 K32 K33 K34

——d et e e () — — — (— p—

Sekil 2b. (K25-K34) Kontrol grubuna ait rneklerin DNA izolasyon gorintileri (%]1’lik agaroz jel)

K37 K38 K39 K40 K41

- | ~.—_¢_~-——-

ekil 2¢. (K35-K41) Kontrol grubuna ait drneklerin DNA izolasyon goriintiileri (%1°lik agaroz jel
S ( ) g yon g ( garoz jel)

Calisma grubuna ait izole DNA’ larin miktar Olg¢timleri Nanodrop ND-1000
spektrofotometre kullanilarak yapilmistir, sonuglar Tablo 1°de yer almaktadir.

Tablo 1. izole edilen hasta ve kontrol gruplarina ait DNA” larin spektrofotometrik dlciimleri (ND-1000)

No Ornek Adi ng/pL Ao Asgo 260/280 260/230
1 H1 54,8 24,138 13,336 1,81 1,61
2 H2 39,0 26,358 14,808 1,78 1,44
3 H3 56,8 24,426 12,924 1,89 1,68
4 H4 28,6 29,125 15,575 1,87 1,76
5 H5 41,3 26,194 14,552 1,80 1,41
6 H6 31,1 30,378 17,359 1,75 1,87
7 H7 56,2 28,869 16,128 1,79 1,61
8 H8 41,5 26,682 14,906 1,79 1,65
9 H9 61,0 24,812 13,633 1,82 1,54
10 H10 39,2 20,224 12,183 1,66 1,39
11 H11 81,9 26,224 14,330 1,83 1,44
12 H12 27,8 26,548 13,545 1,96 1,17
13 H13 80,4 22,837 12,278 1,86 1,45
14 H14 57,7 25,192 13,842 1,82 1,29
15 H15 75,0 27,842 14,501 1,92 1,79
16 H16 38,9 26,613 14,156 1,88 1,17
17 H17 57,4 24,867 14,129 1,76 1,34
18 H18 27,4 25,000 13,298 1,88 1,23
19 H19 453 30,306 16,120 1,88 1,48
20 H20 67,9 32,182 17,028 1,89 1,78
21 H21 81,1 31,550 16,347 1,93 1,91
22 H22 52,7 24,952 13,710 1,82 1,39
23 H23 432 27,005 15,344 1,76 1,59
24 H24 64,6 31,550 16,347 1,93 1,84
25 H25 30,3 34,692 18,652 1,86 1,18
26 H26 31,0 27,869 15,397 1,81 1,50
27 H27 45,3 29,892 15,329 1,95 1,56
28 H28 72,9 35,360 18,321 1,93 1,67
29 H29 52,1 20,843 11,452 1,82 1,31
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30 H30 33,0 26,801 14,807 1,81 1,61
31 H31 90,2 38,011 19,695 1,93 1,97
32 H32 55,0 28,325 14,908 1,90 1,48
33 H33 22,0 26,347 14,165 1,86 1,35
34 H34 63,9 32,474 17,941 1,81 1,24
35 H35 62,3 35,721 18,801 1,90 1,87
36 H36 33,4 26,369 14,982 1,76 1,13
37 H37 44.4 28,135 15,459 1,82 1,52
38 H38 73,6 29,107 15,565 1,87 1,39
39 H39 109,1 24,547 13,414 1,83 1,31
40 H40 61,2 26,466 14,622 1,81 1,35
41 H41 62,4 32,543 17,686 1,84 1,33
42 H42 71,2 21,758 12,224 1,78 1,29
43 H43 42,1 29,851 16,492 1,81 1,34
44 H44 55,3 31,694 17,510 1,81 1,64
45 H45 32,9 20,189 12,089 1,67 1,15
46 H46 111,8 37,597 19,998 1,88 1,71
47 H47 54,0 22,944 13,111 1,75 1,44
48 K1 40,2 25,487 14,818 1,72 1,44
49 K2 78,2 33,939 18,345 1,85 1,59
50 K3 52,7 30,632 16,924 1,81 1,37
51 K4 68,5 27,074 15,210 1,78 1,61
52 K5 65,1 24,544 13,412 1,83 1,55
53 K6 51,4 25,493 14,322 1,78 1,11
o4 K7 60,8 27,315 14,845 1,84 1,43
55 K8 39,3 27,464 15,173 1,81 1,16
56 K9 75,7 30,479 16,475 1,85 1,66
57 K10 39,3 33,359 18,741 1,78 1,54
58 K11 56,7 28,212 15,587 1,81 1,42
59 K12 91,6 22,696 12,628 1,85 1,56
60 K13 45,8 24,715 14,123 1,75 1,58
61 K14 30,3 32,342 17,870 1,81 1,79
62 K15 83,9 29,782 16,364 1,82 1,74
63 K16 56,9 21,319 11,977 1,78 1,37
64 K17 50,4 30,856 16,861 1,83 1,42
65 K18 91,3 24,616 13,525 1,82 1,78
66 K19 63,9 27,979 15,458 1,81 1,51
67 K20 57,2 19,972 11,348 1,76 1,52
68 K21 75,4 26,831 14,906 1,80 1,57
69 K22 74,7 24,449 13,813 1,77 1,66
70 K23 86,6 19,896 10,583 1,88 1,73
71 K24 57,5 31,941 17,359 1,84 1,90
72 K25 70,6 25,813 14,183 1,82 1,70
73 K26 104,4 22,469 12,278 1,83 1,76
74 K27 43,8 27,474 15,263 1,80 1,41
75 K28 67,5 26,203 14,557 1,80 1,60
76 K29 78,7 22,755 12,642 1,80 1,51
77 K30 96,2 26,466 14,542 1,82 1,62
78 K31 37,5 24,758 14,229 1,74 1,15
79 K32 117,0 29,104 15,732 1,85 1,82
80 K33 77,0 21,307 11,643 1,83 1,51
81 K34 45,4 25,031 13,604 1,84 1,51
82 K35 36,6 25,556 14,772 1,73 1,24
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83 K36 44,2 30,243 16,348 1,85 1,42
84 K37 108,1 24,764 13,758 1,80 0,54
85 K38 41,1 21,824 11,861 1,84 1,57
86 K39 61,0 34,159 18,666 1,83 1,62
87 K40 56,6 24,751 13,525 1,83 1,60
88 K4l 45,1 29,338 16,861 1,74 1,46

PCR Reaksiyonlariin Hazirlanmasi ve PCR
Insan ACE genine ait PCR reaksiyonu; 20-150 ng DNA, 5 pmol ileri (forward) primer, 5
pmol ters (revers) primer, 0.5mM toplam dNTP, 0.5 iinite Taq DNA Polymerase (Promega),
25mM MgCly, SuL buffer (5X Buffer) olmak {izere toplam 12uL’ de gergeklestirilmistir.
PCR reaksiyonu i¢in kullanilan PCR programi1 (Touch down PCR):
1.94 °C’ de 3 dk,
2.94°C de 1 dk
3. 67 °C’ den, 58°C’ ye 1 dk 45sn
4.72°C’ de 2 dk
5. 72 °C’ de 10 dk olmak iizere toplam 21 dongii olarak uygulanmistir. PCR sonrasi genotiplere
ait PCR tirtinleri %2’ lik agaroz jel elektroforezde goriintiilenerek bant profilleri belirlenmistir.
ACE Geni I/D polimorfizmini tayin etmek amaciyla kullanilan primerlere ait bilgiler Tablo
2’ de verilmistir.

Tablo 2. ACE 1I/D geni polimorfizm primerlere ait dizi bilgileri
Primerler Markir dizi (5°-3°) Kaynaklar
Ileri (Forward) CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT Namazi et al., 2013 (19)

Ters (Reverse) GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT | Namazi et al., 2013 (19)

Agaroz jel elektroforezde elde edilen bantlarin kag baz giftine karsilik geldigini
belirleyebilmek amaciyla markir kullanilmigtir. Kullanilan markir sekil 3 © de gosterilmistir.

bp
1000
500
8O0
700
&00
S00
400

200

Sekil 3. Calismada kullanilan markirin 6zelligi
Insan ACE geninde Touch down PCR yéntemi ile II, ID ve DD genotiplerinde optimizasyon

reaksiyonlart (gesitli baglanma sicakliklar1 araliklarinda) gergeklestirilmis olup, optimizasyon
goriintiileri asagida verilmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Insan ACE geninde Touch down PCR (67°C- 58°C) bant profilleri (%2’ lik agaroz jel)

Optimizasyon sonunda, yontem kisminda belirtilen kosullarda PCR gergeklestirilmis olup,
PCR sonras1 jel goriintiileri Sekil 5 (a,b) ve 6 (a,b)’ da gosterilmistir. 490 baz cifti iceren PCR
tirtinii II genotipini, 190 baz ¢ifti iceren PCR iiriinii DD genotipini ve hem 490 baz ¢ifti hem de
190 baz ¢iftini birlikte igeren PCR iirlinii de ID genotipini géstermektedir (20).

M HI H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 HI0 H1l HI2 HI13 Hl4 HI5 HI6 H17 HI8

M HI9 H20 H21 H22 H23 H24 H25 H26 H27 H28 H29 H30 H31 H32 H33 H34 H35 H36

. — e ¢ ==

M H37 H38 H39 H40 H41 H42 H43 H44 H45 H46 H47

Sekil 5b. (H37-H47) Hasta grubuna ait PCR sonrast jel goriintiileri (%2’ lik agaroz jel)
Lkl elip vl it

S — i 490 b

—~ffmmm 190 b

Sekil 6a. (K1-K21) Kontrol grubuna ait PCR sonrasi jel goriintiileri (M: Markir, NK: Negatif Kontrol)
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23 K24 K25 K26 K27 K28 K29 K30 K31 K32 K33 K34 K35 K36 K37 K38 K39 K40
— i I — - o

14

K41 NK
— g 490 b
= 190 b¢

IR LA

Sekil 6b. (K22-K40) Kontrol grubuna ait PCR sonrasi jel goriintiileri (%2’ lik agaroz jel)

Serum Orneklerinin Elde Edilmesi

Hasta ve saglikli kontrollerden alinan kan ornekleri 4000 rpm’ de 15 dk santrifiij edilerek
serum Ornekleri elde edilmistir. Bu serum o6rnekleri -80°C’ de dondurularak c¢alisilacak giine
kadar saklanmustir.

Serum ACE Diizeyi Tayini

Serum ACE diizeyinin tayini i¢in Eastbiopharm Human ACE ELISA kit (Catalog No: CK-
E11125) kullanilmistir. ACE, Anjiyotensin I” in fizyolojik olarak aktif formu olan Anjiyotensin
I’ ye ¢evrilmesinde gorev alan 6nemli bir glikoproteindir. Yontem ACE taniyan biotinlenmis
antikorlarin serumda bulunan ACE’ yi yakalamasi ve bu antikorlarin da streptavidin konjuge
peroksidaz tarafindan tespit edilmesi esasina dayanir. Kit prosediiriine uygun olarak yapilan
islemlerden sonra 450 nm dalga boyunda okuyucuda absorbanslar Olclilmiistiir.
Konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleri ile kalibrasyon grafigi olusturulmustur ve
serum ACE konsantrasyonlar1 standart kalibrasyon grafiginden elde edilen denklem ile
hesaplanmustir.

Serum AMH Diizeyi Tayini

Serum AMH diizeyinin tayini i¢in Eastbiopharm Human ACE ELISA kit (Catalog No: CK-
E11351) kullanilmigtir. AMH, over rezervin degerlendirilmesinde 6nemli bir glikoproteindir.
Yontem AMH taniyan biotinlenmis antikorlarin serumda bulunan AMH’ yi yakalamasi ve bu
antikorlarin da streptavidin konjuge peroksidaz tarafindan tespit edilmesi esasina dayanir. Kit
prosediiriine uygun olarak yapilan islemlerden sonra 450 nm dalga boyunda okuyucuda
absorbanslar 6l¢iilmiistiir. Konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleri ile kalibrasyon
grafigi olusturulmustur ve serum AMH konsantrasyonlar: standart kalibrasyon grafiginden elde
edilen denklem ile hesaplanmustir.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmede SPSS 17.0 paket programi kullanilmustir. Verilerin normalligi
Saphiro-Wilks testi ile sinanmustir. Veri yapisinin normal dagilim goéstermesi durumunda
incelenen parametrelerin karsilagtirilmasinda bagimsiz gruplarda T testi, normal dagilim 6zelligi
gostermeyen degiskenlerin karsilastirilmasinda ise Mann Whitney U testi kullanilmigtir. Normal
dagilim gosteren iki grup arasindaki ortalamalar arasi farklilik student t testi ile incelenmistir.
ACE Genotipi ve Alel Frekans: ile hasta ve kontrol gruplari arasindaki farkliliginin
belirlenmesinde ki-kare analizi kullanilmistir.

Popiilasyon genetigi gbéz Oniinde bulunduruldugunda, Hardy-Weinberg Dengesi, bir
popiilasyondaki alel ve genotip oranlar arasinda bir bagint1 olup, bu oranlarin genetik dengede
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bulundugunu ve sabit kaldigin1 varsaymaktadir. Bu sebeple ACE geni I/D polimorfizminin
genotip ve alel frekanslari Hardy-Weinberg Dengesine gore ki-kare analizi ile
degerlendirilmistir. Tlim istatistiksel analizler %5 hata payi ile incelenmistir.

Sayfa 14/ 22



Projenin Sonuclary/Bulgular:

Calisma grubuna ait klinik 6zellikler ve bazi biyokimyasal degerler Tablo 3’ de verilmistir.
Yas, kuatelet indeksi, infertilite siiresi, estradiol diizeyi (E;), TSH diizeyi, iire, glomeriiler
filtrasyon hizi, kreatinin, AST, ALT ve progesteron diizeyleri agisindan hasta ve kontrol gruplari
arasinda anlamli bir farklilik bulunmamistir. FSH ve LH diizeyleri agisindan ise p<0,05
diizeyinde anlamli farklilik bulunmaktadir. infertil hastalardaki bu yiiksek diizeyler artan
infertilite riski sebebiyledir.

Tablo 3. Calisma grubunun klinik 6zellikleri

Kontrol Grubu Infertil Hasta Grubu p degeri
(N=41) (N=47)

Yas (y11) 30,4448 32,244,7 p=0.075
Kuatelet indeksi (kg/m?) 24,843 4 25,3+10,0 p=0.762
infertilite Siiresi (yil) 4,2+3.4 4,2+3,0 p=0.999
FSH (mlU/mL) 6,3+2,0 7,8+4.2 p=0.042
E, (pg/mL) 35,0+154 40,4+15,7 p=0.104
TSH (ulU/mL) 2,1+0,9 2,3+1,1 p=0.362
Ure (mg/dL) 20,7+4,2 20,9+5,5 p=0.809
Glomeriiler Filtrasyon Hizi 121,05+7,79 116,98+11,91 p=0.058
(GFR) (mL/dk/1,73m?)
Kreatinin (mg/dL) 0,61+0,08 0,64+0,10 p=0.132
AST (U/L) 16,1+3,1 18,2+10,0 p=0.197
ALT (U/L) 16,4+6,9 15,9+11,9 p=0.798
LH (ulU/mL) 3,3+2,9 4,9+4,2 p=0.041
Progesteron (ng/mL) 0,64+0,30 0,60+0,27 p=0.596

Calisma grubuna ait tedavi sonuglart ve siklus oOzellikleri Tablo 4> de gosterilmistir.
Kullanilan total gonadotropin dozu, endometrium kalinhigi, transfer edilen oosit sayisi,
fertilizasyon orani, total embriyo sayis1 ve transfer edilen embriyo sayisi agisindan kontrol ve
infertil hasta gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunmamistir. HCG verildigi giindeki E»
diizeyi ve olgun oosit sayisi agisindan infertil hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli
farkliliklar bulunmaktadir (p<0,05).

Tablo 4. Calisma grubunun tedavi sonuglari ve siklus 6zellikleri

Kontrol Grubu Infertil Hasta Grubu p degeri
(N=41) (N=47)
Kullanilan Total 1528,7+505,1 1598,9+574,7 p=0.547
Gonadotropin Dozu (1U)
HCG verildigi giindeki E,
Diizeyi (pg/mL) 1530,4+715,9 1955,7+852,8 p=0.014
Endometrium Kalinhg: 10,2+1,9 9,7+£2,2 p=0.196
(mm)
Transfer Edilen Oosit 11,3+6,5 12,4+6,3 p=0.420
Sayisi
Olgun Oosit Sayisi 7,6%4,7 9,4+4,6 p=0.028
Fertilizasyon Orani (%) 71,2+17,2 73,3+15,3 p=0.546
Total Embriyo Sayisi 4,8+2.9 5,943,2 p=0.082
Transfer Edilen Embriyo 1,71+0,46 1,70+0,46 p=0.958
Sayisi
Klinik Gebelik Orani (%) (25/41) (20/47) p=0.086
960,98 %42,55

PCR sonuglaria gore ACE I/D genotipinin dagilimi degerlendirildiginde, hasta grubunda 21
kisi DD, 15 kisi ID ve 11 kisi ise II genotipine sahip iken, kontrol grubunda genotiplerin
dagilimz; 12 kisi DD, 20 kisi ID ve 9 kisi II seklindedir (Tablo 5, Sekil 7). Saglikl1 kisilerde ACE
I ve D alellerinin dagilimlari agisindan farklilik gozlenmemistir. ACE geni 1/D polimorfizminde
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genotip frekanslar1 ki-kare testi kullanilarak karsilastirildiginda, hasta ve kontrol gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamastir (p>0,05).

Tablo 5. Caligma grubuna ait ACE I/D genotipinin dagilimi

Degisken infertil Hasta Kontrol Grubu (Erkek X% Test
Grubu (n=47) Faktorii) (n=41)
ACE Genotipi | DD 21 (%44,7) 12 (%29,3) X?=2,074
ID 15 (%31,9) 20 (%48,8) p=0,226
I 11 (%23,4) 9 (%21,9)
Alel Frekansi D 57 (%60,6) 44 (%53,7) X?=0.873
i 37 (%39,4) 38 (%46,3) p=0,350

=DD
uld
il

D
Ll
n

nfertil Hasta Grubu Male Faktiir (Konrol) Grubu

Sekil 7. %ACE genotip dagilimi

Genotip ve alel frekanslar1 degerlendirildiginde; infertil hasta grubunun genotip dagilimi
Hardy Weinberg dengesi i¢inde degilken (p<0,05), saglikli kontrollerin genotip dagilimlarinin bu
denge i¢inde oldugu saptanmistir (p>0,05) (Tablo 6).

Tablo 6. ACE geni I/D polimorfizminin genotip ve alel frekanslar1 (Hardy-Weinberg)

Genotip Frekansi Alel Frekansi
DD 1D 11 D Aleli 1 Aleli p degeri
Iﬁg"srtgl 17.28 22,44 7.28 %6064 | 93936 | 00231*
0, 0, 0,
oS | 3677) | (047.74) | (%1549)
Kontrol | 11.80 20,39 8.81 %53.66 | %4634 0.9025
Grubu | (%2879) | (%49,73) | (%21.48)

* [nfertil hasta grubunda genotip ve alel frekansindaki anlamli farklilik (p<0,05)
ACE geni I/D polimorfizmi ve infertilite riski arasindaki iliski incelendiginde; ID genotipi
referans kabul edildiginde, DD genotipine sahip olan kadinlarin agiklanamayan infertiliteye
sahip olma riski 2.33 kat daha fazladir (Tablo 7).

Tablo 7. Calisma grubuna ait ACE 1/D genotipinin dagilimi

Degisken Kontrol Grubu infertil Hasta COR (%95 giiven P
(Erkek Faktorii) Grubu (n=47) arahig iist ve alt | degeri
(n=41) limitler)
ACE Genotipi DD 12 (%29,3) 21 (%44,7) 2.33 (0,88-6,19) 0,086
ID 20 (%48,8) 15 (%31,9) 1.0(Referans)
I 9 (%21,9) 11 (%23,4) 1.63 (0,54-4,93) 0,386
Alel Frekansi D 44 (%53,7) 57 (%60,6) 1.33(0,73-2,42) 0,351
[ 38 (%46,3) 37 (%39,4) 1.0(Referans)

Literatiirde, farkli popiilasyonlarda ACE I/D polimorfizmi ile ¢esitli hastaliklarin patojenezi
arasindaki iliskinin arastirildigi c¢aligmalar mevcuttur. Cheng ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada, ACE ID polimorfizmi ve akciger kanseri arasindaki iligki arastirilmig, sonugta ACE
polimorfizmi ve akciger kanseri arasinda genotip ve alel dagilimi agisindan herhangi bir iligki
bulunamamistir (21). Benzer sekilde, ¢alismamizda infertilite hastalarinda genotip ve alel
dagilimi agisindan anlamli bir iliski bulunmamistir. Yapilan genetik bir ¢alismada, ACE
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genindeki polimorfizmin polikistik over sendromu (PCOS) i¢in bir risk faktorii oldugunu
gostermistir. Jia ve ekibinin yaptigi bu ¢alismada, ACE ID polimorfizminin PCOS igin artmis bir
risk faktorii oldugu gosterilmistir. Ayrica popiilasyonun yaklasik %55’inde bulunan D alelinin
artan ACE aktivitesiyle iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir (22). Calismamizda DD genotipine sahip
olan kadinlarin agiklanamayan infertiliteye sahip olma riskinin 2.33 kat daha fazla oldugu
bulunmustur. Bu elde edilen sonuglar asagida bahsedilen ¢alismalar ile uyumludur. 2012 yilinda
Yapijakis ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen bir calismada bazal hiicreli karsinomda ACE
gen polimorfizmi incelenmis ve ID heterozigotlar ile karsilastirildiginda DD homozigotlarda
3.06 kat artan kanser riski bulunmustur. Arastirmacilar diisiik ekspresyonda ACE I aleli tagiyan
kisilerin bazal hiicreli karsinoma yakalanma riskinin diisiik oldugunu bildirmislerdir (23).
Gonzalez-Zuloeta Ladd ve arkadaslari tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, DD aleli
tasiyanlarin Il aleli tasiyanlara kiyasla daha yiiksek meme kanseri riskine sahip oldugu
gosterilmistir (24).

Yukarida bahsedilen bazi literatiirlerde, ACE geni I/D polimorfizminin farkli hastaliklarla
iliskili oldugu bildirilmektedir. Calismamizda, ACE geni I/D polimorfizmi ile agiklanamayan
infertilite arasinda iligkinin bulunmamasinin sebebi, kadin infertilitesi olabilir veya calisma
grubunu olusturan bireylerin sayilarindaki farklilik ya da polimorfik alelin goriilme sikligiyla
aciklanabilir. Calismamizda ACE geni igin infertil hasta grubunun genotip dagiliminin
istatistiksel olarak Hardy-Weinberg dengesi i¢inde olmamasi istatistiksel sonuglari etkilemis
olabilir diisiincesindeyiz.

Serum ACE diizeyinin belirlenmesine yonelik over hiperstimiilasyon sendromu olan
hastalarda yapilan bir ¢alismada kontrollere kiyasla artmis ACE konsantrasyonu bulunmusken
(25), obez PCOS hastalarinda istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik bulunmamustir (26). Over
diizeyinin belirlenmesinde énemli bir belirteg olan serum AMH diizeyinin PCOS’ lu kadinlarda
2-4 kat yiiksek oldugunu gosteren ¢alismalar mevcutken (27-28), PCOS haricindeki infertilitede
onemli derecede diistiigii bildirilmistir (29).

Calismamizda buldugumuz sonuglar degerlendirildiginde, kontrol grubuna kiyasla
aciklanamayan infertilite olgularinda serum ACE diizeyi azalmis olmasina ragmen bu azalma
istatistiksel agidan anlamli degildir. Benzer sekilde hasta ve saglikli kontrol gruplari arasinda
serum AMH diizeyleri agisindan istatistiksel anlamli bir farklilik bulunamamustir (Tablo 8).

Tablo 8. Hasta ve saglikli kontrol gruplarinda serum ACE ve AMH diizeylerinin karsilagtiritlmasi

Kontrol Grubu Infertil Hasta Grubu p degeri

(N=41) (N=47)
ACE (U/L) 113,05:75.26 107.73+71.92 p=0.736
AMH (ng/mL) 2,40+£2,69 2,4542,60 p=0.933

Serum ACE diizeyleri bir kiside stabil olmasina ragmen, kisiler arasinda farkliliklar
gostermektedir. ACE diizeyleri arasinda goriilen bu farkliliklar 6zellikle ACE’ nin genetik
polimorfizmi sebebiyledir. ACE geni, serum ACE diizeylerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
istlenmektedir. ACE genindeki ID polimorfizmi serum ACE konsantrasyonlarindaki
degisikliklerin %50’ sinden sorumludur (30). Serum ACE diizeylerine genotipin etkisinin
degerlendirildigi toplam 404 kiside yapilan bir ¢alismada, ACE genotipinin serum ACE
diizeylerini etkiledigi ve DD genotipi tasiyan kisilerin ACE diizeylerinin Il genotipini tasiyanlara
kiyasla iki kat fazla oldugu gosterilmistir. Yine ayni ¢alismada ebeveynlerde yasin ACE
diizeyine bir etkisi olmadig1 saptanmigken, ¢cocuklarda yasin ACE diizeyi ile negatif korelasyon
gosterdigi belirtilmistir (31). Ulkemizde gergeklestirilen benzer bir calismada ise, preeklamptik
ve saglikli gebelerde ACE aktivitesi degerlendirilmis ve her iki grupta da en yiiksek ACE
aktivitesi DD genotipine sahip kadinlarda gozlenmistir (32). Tseng ve arkadaglarinin yaptigi bir
diger ¢alismada da serum ACE diizeyleri DD genotipine sahip hastalarda Il genotipine sahip
olanlarin yaklasik iki kat1 kadar yiiksek bulunmustur (33). 2003 yilinda gergeklestirilen bir baska
caligmada; DD genotipine sahip bireyler en yiiksek, II genotipine sahip olanlarsa en diisiik Serum
ACE aktivitesi gostermislerdir (34).
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Genotipe gore, infertil hasta ve saglikli kontrol gruplarinda serum ACE diizeyleri yoniinden
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamakla birlikte, ID genotipi igin kontrollere (1,34

ng/mL) kiyasla infertil hasta grubunda (2,82 ng/mL) AMH diizeylerinde artis bulunmustur
(p=0,098) (Tablo 9).

Tablo 9. Genotipe gore, infertil hasta ve kontrol gruplarinda serum ACE ve AMH diizeylerinin karsilagtirilmasi

ACE (U/L) AMH (ng/mL)
Genotip Infertil Kontrol p degeri Infertil Hasta Kontrol p degeri
Hasta Grubu Grubu Grubu Grubu
DD 89,10 123,28 p=0.253 1,71 2,95 p=0.186
ID 104,91 87,58 p=0.460 2,82 1,34 p=0.098
11 147,17 156,02 p=0.811 3,36 4,04 p=0.636

DD ve Il genotiplerine sahip infertil hasta grubu ACE ve AMH diizeyleri agisindan
karsilastirildiginda; 1l genotipine sahip hastalarin serum ACE ve AMH diizeyleri (147,17 U/L,
3,36 ng/mL), DD genotipi tasiyanlara (89,10 U/L, 1,71 ng/mL) kiyasla daha yiiksek bulunmustur
(p=0,051, p=0,061). Il genotipine sahip kontrollerin serum ACE ve AMH diizeyleri (156,02
U/L, 4,04 ng/mL), ID genotipi tasiyanlara (87,58 U/L, 1,34 ng/mL) kiyasla daha yiiksek
bulunmustur (p=0,011, p=0,058). ACE diizeylerine genotipin etkisi yoniinden buldugumuz
sonuclar, Rigat ve ark., Jalil ve ark. ve Kumari ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismalardan farklilik
gostermektedir (13,35-36) (Tablo 10).

Tablo 10. Farkli genotiplere sahip infertil hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki serum ACE ve AMH diizeylerinin

karsilastirilmasi
DD 1 ID p degeri
infertil Hasta 89,10 147,17 - p=0,051
w3 Grubu
O =
<2 Kontrol - 156,02 87,58 p=0,011
Grubu
_ infertil Hasta 1,71 3,36 - p=0,061
T - Grubu
S £
<2 Kontrol - 4,04 1,34 p=0,058
c
= Grubu

Hem kontrol hem de infertil hasta grubunda serum ACE ve serum AMH diizeyleri arasinda
pozitif korelasyon bulunmustur (sirasiyla, r=0.911, p<0.01, r=0.893, p<0.01) (Tablo 11).

Tablo 11. Hasta ve saglikli kontrol gruplarinda serum ACE ve AMH diizeyleri arasindaki korelasyonlar

ACE AMH
Kontrol (n=41)

ACE 1,000 0,911
AMH 0,911 1,000
Infertil Hasta (n=47)

ACE 1,000 0,893
AMH 0,893 1,000

** Hasta ve saglikli kontrol gruplarinda serum ACE ve AMH diizeyleri arasindaki korelasyonlar (p<0,01)

Sonug¢ olarak, ACE geni I/D polimorfizminin genotip ve alel frekanslari agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir. Genotip dagiliminin infertilite riski
tizerine etkisi yoniinden DD genotipine sahip olan kadinlardaki risk, ID genotipine sahip olanlara
kiyasla 2.33 kat daha fazla bulunmustur. Ancak, genotipin agiklanamayan infertilite {izerindeki

etkisinin, daha biiylik popiilasyonlu bir ¢calisma grubu olusturularak degerlendirilmesi gerektigi
kanisinday1z.
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3. PROJE CIKTILARI
(Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Ynergesi’nde istenilen hususlar dikkate alinarak
asagidaki basliklar agiklanmali ve yonergede belirtilen belgeler eklenmelidir.)

Yazih Uriinler

Proje kapsaminda yapilan ¢alisma 10-13 Kasim 2016 tarihleri arasinda Amsterdam’da (Hollanda)
gergeklestirilecek olan 24™ World Congress on Controversies in Obstetrics, Gynecology & Infertility
(COG]I) isimli uluslararasi kongrede sunulmak tizere poster olarak kabul edilmistir. Poster kabuliine
iliskin yazi1 ve hazirlanan poster ekte yer almaktadir. S6z konusu ¢alisma en kisa siirede bilime katki
saglamak tizere makale olarak hazirlanacaktir.

Universiteye, Ulkeye ve/veya Bilime Saglanan Katkilar
Bu boliime proje faaliyetleri neticesinde elde edilen yararlar eklenmelidir

Yapilan ¢alisma ile bilimsel literatiire katki, yliksek lisans 6grencisinin yetistirilmesi, bilgi birikimi,

deneysel bir ¢aligmay1 yiiriitebilme tecriibesine sahip olmasi hedeflenmistir ve hedeflere dnemli
Olctide ulasilmstir.
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4. PROJE YURUTUCUSU TARAFINDAN YAPILACAK GENEL
DEGERLENDIRME

(Bu boliimde, projenin kabuliinden itibaren gegen siire ve siiregler, yazismalar ve degerlendirmelerle
ilgili karsilasilan sorunlar 6zetlenir. Bu kismin sonunda BAP siiregleri ile ilgili 6neriler de BAP
Komisyonuna iletilmek iizere sunulabilir.)

Sayfa 22 /22




