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Kisa Ozet: Ovulasyon indiiksiyonun ve epigenetik kontroliin bu sistematik derlemedesinde,
caligmalar genellikle fare modelleri iizerinde erken embriyoya kadar gametlere yapilan
hormon tedavilerinin epigenetik olarak yeniden programlamasi sirasinda nasil zararl
olabilecegi iizerinde duruldui. Ayrica, yardimli tiremede kullanilan hormon protokolleri ayni
zamanda uterusun fizyolojik ortaminida degistirebilir, bu da endometrial epigenetik bozuklar
icin potansiyel bir baglant1 noktasidir. Su anda, insanlarla ilgili mevcut birkag veri, bize
bagimsiz bir sekilde anne yasinin etkisinin, infertilite problemlerinin, tedavi protokollerinin
ve genomik yazilim siirecindeki hormon dozlarinin hakkinda bilgi vermede yetersiz
kalmaktadir.

Giris: Amerika birlesik devleti ve Avrupa’daki tiim dogumlarin yaklasik %1 ila %2’sini
iceren kesimdeki milyonlarca ¢ocuk, yardimer iireme tekniklerinin (YUT) fertilite problemleri
yasayan ¢iftlere uygulanmasi yoluyla dogdu(1). Bu teknikler genellikle giivenli olarak kabul
edilse de, kanitlar, bu yontemlerin kullanilmasi ile morbid konjenital problemler ve perinatal
sonucta olumsuz bir risk artis1 oldugu yoniinde(2). Ayrica, ¢eliskili durumlar mevcut olsa
bile(3-7), birka¢ rapor anormal genomik imprinting’in neden oldugu artmis hastalik riskinin
[Beckwith-Wiedemann sendromu (BWS-OMIM # 130650) (8-12) ve Angelman sendromu
(AS-OMIM # 105830) (11, 13, 14) gibi] altin1 ¢izmistir.

Genomik imprinting memelilere spesifik bir fenomendir, imprinting marks acquired
erkek ve disilerde cinsiyete 6zgili gametlerin diizenleyici boliimlerinde (farkli olarak
metilenmis boliimler(DMR’ler) ayn1 zamanda kontrol bolgeleri olarak da adlandirilan
bolgelerde(ICR1ar)) gelisimsel genlerin bir alt kiimesi olarak bulunur, imprinted genler
olarak gosterilirler(15). Dogrusu, bu genlerin embriyonik biiylime ve gelisme, plasental
fonksiyonlarda(16), postnatal metabolik yollarda ve kaynaklarin kontrolii ile iliskili
davraniglarda kritik roller oynadig tespit edilmistir(17). Dahasi, onkogenez bozulmus
epigenetik degisikliklerle de iligkili olabilir(18). Bu genler genellikle kiimeler halinde yer
almaktadir, DNA metilasyonu ile cogunlukla epigenetik olarak isaretlenmistir.
Metilasyon, Metil grubunun(-CH3) Guanin-sitozin diniikleotidindeki sitozin
bazinin 5. karbonuna baglanmasi ile olur(19), histon modifikasyonu
ile(asetilasyon/deasetilasyon ve metilasyon) ve bazende antisense RNA’lar ile
iliskilidir(20,21). Genomik impirinting genellikle maternal veya paternal
allellerden birini baskilamaya yonelik ¢alisir ve sadece bir allelin ifadesine izin
verir. Bu giline kadar en yaygin ¢alisilmis sey DNA metilasyonudur. Su anda,
farelerde ve insanlarda 150 adet imprint gen tespit edilmistir.
(http://igc.otago.ac.nz; www.geneimprint.com;
www.mousebook.org/catalog.php?catalog=imprinting).

Primer DMR’lerin (ayn1 zamanda germline DMR’lar olarak da adlandirilan)
allele spesifik metilasyonu, gametogenez sirasinda cinsiyete 6zgii sekilde germ
hiicrelerinde gergeklesir ve dollenmeden embiriyo gelisimi boyunca kalitimsal bir
“memory(bellek)” seklinde korunur. Nitekim, bu diferansiyel metilasyon allele
0zgii ifade icin erken safalarda meydana gelen global DNA metilasyonundaki



genomewide degisikliklere ragmen preimplantasyon gelisimi sirasinda
korunur(17). Bu germline DMR’lar parental allel-spesifik gen ekpresyonu i¢in cis
pozisyonunda yer alir. Ciinkii bunlarin fonksiyonel haploidi ve epigenetik
determinizmi, imprint genlerin anormal ekpresyonu ile genetik bozukluklara(delesyon,
duplikasyon, mutasyon veya uniparental dizomi) ve ayn1 zamanda
epimutasyonlara(metilasyon anomalileri) neden olabilir. Gézlemler BWS hastalarmin YUT
ile BWS olmayan hastalara gore yaklasik dokuz kat daha fazla gebe kaldigini
gostermektedir(10) ve YUT gametogenesis ve/veya erken embriyogenez sirasinda genomun
epigenetik kontroliinii bozabilecegi ihtimali, YUT sonras1 gézlemlenen bu defektin sistematik
bir epimutasyon oldugunu kuvvetle diisiindiirmektedir. YUT sonras1 dogan tim BWS ve AS
cocuklar da bu epigenetik kusurun bulunmasi, ilgili DMR'nin maternal allel {izerindeki
hipometilasyon olmasida ayrica dikkat ¢ekicidir. Boylece, YUT nin dogasindaki zararl
etkiler; oncelikle oositlerin olgunlagsma stirecinde gergeklesen, disi epigenetik yeniden
programlanmasi sirasinda meydana gelebilir.

In vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) iceren YUT
genellikle hormon stimiilasyon protokolleri sonras1 genomik ve erken embriyonik materyal
manipiilasyonun birka¢ adimini kapsar. Intrauterin inseminasyon (IUI), genellikle ovulasyon
indiiksiyonu ile kombine edilen bagka bir YUT’dir, ayrica bu yéntem sperm hazirlamay: da
icerir.

Giiniimiizde, YUT prosediirlerinden hangilerinin epigenetik anormallikler icerdikleri hala
belirsizligini korumaktadir. Bununla birlikte, olas1 epigenetik degisikliklere iliskin 6nemli
konulardan biri de ovulasyonun yapay indiiksiyonudur. IVF ve ICSI teknikleri ve TUT (donor
spermi olsun ya da olmasin) sonrasinda gebe kalinan ¢ocuklarda gbzlenen epigenetik
bozukluklar bu durumu destekliyor. Dahasi, bazi calismalarda, BWS ve AS hastalarinin
annelerinde kullanilan tek YUT prosediiriiniin overyan stimilasyon oldugu tespit
edilmistir(11, 22, 23). Hormonal epigenetik bozulma lehine olan bagka bir tartisma da; her iki
gametogenez de DNA metilasyonu isaretlerinin asenkronize bir sekilde yapilmis olmasidir.
DMR’de DNA metilasyonu edinimi spermatogenezin prenatal asamalarinda gergeklesir
ve postnatal donemde tamamlanir oysa primordial follikiilden antral follikiile kadar gelisen
oositlerde, oogenez daha ge¢(puberteden sonra)baslar. Bu periyotta ekzojen hormonlar
kullanilarak uygulanan ovaryen stimulasyon oosit maturasyonundaki imprint acquisition’
bozabilir. Ayrica, IVF veya ICSI tedavilerinde daha fazla ovule olmus oosit iiretmek i¢in
kullanilan over stimiilasyon dozu spontan ovulasyon ve hatta [UI tedavileriyle
karsilastirildiginda daha yiiksektir.

Bu zorlu oosit maturasyonu, maternala 6zgli ekpresyonun kaybina ve normal olarak
nonovule bazi oositlerde imprint bozukluklarinin gelismesine neden olabilir. Buna ek olarak,
disilerdeki infertilite vakalarinda (diisiik over rezervli veya ileri yas gebeliklerde) tipik olarak
daha yiiksek doz hormanlar kullamilir. insanlarda, over stimiilasyon etkisi ile infertiliteye
katkida bulunan diger faktorlerin genomik imprint tizerineki etkisini ayirt etmek son derece
zordur.

Boylece hormon tedavilerinin zararl etkileri oositlerin olgunlasma siirecinde
epigenetik yeniden programlanmay1 degistirebilir. Bununla birlikte, bu derlemedeki
gelismeler, over indiiksiyonunun uterusun fizyolojik ortamini degistirmesinin yan sira
embriyonun implantasyonu ve gelisiminide etkileyebilir. IVF dongiilerinde, tek gebelikteki
dogum agirhigi, taze embriyo transferinde frozen-thawed dongiisiinden daha diisiiktiir(4,24-
27). Bu bulgu epigenetik siirecler tarafindan gonadotropin-stimule multifolikiil gelisimi ve
seks steroid hormonlarinin diizeylerinin, fizyolojik diizeyin lizerindeki seviyelerde iiretiminin



embriyo implantasyon zamaninda rol alabilecegi fikrini dogurmustur. Bunlar endometrial
reseptiviteyi ve/veya trofoblastlarin invaziv 6zelliklerini diizenleyebilir. Ve ayrica diisiik
dogum agirlig1 ve anormal plesantanin getirdigi diger bozukluklarin artmus riskini, epigenetik
conributing faktorle ortaya koyarlar.

Fare ve Insan Oositinde Epigenetik Yeniden Programlama

Farelerde epigenetik yeniden programlama yaklasik olarak embriyonik giin 7.25(E7.25)de
epiblast hiicrelerinden germ hiicre gelisimi ile baglar, Primordial germ hiicrelerinin(PGC)
genital ridge(sirta) ulagsmasi ile(E10.5) devam eder ve E13.5 son bulur(28)(insanda 42-44
giinleri arasinda). Gelismekte olan gonadlar i¢ine migrasyondan sonra, PGC’lerinde belirgin
bir genomewide DNA demetilasyonu olur. Metilasyonun genom dizilimine bagli olarak
embriyonik kok hiicrelerinde bu seviyeler %73.2 -%85 kadar yliksek iken, E13.5 olan disi
PGC’lerinde bu durum %10’dan azdir. Bu DNA demetilasyonu ayni zamanda baskilanmig
lokuslarla ilgilidir(30,31). Tekrarlayan elemanlarin belirli bir alt kiimesi olan, Inreacisternal
A-particle(IAP) elemanlar1 olarak tanimlanan elemanlar PGC’leri i¢indeki yeniden
programlamaya direngli kalir(31,32). Muhtemelen kisitli hiicre sayilarindan dolay1 oosit
kromatin durumu ¢aligmalar1 sinirl kalmistir. Bununla birlikte, kromatin degisikler histon
varyant degisimi ve genis bir erasure(silme) esliginde bir¢ok histon modifikasyonu (baskin
histon H3K9me3 ve H3K27me3 kaybi, hem de aktif histon isaretinin kaybi1 H3K9ac) bu
periotta meydana gelir(31). Cok gecici olan kromatin diizenlemelerinin aksine (E11.5 dan
E12.5 kadar gibi kisa siirede)(31), yeni dizilere kadar, imprinted genlerin farklilasmis DNA
demetilasyonunun silinmesi cinsiyete 6zgii bir sekilde(erkek ve disi germlinelarinda farkl
zamanlarda ortaya ¢ikar) embriyoya daha sonra empoze edilir.

Fare modelinde bulundugu gibi, neonatal faz siiresince; primer follikiille antral follikiil
evreleri arasindaki oositin profaz I de durdugu spesifik zamanlarda disi germline’daki imprint
isaretlerinin kurulmasi gene 6zgii bir sekilde meydana gelir(33-35). Metilasyon antral folikiil
asamasina kadar artarak devam eder ve antral folikiil asamasinda tam olarak tamamlanmuis
oldugu tespit edilmistir. Dnmt3L ile igbirligi i¢indeki de novo metilaz Dnmt3a; tekrarlayan
serilerde yeni DNA metilasyon durumunun kurulmasindan, gelisimsel genlerden (36, 37) ve
cinsiyete 6zgli germline DMR imprintini (38, 39) resetlemekle sorumludur. Farenin neonatal
oosit gelisiminin metilasyon imprint acquisition sirasinda son olarak Pegl (imprinte olmus bir gen)
gortliir (33, 40). Bununla birlikte, maternal imprint’in yetigkin fare folikiiliiniin biiytimesi
sirasinda, analiz edilmis tiim imprint genlerlerle ayn1 zamanda saglanmis oldugu ve metilasyon
dinamiklerinin yeni dogan dénemi ile karsilartirildiginda daha progresif oldugu
goriilmektedir(40).

Yetiskin insan oositogenezisinde, maternal imprinting zamanlamasi fare modeli ile ayn1
oldugu goriilmektedir(40). Maternal olarak metile DMR’lar DNA metilasyonunun yaklasik
%50’sini erken folikiil evrelerinde (primordial ve primer follikiil asamalarinda) gergeklestiriyor ve
oositler ge¢ antral folikiil donemine geldiginde metillenme tamamen bitmis oluyor(Fig 1).
Paternal olarak metillenen DMR ’lar tiim asamalarda unmetile kalir.

Khoueiry ve ark.(41), mayoz II’nin ilerlemesi ile KCNQ10T1 DMR(KvDMR1)’nin yavas
yavas de novo metilasyonuna ugradigini gézlemlemistir. Indiiklenen sikluslarda cogu MII
fazinda olan tam anlamiyla olgunlasmis germinal vezikiil(GV)oosit allellerinin tamamina
yakint DMR iizerinden Metillenmistir(allellerinin yaklasik ticte ikisi). Bununla birlikte,
KvDMR1’in bagka bir bolgeini analiz eden Genuns ve ark.(42), bu imprint olmus gen i¢inde
GV asamasi gibi erken bir dsnemde bir ugtan diger uca metile bir desen bildirdiler. iki grup
arasindaki bu tutarsizlik, bu DMR nin iki bolgesinin disasosiye bir metilasyon acquistion ile
aciklanabilir.



ICR’lardan ¢ogunun oosit i¢inde metillenmis olmasi ilging bir sonuctur(20
tanimlanmis gDMRs/ICRs’dan 17 maternal ICR), buna karsin sadece ii¢ sperm
metilliydi(paternal gDMRs). Boylece, bu yiiksek sayidaki maternal ICR’lar, maternal
epigenetik yeniden programlama sirasinda imprint hatalar1 sikliginin istatisiksel olarak
spermden daha yliksek oldugunu gosteriyor. Buna ek olarak, maternal ICRs’ler CpG island
promoters’leridir. Oysa paternal ICR’lar ise nispeten daha zayif ve intergenik CpG. Daha
once de belirtildigi gibi, bu cinsel farkliliklar i¢in evrimsel nedenler, disi ve erkek
gametogenezinin farkli gelisim kinetigine bagli olabilir(43,44). Dahasi, arastirmacilar
tarafindan bildirilen sonuglar maternal yeniden programlamanin éneminin altin1 ¢izmeye
yoneliktir. Fetomaternal arayiiziin kurulmasi ile ilgili biyolojik yollarin diizenlenmesi
konusunda maternal ICRs erken gelisim doneminde dominant bir role sahiptir(44).

OVULASYON INDUKLEMENIN EPiGENETIK ETKIiLERI
Preimplantasyon periyodu

Hayvan modeli: Hayvan modeli sistemi gariptir ¢iinkii subfertilite bunlarda kafa
karistirict bir problem degildir. Bugiine kadar, imprint {izerindeki siiperovulasyonun etkileri
hayvan calismalarinda ¢eliskili sonuglar saglamistir(Tablo 1). Gergekten de, bazi aragtirma
gruplar tarafindan sliperovulasyonun genomik imprinting iizerine olumsuz etkileri
bulunmustur. Mann ve ark. Indiiklenmis ovule olan disilerle, spontan ovulasyonu gerceklesen
disileri karsilastirdiginda blastokist asamalarindaki embriyolarda Snrpn, Kcnqlotl ve Peg3’te
maternal metilasyon kayb1 buldular. Bu imprinting hatalari, yiiksek hormon dozlar1
sonrasi(doza bagimli bir sekilde) daha sik bozukluklar ortaya ¢ikardig: goriildii. Maternal
metilasyon kaybina ek olarak, arastirmacilar blastokist asamasinda normal olarak unmetille
maternal H19 alleli icin maternal metilasyonu acisindan bir kazang gézlemistir. Gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen; El hajj ve ark.(46) in vivo
sartlarda iiretilen siiperovulasyonlu oositlerin, uyarilmamis déllenmeyle elde edilen 16 hiicreli
fare emriyolarina kiyasla imprinting hatalarinin biraz daha yiiksek seviyelerde oldugunu
gozlemlemistir. Ayrica, Shi ve Haaf (47) metilsitozin immiinofloresan yontemini kullanarak
stiperovulasyonlu disilerin siiperovulasyonlanmamais disilerle karsilastirdiginda
embriyolarinda anormal metilasyon paternlerini oldugunu bildirdi. Daha sonra, ilk
caligmalarinda kullanilan superovulation kosullarinin aynisinin altinda, Mann'in takim1 olgun
oositlerde de normal imprint paternlerinin, ayn1 bolgelerinin metillenmis oldugunu buldu(48).
Snrpn, Peg3 ve Kcenqlotl i¢in metilasyon yiizdesinin % 100'e yakin oldugu ve H19 un
metafaz II (MII )’deki olgun oositlerde beklendigi gibi metillenmemis oldugunu bulunmustur.
Bu bulgularla uyumlu olarak, baska bir grup tarafindan yapilan bir 6nceki ¢aligmada;
stiperovulasyonlu disi farelerden hazirlanan olgun oositler havuzundaki, Igf2r’de oldugu gibi
bu imprint genlerde (Snrpn, Peg3, ve H19) normal metilasyon paternleri sergilendigi
bulunmustur(49).

Bunun tersine, Sato ve arkadaslar1 (40) H19’un MII deki sliperovulasyonlu oositleri
kullanarak olusturdugu farelerin iki tiirtinde (ICR ve BDF) metilasyon acquisition’u oldugunu
gosterdi. Bununla birlikte, ortaya ¢ikan farkli sonuclar; disi farelerinin yasilariin farkl
olmasi, ayni zamanda uygulanan siiperovulasyon prosediirlerinin diger aragtirma
gruplarindan tamamen farkli olmasiyla acgiklanabilir. Dogrusunu séylemek gerekirse, oositler;
10 haftalik olan disilere, 3 giin boyunca 7.5 IU pregnant mare serum gonadotropin (PMSG)
enjeksiyonyla sliperovulasyon sonrasindaki, 24. saatte 5.0 IU insan koryonik gonadotropin
(hCG) enjeksiyonu ile toplandi. Ancak, dnceki bir ¢aligmada siiperovulasyon sonrasi elde
edilen olgun oositlerdeki maternal Pegl / Mest imprint geni i¢in heterojenik metilasyon
bildirilmistir(50). Siiperovulasyonlu MII deki oositlerde Pegl/Mest’in tamamen metillenmis,



metillenmemis ve karigik paternleri gozlendi. Bu gézlem bize bu siiperovulasyondan sonra
gendedeki metilasyon imprintlerinin tam anlamiyla ger¢eklesmedigini gosterdi(50).Yine
baska bir ¢alisma; bu siiperovulasyonun yalnizca H19 geninin DNA metilasyon durumunu
etkilemedigini gostermistir ancak bazi blastokistlerde ekspresyon seviyelerini
etkilemektedir(51).

Son olarak, preimplantasyon déneminde yapilan hayvan ¢alismalarinin sonuglarinin
cogu, bize imprint acquisition’inin basli basina siiperovulasyondan etkilenmemis olabilecegini
gostermektedir bu da onun imprint maintance tizerindeki negatif roliine isaret etmektedir.
Siiperovulasyon sonradan gelisen embriyolarda imprint maintance i¢in gerekli olan maternal-
etkili gen tiriinlerinde (anormal maternal faktor sentezi ya da oositdeki depolama)
modifikasyonlar tiiretebilir(52). Biz, bu ¢esitli oosit ve embriyo fenotiplerinin, hormon
kaynakli siiperovulasyon sonrasi gézlemlenen implantasyon ve fetal gelisim {izerinde
verimlilik farklari igerebilecegi hipotezini sunabiliriz(51). Buna ek olarak, Market-Velker ve
ark. (53) bu siiperovulasyonun embriyo kiiltiiriiniin epigenetik aberran etkilerini
artirabilecegini bildirmislerdir (Muhtemelen genomik imprinting yetenegini korumak i¢in).
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Fig 1: Folikiil biiylimesi sirasinda metilasyon dinamigi. Epigenetik yeniden programlama
gelisen gonadlarin i¢ine dogru germ hiicre gelisimi ile baslar. PGC’ler isaretli bir genomwide
DNA metilasyonu sergiler. Bu metilasyonun erasure fazini gametlerin primordial fazda
mayotik arresti(profaz I’in diploten evresinde) takip eder. Hormon tedavisi uygulandigi
donemde(postnatal primer folikiilden antral folikiil evresine kadar) Maternal metilasyon
imprintleri saglanir. D=Diploten, L=Leptoten, MII=metafaz II, P=Pakiten,
Z=7igoten(Bourc’his and Proudhon’dan adepte edilmistir)(77).

Insan Modeli: Fare modelinde oldugu gibi, Sato ve arkadaslar1 (40) infertilite tedavilerindeki
ovaryen uyarilma sonrasi elde edilen ve ayr1 ayr1 olarak bisiilfit mutasyon sekanslamasiyla
elde edilen PEG1 (metilasyon kayb1) ve H19 (metilasyon acquisition) genleri i¢in imprint
hatalar1 bulmustur(Tablo 2). Bununla birlikte, onlar DNA metilasyonundaki bu defektlerin
stiperovulasyon protokoliiyle, hastanin yasiyla, gecikmeli oosit maturasyonuyla mi, yoksa bu
durumun disi infertilitesinin dogasiyla m1 alakali bir durum olup olmadigin1 ayirt
edememislerdir. Khoueiry ve ark. (41) GV’de ve dogal sikliis metafaz [(MI)’indeki oositlerde,
bu uyarilmais sikliisa gore KCNQ1OT1 DMR (KvDMR1)in daha fazla metillenmis oldugunu
izlemistir(Sirastyla GV i¢in % 67.8’e % 62.5 / M1 i¢in %70.3’e %63.6). Bu bize bu
gonadotropin stimiilasyonun oosit maturasyonu ve/veya muhtemelen ¢ok geng follikiillerin



toplanimi sirasinda de novo metilasyon dinamiklerininin degistirelebilecegini
diistindiirmektedir.

Bu sonugclar, over kaynakli uyarilmig hiicrelerden elde edilen matiir oositlerin yarisinda
spontan olarak KCNQI1OT]1 i¢in anormal derecede diisiik bulunan metilasyon paternlerini
seklinde analiz etmig(MII deki 4 oositten 2’si) Geuns ve arkadaslari(42)’nin daha dnceki
yayinlanlari ile tutarlidir. Bu imprint hatalari; oositlerdeki gelisimsel gecikmeden dolay1
dogru zamanda imprint kurulmasini(establishments) engellemesiyle ya da over
stimiilasyonuyla ya da oositlerdeki imprint acquisition’a yapilan in vitro kiiltliir miidahaleleri
nedenleriyle olabilir. Bununla birlikte, ayn1 aragtirma grubu daha 6nce spontan olarak in vitro
sartlarda iiretilen 3 matiir oositte baska bir maternal imprinted geni (SNRPN geni) i¢in normal
metilasyon profillerini gostermistir(54).

Epigenetic effects after ovarian induction in the mouse model.

Study Superovulation Method Samples Gene Results

on profiles.

Te;blo_l dpc;;(;st cc;ltussonras1 ge.c;_en siire, DMR=farkl1 sekilde metillenmis alan, PMSG=
pregnant mare serum gonadotropin, RT-qPCR=real-time kantitatif PCR



Epigenetic effects after ovarian induction in humans.
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Tablo 2: GV: germianl vezikiil, HT=hormon tedavisi, MI=Metafaz I, MII=Metafaz II

Implantasyon ve Implantasyon Sonrasi Periyotlar

Stiperovulasyonlu farelerden elde edilen kanitlar, fetal biiyiime geriliginin ve hormon
tedavisi ile artan sayidaki rezorpsiyonlarin yiiksek bir riski oldugunu gostermistir (55-57). Bu
Implantasyon siirecinde 3 nemli aktdr etkilenebilir: Embriyonik hiicreler, plasenta dokusu ve
endometriyum.

Blastokist agamasinda bulunan Siiperovulasyon sonrasindaki epigenetik bozulmalar, daha
sonraki fare embriyo gebeliklerinde gozlenmemistir(56). Ancak, maternal ve paternal
kaynakli imprinted genlerin (Snrpn ve H19 genler) anormal biallelik ekspresyonu
gestasyonun ayni doneminde fare plasentasinda gozlendi. Bu imprinting defektleri ayrica
plasenta dokusundaki Igf2 geninin artmis ekspresyonu ile iligkili bulunmustur. Bu sonuglar
gostermistirki; tek basina siiperoviilasyon; 6zellikle trophoectoderm’den tiiretilmis dokularda,
implantasyon siireci boyunca, imprint maintence’si tehlikeye atabilir. Fare modelinde
gozlenen bu imprinting girisimlerinin, insandaki yardimeci tiremenin klinik
sonuclarinin(Embriyo implantasyon yetersizligi, spontan abortus veya disfonksiyonel plasenta
kaynakli fetal biiylime geriligi) kolaylikla tahmin edilebilecegini gosterdi.

Diistik implantasyon oraninin baska bir olas1 nedeni indiiklenen hiicrelerdeki endometrial
reseptiviteyi diisiiriilebilir. insanlarda bu hormon tedavilerinin endometrium matiirasyonunu
modifiye ettigi iy1 bilinmektedir (58,59). Overlerin uyarilmasi, dogal dongiilerinden ortalama
olarak 1 ila 2 giin daha 6nce endometrial reseptivitenin penceresinde bir kayma ile
endometrial gelisimin ilerlemesine yol agar(59). Indiiklenen sikluslardaki endometriyum,
folikiiler faz boyunca fizyolojik diizeyin lizerindeki steroid hormon diizeylerine maruz
kalmaktadir; bu erken luteal fazdaki degismis bir steroid reseptor ekspresyonu profili i¢in bazi
durumlarda sorumlu tutulabilir(60).Ovaryen stimulasyon ayni zamanda derin
siralama(sequencing) yaklasimlarinda da gosterildigi gibi, endometrial kemokinler ve biiylime
faktorleri dahil olmak iizere, endometrial reseptivitenin karmasik mekanizmalarini igeren
bir¢ok genin ifade profilini degistirebilir edebilir(61).

DNA Metilasyonu, fonksiyonel endometrium degisikliklerin mens dongiisti boyunca
gozlemlenmesiyle kanitladig: gibi, ovulasyon indiiksiyonu ile iliskili endometriyal
degisikliklerin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilir. Dogrusu, DNA metilasyonu
desidualizasyon da oldugu gibi endometrial reseptiviteyi de igine alacak sekilde agikca
gosterilmistir (62, 63). Son zamanlarda yapilan iki caligmada ic DNA methytransferase’nin
(Dnmtl, 3a, 3b) farkl: ifade sekilleri bildirilmistir. Bu, ireme dongiisiiniin donemleriyle
baglantilidir(64, 65). Insan endometriumunun sekretuar fazinda DNMT1, DNMT3a ve
DNMT3b mRNA seviyeleri proliferatif faz ile karsilastirildiginda diisiiktiir. Dnmts dongiisii



sirasindaki bu mRNA ekspresyonu profilleri ayrica fare modelinde de gézlenmistir(66). Bir
calismada, DNA demethylating ajan(thenucleoside analog 5-aza-2'-deoxycytidine) ile tedavi
edilen farelerde; endometrial degisiklikleri kontrol eden genlerin ve endometrial Dnmts
ekspresyonunun degisimiyle iliskili olarak implantasyon bolgelerinin sayisinda doza baglh
olarak bir diisiis gdzlenmistir(67).

Tiim bu bulgular; hormon tedavileri sonrasinda embriyo implantasyonu sirasindaki
endometriyal degisiklikler, DNA metilasyonunun potansiyel rolii i¢in bir destek saglar. Over
stimiilasyonun, Endometriyal DNA metilasyonu degisiklikleri ve implantasyon basarisizligi
stireglerine etkisini agikliga kavusturmak icin daha fazla ¢aligmaya ihtiyac vardir. Mesela,
embriyonik veya endometriumun epigenetik bozukluklarinin implantasyon basarisizligindaki
rolleri belirsizligini korumaktadir. Yin ve arkadaslari(68) erken gebelik donemindeki
kayiplar1 modeli ile bu soruna deginmeye ¢alismistir. Arastirmacilar embriyodaki(uterustaki
degil) metilasyon maintance’sindaki bu kusurlar1 gézlemlemistir, bu anormal embriyo
implantasyonunun ve gelistirmesinin kdkeni olabilir.

Kusaklar iizerindeki etkiler

de Wall ve arkadaslari(69) tarafindan farelerde yapilan bir ¢aligmada gonadotropin
stimulasyonu kullanilan YUT yonteminden bagimsiz(ér. ICSI) bir sekilde epimutasyonlara
neden olabildigi gosterilmistir. Bu ¢aligmada, gonadotropin stimiilasyonu kullanimi,
stiperovulasyon kokenli disi ve erkek somatik dokularinda DNA metilasyon kesintilerine
ve/veya anormal allel-spesifik H19, Snrpn, ya da Peg3 ekspresyonuna sebep oldugu
gosterilmistir(sekiz farenin altisinda). Arastirmacilar siiperovulasyonun YUT prosediirleri
sirasinda epimutations indiiksiyonuna katkida bulunabilecegi sonucuna varilmistir. Genel
olarak, reprogramming erasure(yeniden programlanmadaki silinmelerden dolay1) epigenetik
hatalar sonraki nesile aktarilamaz(70). Bu sonuclar, de Waal ve arkadaslar1 tarafindan ICSI
fare modelleri sonrasi(71) ve superovulasyon tedavisi(69) sonrasinda yakin zamanda
gosterilmistir. ICSI veya siiperovulasyon tarafindan indiiklenen epimutasyonlar yetiskin
erkeklerin erkek germline’larinda diizeltildigi bildirilmistir. Bununla birlikte, H19 geni i¢in
stiperovulasyon ve ICSI’1n her ikisisinde de spermatogenetik hiicrelerin yeniden programlama
stirecinde gecikme gozlenmistir. Muhtemelen maternal DMR remetilasyonundaki gecikmeye
bagl olarak gdzlenmistir[siiperovulasyon {iriinii yavru farelerin %100’linde (yedi farenin
yedisinde)] (69).

Daha oncesinde Stouder ve ark.(72) siiperovulasyonun kusaklararasi etkilerinin
olabilecegini bildirmisti. Paternal ve maternal imprinted genlerin degismis metilasyon
paternleri, stiperovulasyon sonucu olan yavru farelerin spermlerinde gézlemlenmistir. Ayni
zamanda, baz1 durumlarda epigenetik kusurularin kusaklar arasinda gecis gosterebilecegi 6ne
stiriilmiistiir. Gebe disi farelerin endokrin fonksiyonlar1 bozan fungisidlerle maruziyeti, en az
iic kusak devam eden erkek germline’inda degismis DNA metilasyon profillerine neden
olmaktadir(73). Biz sliperovulasyon sonrasi ortaya ¢ikan kusaklararasinda devam edebilen bu
etkileri goz ard1 edemeyiz.

Insan yavrulari igin hormon tedavisinin epigenetik etkisi hakkinda eldeki veriler
sinirlidir. Son zamanlarda, bir dogum cohort ¢aligmasinda, Rancourt ve ark.(7) metilasyon
seviyeleri GRB10, MEST, H19, SNRPN, ve KCNQI yanisira 1GF2 DMRO’lariin imprint
kontrol bolgeleri(ICR) boyunca, ovulasyon indiiksiyonu tarafindan yalnizca plasenta ve
kordon kaninda kesintiye ugramadigin1 gosterdiler. Bununla birlikte, Bu giiven verici
bulgular, genomik yazilim tizerindeki etkisinin degerlendirilmesine izin vermez.



Sonuc:

Yardimli iireme tedavilerinde, YUT ile dogan infantlarda epimutasyonlarin olup
olmadigini belirlemek zordur, Yardimli iireme tedavilerinde, epimutasyonlarin bulundugu
YUT infantlarda, epimutasyonun YUT prosediirleri sonucumu yoksa infertilitenin kendisinin
bir sonucu mu oldugunu berlirlemek zordur. Buna ek olarak, su anda epigenetik
degisikliklerin YUT iin hangi safasinda veya safalarinda ortaya cikabildigide belirsizdir.
Bununla birlikte, bir¢ok faktdr overian indiiksiyonun epimutasyon insidansindaki artisa
katkida bulunabildigi yoniinde. ilk olarak, maternal imprinting acquisition (imprinting kontrol
bolgelerinin(ICR) en fazla bulundugu) nispeten daha uzun bir siirede gergeklesir ve boylece
potansiyel olarak daha fazla etkilenmeye maruz kalirlar. ikinci olarak, transfer icin uygun
embriyo sayisini arttirmak i¢in kullanilan eksojen gonadotropinler normalde yikima gidecek
olan ¢evredeki oositleri de biiylimeye zorlayabilir. Son olarak, hormon terapileri, bazi
durumlarda hizlandirilmig folikiiler gelisimi uyararak oosit olgunlasmasinin kinetigini
degistirebilir(74). Onceden de belirtildigi gibi, 6yle goriiniiyorki oosit metilasyon edinimi her
seyden dnce uygun oosit biiyiimesi gerektiren karmasik bir olgudur. Insan oositleri epigenetik
hatalara daha egilimli olabilir ve/veya daha fazla stresle karsilasabilir(¢coklu hormon
uygulamas, ileri anne yasi, ¢evresel faktdrler veya dogal(inherent?) infertilite(75)). Infertilite
etkileri harig¢, hayvan calismalari, bu kritik donemde kendi kendine olan ovulasyon
indiiksiyonunun olumsuz etkisinin altin1 ¢izmistir.

YUT sirasinda gonadotropinlerin kullanimi, bazi MII oositlerin( inkomplet ya da labil
imprintli) salinimina sebep olabilir. Buna ek olarak, insanlar ve farelerdeki ¢esitli ¢alismalar
eksojen gonadotropinlerin oosit i¢inde olumsuz bir etki ile sonraki embryogenezis sirasinda
genomik imprint molekiilerde degisiklikleri indiikleyebilecegi ortaya koyulmustur. Mann
grubu tarafindan onerilen, oosit ile karsilastirildiginda blastokist asamasindaki embriyolarda
epigenetik pertubasyonlarin frekansi gdz oniine alinacak olursa, over stimiilasyonu imprint
acquisition’dansa imprint maintance’si i¢in gerekli maternal faktorler iistiinde daha biiyiik bir
olumsuz etkiye sebep olabilir(76). Boylece hormon tedavileri gamet epigenetiginin yeniden
programlanma siirecinde early embriyolarda oldugu gibi zararli olabilir. Bununla birlikte, bu
baslikta noncording RNA veya histon modifikasyonlar1 gibi diger epigenetik faktorler
tamamen kesfedilmemis kalir.

Zararli etkileri de uterusun fizyolojik ortamini degistirebilir. Bu gdzlem sonucu,
stiperovule disilerden epimutasyonlu yavrular dogabilir ve bu defekt kusaklar arasi olabilir,
sonug olarak bu durum hormon tedavilerinin uzun émiirlii zararh etkilere yol agabilecegi
endisesini arttirdi. Bu endise, YUT sonrasinda dogan gocuklarin sagligi konusunda daha fazla
caligmaya olan ihtiyaci giiclii bir sekilde destekler.

Son olarak insanlarla ilgili olan birkag veri, disi yasinin genetik imprinting tizerindeki
etkisini belirlemede, infertilite problemlerinde ya da tedavi protokolleri ve hormon dozlarini
belirlemeye yeteri kadar izin vermemektedir. Bu ylizden insanlar iizerinde daha fazla
caligmaya ihtiyag vardir. Ciinkii siiperovulasyonun imprinting maintance {izerinde zararl
etkilere sahip olabilir, Insanlardaki arastirmalarinda sadece oositlerde degil, ayn1 zamanda
embriyolar iizerinde de yapilmasi gerekmektedir. Over indiikleme protokollerinin, genomun
epigenetik kontrolii {izerindeki etkisi hakkinda daha iyi bilgi sahibi olunmasi, YUT
uygulayicilar arasindaki risk degerlendirme yetenegini arttirir.
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