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OZET

Tekrarlayan Gebelik Kayiplarinda Death Receptor-4 Gen Polimorfizmlerinin

Arastirllmasi

Tekrarlayan gebelik kayb1 olgusu 3 ve daha fazla gebeligin arka arkaya
spontan olarak sonlanmasi sonucu meydana gelen gebeligin en sik rastlanan
komplikasyonlarindan biridir. Tekrarlayan gebelik kaybi1 cocuk sahibi olmak
isteyen kadinlarin %1’ ini etkileyen klinik bir problemdir. Baz1 klinisyenler bu
olguyu, 2 gebelik kaybi ve iizeri olarak tanimlamakta bu da problemin insidansim
%1’den %5’e kadar yiikseltmektedir. Tekrarlayan gebelik kayiplarinin %68’inde
etken saptanamamaktadir. Nedeni aciklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi
etiyolojik ve prognostik faktor tayininde en yetersiz kalinan konulardan biridir.
Tekrarlayan gebelik kayiplarina neden olabilecek apoptotik mekanizmalarin
aydinlatilmasi ile ilgili caliymalara literatiirde nadir rastlanmaktadir. Apoptozu
ligand reseptor etkilesimi ile gerceklestiren DR-4 geni polimorfizmlerinin ise
nedeni aciklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi olgulan iizerinde cahsilmadigi
gbzlenmektedir.

Canlilarda, Tumor Necrosis-Factor related inducing ligand (TRAIL)’in bir
reseptori olan Death Receptor-4 (DR-4)’iin reseptor-ligand etkilesimini
gerceklestirerek apoptotik mekanizmay baslattigi bilinmektedir.

Bu c¢ahsmada, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastahklar1 ve
Dogum Anabilim Dal polikliniklerinde tekrarlayan gebelik kaybi1 tamis1i konmus ve
daha Onceki analizlerinde kromozomal diizeyde bir genetik degisim saptanmamis
70 hasta birey ve ¢ocuk sahibi olan ve dykiisiinde gebelik kaybi1 bulunmayan 70
kadin kontrol tzerinde DR-4 genine ait Argl41His (ekzon3), Thr209Arg (ekzon4)
ve Glu228Ala (ekzon5) polimorfizmleri arastirildi. Hasta ve kontrol gruplarina ait
DNA’lar izole edilerek polimorfizmler PCR-RFLP yontemi ile belirlendi.

Calisma ile elde edilen verilerin istatistiksel analizi sonucunda Argl41His ve
Glu228Ala polimorfizmleri ile tekrarlayan gebelik kaybi olgular: arasinda anlamh
bir iliski saptanmadi (ekzon 3 p=0,673, ekzon 5 p=0,368). Thr209Arg (ekzon 4)
polimorfizmi ile tekrarlayan gebelik kaybi olgular: arasinda ise istatistiksel acidan
anlamh bir iliski belirlendi (p=0.012). Hasta grubunda GG (homozigot mutant)
genotipinin goriilme orammnin kontrol grubuna gore anlamh derecede yiiksek
oldugu belirlendi (p=0.009). Kontrol grubunda ise CG (heterozigot) genotipinin
goriilme oraninin hasta grubuna gore anlamh derecede yiiksek oldugu belirlendi
(p=0.002).

Apoptotik mekanizmada 6nemli bir gorevi olan DR-4 geninin, Thr209Arg
polimorfizminin nedeni aciklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda
etken bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tekrarlayan gebelik kaybi, apoptoz, TRAIL, DR-4,
polimorfizm.
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ABSTRACT

The Investigation of Death Receptor-4 Gene Polymorphisms in Recurrent

Pregnancy Loss

Recurrent pregnancy loss is defined as three or more consecutive pregnancy
losses and it is the most common complication of pregnancy. Recurrent pregnancy
losses affects 1% of women who want to have baby. But many clinicians define
recurrent miscarriage as two or more losses so, this increases the scale of the
problem from 1% to 5%. In 68% of recurrent pregnancy loss factors still can’t be
identified. Undifined recurrent pregnancy loss is one of the most inadequate
subject in investigating etiological and prognostic factors. There is too little
investigations about apoptotic mechanisms that may cause recurrent pregnancy
losses in literature so the problem is still waiting to clarify. It is known that there is
no investigation on undifined pregnancy loss about DR-4 gene which induces
apoptosis with ligand-receptor interaction.

DR-4 gene which is a receptor of Tumor Necrosis Factor-related apoptosis
inducing ligand (TRAIL), initiate apoptotic mechanism by performing ligand-
receptor interaction in human. The gene is located at chromosome 8 p21-22 and
induces apoptosis with extrinsic pathway by cleaving TRAIL.

In this study, DR-4 gene Argl4lHis (ekson3), Thr209Arg (ekson4),
Glu228Ala (ekson5) alterations were investigated from 70 control group and 70
women with recurrent pregnancy loss who were diagnosed in Mersin University,
Medical Faculty, Gynecology and Obstetrics Clinics and who has no chromosomal
abnormalities in previous analysis. DNA were isolated from 12-13 ml blood by
Miller’s sulting out method and alterations were determinated by PCR-RFLP
analysis.

Statistical analysis sowed that, the patient and matched control populations
were not differing in case of Argl4lHis and Glu228Ala alterations(p=0,673
p=0,368). However, there is a significant association between Thr209Arg alteration
and recurrent pregnancy loss (p=0,012). Acording to statistical analysis, GG
genotype (homozygote mutant) ratio in patients is significantly higher than control
group (p=0,009). In contrast, in control group, the ratio of CG genotype
(heterozygote) is significantly higher than patients (p=0,002).

With the results of this study, it is shown that there is no association
between Argl41His and Glu228Ala alterations and recurrent pregnancy loss. But
the results showed an exact apposite stiuation in Thr209Arg alteration. The
alteration is significantly assoiated with recurrent pregnancy loss. Our results
suggest that, Thr209Arg alteration of DR-4 gene which has an important role in
apoptotic mechanism may be associated with undifined recurrent pregnancy loss.

Key words: Recurrent pregnancy loss, apoptosis, TRAIL, DR-4, polymorphism.
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1. GIRIS

Tekrarlayan gebelik kayiplari, birbirini izleyen en az iki ya da daha fazla
gebeligin 20. gebelik haftasindan 6nce ve 500 gr fetal agirliktan diisiik agirlikta spontan
olarak sonlanmasi olup gebeligin en sik rastlanan komplikasyonudur. Klinik olarak
tanist konulmus tekrarlayan gebelik kayip insidansi, % 0.5-1’dir. Tekrarlayan gebelik
kayiplarinin % 68’inde ise etken saptanamamaktadir (1). Tekrarlayan gebelik
kayiplarina  birgok etiyolojik neden sebep olabilmektedir. Bunlar asagida
siralanmaktadir:

e Endokrin Nedenler

e Anatomik Nedenler

e Immiinolojik Nedenler

e Trombofilik Nedenler

e Enfeksiyona Bagli Nedenler
e (Cevresel Nedenler

e Genetik Nedenler

Yukarida siralanan tiim bu nedenler ekarte edildikten sonra gebelik kayiplarina
hala bir neden bulunamiyorsa, bu durum hem giftler hem de klinisyen i¢in imit kirici
bir durumdur. Ciinkii gebeligin devaminin saglanamamasi igin agik bir neden bulmak
zordur (2). Nedeni agiklanamayan tekrarlayan gebelik kayiplari birgok arastirmaya konu
olan bir konu olsa da apoptotik mekanizmalarin tekrarlayan gebelik kayiplari tizerindeki
etkisinin arastirildig1 calismalara sinirli sayida rastlanmaktadir.

Apoptozis fizyolojik veya programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir.
Apoptozis genellikle tek tek hiicreleri etkiler. Birgok fizyolojik veya patolojik durumda
aktive olur ve apoptozda inflamatuar yanit s6z konusu degildir. B ve T hiicrelerinin
negatif seleksiyonu, self antijenleri tantyan immiin kompetan hiicrelerin yikimi, hormon
bagimli dokularin hormon yoklugunda involiisyonu gibi bircok fizyolojik olayda rol
alir. Apoptozun kontroliindeki anormallikler ise basta kanser olmak {izere otoimmiin
hastaliklar ve dejeneratif hastaliklarin olusum mekanizmalar1 i¢inde yer almaktadir (3).

Apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisimi ve normal hiicresel farklilagmasi

sirasinda meydana gelen programlanmis hiicre 6liim seklidir. Tiimoér nekroz faktor



(TNF) ailesindeki TNF ile Fas ligandlarin1 da igeren ve reseptorlerindeki 6liim
domainleri vasitasi ile etkilerini gosteren belirli sitokinler tarafindan uyarilmaktadir (4).

TNF-R ailesi reseptorler, timor nekrozu ile ilgili apoptozu uyaran ligand
(TRAIL) reseptorleri olan death receptor-4 (DR4) ve death receptor-5 (DRS5)
reseptorlerini de i¢ine alan genis bir reseptor ailesidir (4,5).

TRAIL, apoptozu uyaran DR4 (TRAIL-R1) ve DR5 (TRAIL-R2) reseptorlerine
baglanarak ekstrinsik yolla apoptozu tetikleyen bir ligandir (4). TRAIL in DR4 ve DR5
disinda  baglandigt  iic  reseptor (DcR1-TRAIL-R3, DcR2-TRAIL-R4 ve
Osteoprotegerin-OPG) daha tanimlanmistir. Ancak sadece DR4 ve DRS apoptozu
tetikleme iglevine sahiptir (6).

DR4 reseptorii 486 amino asitlik bir protein olup iki ekstraseluler sisteince
zengin ligand baglanma bolgesi, tek bir transmembran heliks ve apoptozu uyaran bir
sitoplazmik 6liim domaininden olusmaktadir. Bu gen 8p21-22 kromozom boélgesinde
lokalize olup SNP veri tabanina gore 7 farkli polimorfizmi bildirilmistir. Bunlar;
Thr209Arg, Glu228Ala, Thr33Ile, Prol05Arg, Hisl41Arg, Asn297His, Arg441Lys
polimorfizmleridir (7).

Bu arastirmada nedeni agiklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda bir
apoptotik uyarict ligand olan Tumor Necrosis-Factor related inducing ligand
(TRAIL)’in bir hiicresel reseptorii olan Death Receptor-4 (DR-4) geninin 3.ckson, 4
.ekson ve S.eksonlarindaki swrastyla  Argl41His, Thr209Arg, Glu228Ala
polimorfizmleri arastirildi. Elde edilen verilerin tekrarlayan gebelik kayiplarina neden
olabilecek, TRAIL tarafindan uyarilan apoptotik mekanizmalarin aydinlatilmasi
bakimindan literatiire katkida bulunacagi ve polimorfizm saptanan olgularin bundan

sonraki gebeliklerindeki klinik uygulamalara da yon verecegi diisiiniilmektedir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Tekrarlayan Gebelik Kayiplari

Sporadik gebelik kayb1 iireme cagindaki kadinlar i¢in belki de en yaygin tibbi
sorunlardan biridir. 20. gebelik haftasindan 6nce meydana gelen gebelik kayiplari
‘spontan abortus’ olarak tanimlanir. Cocuk sahibi olmak isteyen kadinlarda, gebeliklerin
yaklasik % 25°i en az bir spontan abortus ile sonlanmakta, yine ¢ocuk sahibi olmak
isteyen kadinlarin en az % 50 sinin gebelikleri gestasyon evresine ulagsmadan sona
ermektedir (8,9).

Embriyonik gelisim 3 donemden olusmaktadir. Bunlar, preembriyonik,
embriyonik ve fetal donemlerdir. Preembriyonik donem yaklasik olarak menstrual
dénemin ilk glninden itibaren gebeligin 5. haftasina kadar devam eder. Embriyonik
donem ise 6. ve 9. haftalar boyunca devam ederken, fetal dénem gebeligin 10.
haftasinda baslar ve gebeligin sonuna kadar devam eder (8,10). Embriyonun
gelisiminden 6nce meydana gelen kayiplar ‘anembrionik kayiplar’ olarak isimlendirilir.
6-10 haftalar arasindaki kardiyak aktivitesi olmayan embriyo kayiplari ‘embriyonik
Olimler’ olarak tanimlanirken, 10. gebelik haftasi sonrasi olusan embriyo kayiplari
‘fetal 0lum’ olarak tanimlanir. Bu ayrimlari yapmak, gebelik kayiplarinin altinda yatan
nedenlerin, gebelik haftasinin ne olduguna gore degismesinden dolayr Onemlidir.
Ornegin anembriyonik kayiplar fetal dliimlere gore genetik yapidaki degisimlerle daha
cok ilintilidir. Ayn1 zamanda anembriyonik veya embriyonik kayiplarin orani fetal
Oliimlerin oranina gore daha yiiksektir. Gebelik kayiplarinin % 10 u ilk veya 2.
trimesterda gerceklesirken % 3 ten daha az gebelik kaybi ileri gebelik haftalarinda
meydana gelmektedir (8).

Gebelik kayiplarmin biiylik bolimii sporadiktir. Tekrarlayan gebelik kaybi ise
viabilite sinirina ulasmadan (20. Gebelik haftasindan 6nce) veya 500 g fetal agirligin
altinda arka arkaya 3 ya da daha fazla gebeligin sonlanmasi ve 1 canli dogumdan fazla
canlt dogumun olmamasi seklinde tanimlanir. Tekrarlayan gebelik kaybi durumu gebe
kadinlarm % 0.5-1’inde olusan klinik bir problemdir (10). Ancak birgok klinisyen
tekrarlayan gebelik kaybin1 2 ve daha fazla gebelik kaybi olarak tanimlamakta bu da
problemin skalasin1 % 1°den % 5’e kadar ¢ikarmaktadir (11).



Tekrarlayan gebelik kaybmna neden olan etiyolojik nedenler tablo 2.1°de

verilmektedir:

Cizelge 2.1. Tekrarlayan Gebelik Kayb1 Nedenleri

Endokrin Nedenler Trombofili
Luteal Faz Defekti Edinsel ve Herediter Trombofililer
Hipo/Hipertiroidi Kalitsal Trombozlar

Diyabet Tip Il (Diabetus Mellitus) Enfeksiyona bagh nedenler

Polikisitk Over Sendromu (PCOS)
Hiperprolaktinemi Bakteriyel Enfeksiyonlar
Viral Enfeksiyonlar

Anatomik nedenler

Mikoplazma Enfeksiyonlari

Konjenital Malformasyonlar Cevresel faktorler

Uterin Leiomyomlar

Uterin adezyonlar Alkol, Sigara

Kafein, Ilaclar ve Kimyasallar

Immiinolojik nedenler Genetik nedenler
Otoimmuin Nedenler Kromozomal Anomaliler
Alloimmiin Nedenler Molekiiler Diizeyde Degisimler

2.1.1. Endokrin Nedenler:

2.1.1.1. Luteal Faz Defekti

Normal gebelik stirecinin erken dénemlerinde plasenta olusmadan 6nce, korpus
luteumdan progesteron salgilanir. Progesteronun yetersiz sentezlenmesi durumunda
luteal faz defekti (LFD) gelisir. Endometriyal biyopsi ile saptanan histolojik gebelik
gunlemesi ile adet takvimi giinlemesi arasinda iki giinden fazla fark olmasi durumunda
luteal faz defektinden bahsedilir. Ayrica luteal donemde diisiik progesteron diizeylerinin
saptanmasi ile de luteal faz defekti tanisi konabilir (12). Luteal faz defekti tekrarlayan
gebelik kayiplarinin tartismali nedenleri arasindadir. ClnkU endometriyal biyopsilerin
degerlendirilmesinde; konulan histolojik glinleme tanisinin degerlendiren kisiye gore

farkli olabilmesi, hatta aymi preparatin farkli zamanlarda aym kisi tarafindan




degerlendirilmesinde bile belirgin fark olmasi nedeni ile, yontemin dolayisiyla taninin
giivenilirligi azalmaktadir (13).

Endometriyal biyopsinin; invaziv, agrili ve pahali bir yontem olmasi nedeniyle
serum progesteron seviyelerinin belirlenmesi tekrarlayan gebelik kaybi tanisinda
alternatif bir tan1 yontemi olarak oOnerilmektedir. Ancak prospektif, kontrollu bir
calismada TGK tanis1 alan hastalara uygulanan endometriyal biyopsi sonuglarina gore
olgularin % 17’sinde LFD saptanirken bu hastalarda serum progesteron duzeyleri
normal bulunmustur (13). Sonug olarak standart teshis kriterlerinin olmamasi, kontrolli
caligmalarda tekrarlayan gebelik kaybi etiyolojisindeki olasi roliiniin ispatlanamamasi
ve LFD’ne yonelik tedaviye ragmen oranlarda iyilesme goriillmemesi nedeniyle,

LFD’nin tekrarlayan gebelik kayiplari tizerindeki rolii hala tartismalidr (14).

2.1.1.2. Hipo/Hipertiroidi

Hipertiroidi, tiroid bezinden asir1 tiroid hormonu salgilanmasi durumu iken,
hipotiroidi tiroid bezinin az hormon salgilamas1 durumunda ortaya ¢ikan bir hastaliktir
(15,16). Hipotiroidi ve hipertiroidi durumlarinin her ikisi de {ireme fonksiyonunda
bozulmaya neden oldugu i¢in, tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda 6zellikle subklinik
hipertiroidi tanisi i¢in serum tiroid stimiilan hormon (TSH) diizeyinin degerlendirilmesi
onerilmektedir (17).

Bazi aragtirmalarda antitiroid antikorlarimin da gebelik kaybi ile iliskili oldugu
belirtilmektedir. Ancak randomize c¢alismalarin sonuglarina gore, antitiroid
antikorlarmin tekrarlayan gebelik kaybi ile iliskisi kesin olarak gosterilememistir ve
ayrica antitiroid antikor pozitifliginin giiniimiizde etkin tedavisi de mevcut degildir. Bu
nedenle, tiroid otoantikor taramasimin da tekrarlayan gebelik kaybi degerlendirmesi

glincel algoritmasinda yeri yoktur (18,19).



2.1.1.3. Tip Il Diyabet (Diabetus Mellitus)

Diyabet tip II kanda siirekli yiiksek diizeyde seker (glukoz) bulunmasi
durumunda ortaya ¢ikan bir hastaliktir (20,21). Kontrolsiz diyabet spontan abortus
riskini ti¢ kat arttirmaktadir. Yiksek HbALc (glikolize hemoglobin) diizeyinin yiiksek
olarak gorildugii, kontrolsiiz diyabette tekrarlayan gebelik kaybi riski artmaktadir. Kan
sekeri ve HbAlc seviyeleri normal olan kontrollii diyabette ise tekrarlayan gebelik

kaybi riski normal populasyondan farkli degildir (22).

2.1.1.4. Polikistik Over Sendromu

Polikistik over sendromu (PCOS), nedeni kesin olarak aydinlatilamamis bir
yumurtlama bozuklugudur. Hastalikta, her adet dongiisiinde geliserek c¢atlamasi gereken
folikiil, gelismesi yarida kalarak yumurtalik dokusu i¢inde 3-10 milimetre ¢apinda bir
kiste dontsiir (23). PCOS olgularmin % 36-56’sinda tekrarlayan gebelik kaybi
saptanmaktadir. PCOS olgularinda gebelik kaybi; luteinize hormon (LH), testesteron,
androstenedion artig1 ve insiilin direncine baglanmaktadir. Bunun yaninda fertil gruba
gore de sadece insiilin direnci (PCOS olmadan) olan olgularda da TGK siklig
artmaktadir. Hiperinsiilineminin bazi endometriyal proteinlerde (glikodelin ve insiilin
benzeri bliylime faktorii baglayici protein-IGF) artis, uterin vaskiiler direncte diisiikliik

yaratarak gebelik kaybina neden oldugu diistiniilmektedir (24,25).

2.1.1.5. Hiperprolaktinemi

Hiperprolaktinemi, prolaktin hormonunun asir1 diizeyde salgilanmas1 durumunda
ortaya c¢ikan bir endokrin hastaliktir (26). Hiperprolaktinemi korpus luteum
fonksiyonunu bozmakta ve erken gebelik iriiniiniin gelismesini olumsuz yonde
etkilemektedir. Tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda, erken gebelik déneminde
prolaktin duzeyinde yikseklik hipeprolaktinemi olarak bilinmektedir. Ancak gebelik
doneminde hiperprolaktinemi tedavisi verilen ve verilmeyen olgulari igeren randomize
kontrollii calisma sonuglarina gore, gebelik kaybinin 6nlenmesi agisindan anlamli fark
saptanamamistir. Bu nedenle, rutin prolaktin taramasinin TGK tanisindaki etkinligi

tartismalidir (27,28).



2.1.2. Anatomik Nedenler:

Gebelik kaybi riskini arttiran uterusun anatomik anormallikleri; konjenital
malformasyonlar, uterin leiomyomlar ve uterin adezyonlardir. Gelisimsel uterin
anomaliler, gebelik kaybi ve obstetrik komplikasyonlarla iligkilidir. Toplumda uterin
anomali sikligi (arcuat uterus hari¢) yaklasik %2 iken, tekrarlayan gebelik kaybi
olgularinda bu oran % 6-7°dir (29). Gebelik kayiplarina neden olan konjenital uterin
malformasyonlarinin  patogenezi; net olarak agiklanamamakla birlikte azalmis
intrauterin volim ve vaskuler yetersizlik TGK icin, etiyolojik bir etken olarak sorumlu
tutulmaktadir (30).

Unikorni uterus, rahim ve rahim agzini orta hatta birleserek olusturan miiller
kanallarindan birinin hi¢ olmamasi durumudur (31). Unikorni uterusu olan kadinlarda
gebelik sonuglar1 genellikle kotiidiir. Tan1 konulan gebelerin yaklagik yarisinda gebelik
kayipla sonuglanmaktadir. Didelfis uterus, miiller kanallarinin orta hatta hig
yaklagmamasi ve birlesmemesi durumudur (32,33). Uterin didelfisli kadinlarin
gebeliklerinin % 40’1 spontan kayipla sonuglanmaktadir. Bikornu uterus, miuller
kanallarinin kismi birlesmesi ancak hi¢ kaynagsmamsi durumudur. Bikornu uterusu olan
kadinlardan elde edilen verilerde erken gebelik kayip oran1 %30, tiim gebeliklerde fetal
kayip oran1 % 40 bulunmustur (34). Uterus i¢ boslugunun bir septum ile iki ayri
bolmeye ayrildigi olgular uterin septum olgulari olarak adlandirilmaktadir. Uterin
septum, en sik goriilen uterin gelisim anomalisi olup tekrarlayan gebelik kaybi olan
kadinlarda % 3.5 siklikta gortlmektedir (35).

Dietilstilbestrole (DES), sentetik, non-steroid dstrojen bir birlesiktir. DES son 30
yil i¢inde spontan diislikleri ve hamileligin diger komplikasyonlarini onlemek i¢in
kullanilmistir. Ancak ilerleyen yillarda, DES kullanimimin disi iireme sistemi
anormallikleri ile direk olarak ilgili oldugu gosterilmistir (36,37). Uterus i¢ci DES’e
maruz kalan kadinlarin yaklasik % 70’inde gelisimsel uterin anomaliler saptanmistir. Bu
hastalardaki spontan gebelik kayip orani 2 kat ve ektopik gebelik orani ise 9 kat
artmaktadir (38).

Uterin myomlarin, tekrarlayan gebelik kaybi nedeni oldugunu gosteren
kesinlesmis kanitlar yoktur. Myomlarin tekrarlayan gebelik kayiplarindaki etkisi

bolgesel kan akim yetersizligine baglanmaktadir (39). Submilkoz myomu kaplayan



endometriumun, steroid hormonlara cevap vererek gebelik kaybini arttirip arttirmadig
bilinmemektedir. Bununla beraber submiik6z myomlarin alinmasinin diisiik oranlarini
azalttigina dair bulgular mevcuttur (40).

Gebelik kayiplarina neden olan anatomik nedenlerden bir digeri de, kiretaj
sonras! olusan intrauterin adezyonlardir. Intrauterin adezyonlardaki tekrarlayan gebelik
kayiplarinin mekanizmasi, azalmis fonksiyonel uterin hacim ve endometrial fibrozis ile
plasental yetersizlige neden olabilecek inflamasyondur (41). Bu hastalardaki gebelik
sonuclar1 genellikle kotiidiir ve % 40-80 spontan gebelik kaybi ile, % 25 oraninda
preterm dogum olarak klinige yansimaktadir (42).

2.1.3. immunolojik Nedenler:
Tekrarlayan gebelik kaybi etiyolojisinde yatan immunolojik nedenler; otoimmin

ve alloimmiin nedenler olarak iki grupta incelenmektedir.

2.1.3.1. Otoimmun Nedenler

Sistemik lupus eritamatozis (SLE) deri, eklem, bobrek, kalp zari, akciger zari
gibi bir¢cok doku ve organ enflamasyonu gibi bulgularla kendini gosteren ve bagisiklik
sisteminin hatali ¢aligmasi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir. SLE, sebebi bilinmeyen
gebelik kayiplariyla iligkilidir. Sistemik lupuslu kadinlarda goriilen fetal Oliimlerin
hemen hepsi antifosfolipit antikor varlig: ile iliskilidir. Konsepsiyon sirasindaki aktif
hastalik durumu ve gebelik stirecinde baslayan SLE, gebelik kayip riskini arttirmaktadir
(43).

Her ne kadar tekrarlayan gebelik kayiplari olan kadinlar arasinda antifosfolipit
sendrom goriilme sikligr disik ise de (% 3-5), bu bozukluk tekrarlayan gebelik
kayiplariin potansiyel olarak tedavi edilebilen bir nedenidir. Antifosfolipit antikorlari,
diisiik risk populasyonundaki % 2’ lik orana karsin tekrarlayan gebelik kaybi olan
kadinlarda % 15 oraninda artmis olarak gorulir (44). Antifosfolipit sendromu ve
tekrarlayan gebelik kaybi1 arasinda nedensel bir iligki tanimlanmamis olmasina ragmen,
diisiik doz aspirin heparin ve steroidler ile gesitli teropatik ¢alismalar yapilmistir (45).

Bir calismaya gore; aspirin ve diisik molekiil agirlikli heparin kombinasyonu,



antifosfolipit antikoru bulunan kadinlarda, gebelik kaybint % 54 oraninda azaltmaktadir
(46). Ancak steroidlerin tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlarda canli dogum oranini
arttirdigina dair bir kanit heniiz bulunmamaktadir (45). Tekrarlayan gebelik kayb1 olan
kadinlarda otoantikor sikligi yiiksektir. Tekrarlayan gebelik kaybina neden oldugu
diistiniilen bir diger antikor ise antiniikleer antikor olup, tekrarlayan gebelik kaybi
Oykiisii gosteren olgularin % 7’sinde yiiksek diizeyde oldugu bilinmektedir. Ancak bu
olgular i¢in Onerilen herhangi bir tedavi yontemi heniiz bulunmamaktadir (43).
Tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda yiiksek diizeyde olgiilen bir diger antikor ise

antitiroid antikor olup heniiz tanisal bir belirte¢ degeri tasimamaktadir (47).

2.1.3.2. Alloimmun Nedenler

Gebelik kayiplarina neden olan bir diger immiinolojik etken ise fetusun
immunolojik rejeksiyonudur (48). Oykiisiinde tekrarlayan gebelik kaybi olan olgularn,
endometriyumunda ylksek oranda naturel Killer (NK) hicrelere (CD16, CD56)
rastlanilmaktadir. Normalde endometriyumda daha ¢ok CD56bright NK hiicreler
bulunur ve bunlarin trofoblast 6ldiiriicii etkisi ¢ok az olup, trofoblast biiyliime ve
gelismesini desteklerler. Birgok c¢alismada desiduada CD56bright NK hiicre defekti ve
periferik kan mononukleer hucrelerinde yiksek NK hicre sitotoksisitesi (CD56dim)
durumu gebelik kaybi riskini arttirmaktadir (48,49).

Normal gebelik strecinde, embriyonik dokulardaki paternal orjinli antijenlere
kars1 maternal immunolojik tanima ve yanit gelistirmektedir. Bu maternal alloimmun
yanittaki anormallikler tekrarlayan gebelik kayiplarina neden olabilmektedir. Bu durum
icin ileri strilen mekanizmalar; maternal sitotoksik antikor dretimi, maternal hicre
araciligryla immun yanit1 6nleyen bloke edici antikor iiretiminin yetersizligi yani anne
ve baba antijenlerinin ileri derecede benzer olmasi ve maternal-fetal yiizeyde islem
gdren immiin mekanizmalardaki sitokin regiilasyonunun bozuklugudur (50).

Antipaternal lenfositik antikorlar, tekrarlayan gebelik kaybi nedeni olarak
gorilmektedir (50). Anne ve baba arasindaki major histokompatibilite kompleks insan
16kosit antijenlerinin (HLA) artmis benzerligi, paternal kaynakli fetal antijenlerin, anne
tarafindan taninmasimi engellemekte ve bazi bloke edici antikorlarin tiretimine neden

olmaktadir (51).



HLA-G, invaziv trofoblast hiicrelerinde sentezlenir ve mononukleer hiicrelerden
sitokin iretimini kolaylastirir. Serumda ¢0ziinebilir sitokinin diizeylerin odlgiilmesi,
gebelik basarisin1 6ngérmede 6nemlidir (52).

Sitokinler; immiin sistemin c¢alismasini saglayan, onlar1 kontrol eden araci
urnlerdir. Thl hicresinde interlokin (IL)-2, interferon (IFN)-y ve timor nekroz faktori
TNF-a saliverilirken Th2 hicresinde I1L-4 ve IL-10 salinir. Tekrarlayan gebelik kaybi
olgularinda; gebelik o6ncesi doénemde periferik kan mononikleer hiicrelerde ve
endometriyal hicrelerde, diisik zamaninda desidua hiicrelerinde daha ¢ok Thl
sitokinleri saliverilmektedir (53). Ancak meta-analiz sonuglarina gére, TGK olgularinda
IL-10, IFN-y ve TNF-a diizeylerinde artis saptanmustir (54).

2.1.4. Trombofili:

Normal gebelikte fibrinojen, faktor 2, 7, 10, 12 ve plazmojen aktivator inhibitor
(PAI-1) seviyelerinde artis ve protein S miktarinda azalma sonucu, pihtilagsma egilimi
artmaktadir. Trombofili ise tromboz egiliminin arttig1 bir grup pithtilasma bozukluklarini
icermektedir (55). Koagulasyona artmis egilim, edinsel veya kalitsal olabilir. Son
zamanlarda edinsel ve herediter trombofililerin TGK da 6nemine dikkat ¢ekilmektedir.
Bu grupta aktive protein C rezistansi (aPCR), protrombin mutasyonu,
hiperhomosisteinemi, protein S, protein C ve antitrombin 1 eksiklikleri sayilabilir
(56,57).

Kalitsal trombozlarin en sik sebebi olan aPCR’nin % 95’inde, sebep bir nokta
mutasyonudur (Faktér V Leiden, FVL). Bu mutasyon tasiyicilarinda tromboz riski;
heterozigotlarda 5-10 kat, homozigotlarda 80-100 kat artmistir. Tromboz riski;
heterozigot protrombin mutasyon tasiyicilarinda (Faktor I G20210A) 2 kat, heterozigot
AT-III  eksikliginde 20-50 kat, homozigot hiperhomosisteinemide (metilen
tetrahidrofolat rediiktaz) (MTHFR) de ise 2 kat artmistir (58).

Kalitsal trombofililerin sistemik tromboz ile baglantis1 bilinmekte olmasina
ragmen, TGK {izerindeki etkisi halen yeterli ¢aligma ile gosterilememistir. Yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada, 101 TGK’li hastada ii¢ trombofilik gen mutasyonu
aragtiritlmistir. Calismanin  sonucunda, kontrol grubu ile TGK grubu arasinda

trombofilik gen mutasyon tasiyiciligi agisindan fark bulunamamistir (58). Ancak 31
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caligmanin degerlendirildigi bir meta-analizde, fetal kayip ile herediter trombofili
tasiyiciligr arasinda degisken bir iliski bulundugu bildirilmektedir (59). Trombofilik
mutasyonlarin gebelik {izerinde olumsuz etkilerini gosteren ¢aligmalarin ¢ogunlugunun,
retrospektif veriye dayali olmasi ve hangi hemostatik testlerin uygulanmasi gerektigi
hakkinda heniiz yeterli fikir birligi olmamasi; trombofiliye yonelik testlerin, TGK
nedenlerinin birincil incelemesinde kullanilmasini tartigmali hale getirmektedir (60).
Preeklampsi, rahim igi gelisme geriligi (IUGR), ablasyo, fetal 6lim gibi
komplikasyonlar1 yasayan kadinlar arasinda trombofilik gen mutasyonlarindan birinin
bulunma ihtimali % 52 bulunurken, normal bireylerden olusan kontrol grubunda ayni
oran % 17 bulunmustur. Bu tip ge¢ komplikasyonlarin tiim gebeliklerde goriilme
olasiliginin % 5 olmas1 ve normal gruptaki gebeliklerde sorun olusmamasi trombofilik
mutasyonlar ile TGK baglantisin1 iceren iyi planlanmis yeni caligmalara ihtiyag

oldugunu gostermektedir (61).

2.1.5. Enfeksiyona Bagh Nedenler

Enfeksiyonlarm, tekrarlayan gebelik kayiplarindaki roli tam olarak
bilinmemektedir. Ancak, enfeksiyona bagli olarak tekrarlayan gebelik kaybi riskinin
arttigin1 gosteren arastirmalara da rastlanmaktadir. Ralph SG ve arkadaslar1 (1999)

tarafindan yapilan bir ¢alismada, bakteriyel vajinozisin IVF tedavisi alan kadinlarda

erken gebelik kaybi riskinin arttigi gosterilmistir (62). Tekrarlayan gebelik kayiplarina

neden oldugu disiiniilen enfeksiyonlar arasinda; Ozellikle servisit, kronik veya
tekrarlayan bakteriyel vajina enfeksiyonlart ve pelvik enfeksiyonlar 6nemli yer
tutmaktadir. Tekrarlayan gebelik kayiplarina neden olan enfeksiyon etkenleri arasinda
ise mycoplazmalar, toxoplazma, rubella, sitomegalovirtis, herpes virlis ve listeria
bulunmaktadir (63).

2.1.6. Cevresel Nedenler:
Sigara, alkol ve asir1 kahve tiiketimi, gebelik kaybina hazirlayic1 cevresel
faktorler olarak bilinmektedir. Sigara tiiketiminin doza bagiml olarak gebelik kayip

riskini gunde 10 sigara icenlerde dahi arttirdig1 belirtilmektedir. Etki mekanizmasi net
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olarak bilinmemekle birlikte, nikotin, karbondioksit ve siyanid gibi sigara
komponentlerinin, vazokonstriktif ve antimetabolik etkileriyle plasental yetersizlige yol
actig1 diistintilmektedir (64).

Ginde 2 kadehin Gzerinde alkol tiiketimi, spontan gebelik kayip riskini ikiye
katlamaktadir (65). Ancak yine de, net olarak belirlenmis bir sinir deger yoktur. Asiri
kafein kullanimi ise (300 mg/giin’den fazla veya 3 bardak kahve ), spontan gebelik
kaybini yaklasik olarak 2 kat diizeyinde arttirmaktadir (66).

Anestezik gazlar, perklor etilen (kuru temizleme solventi) ve diger organik
¢oziiciiler ve agir metallere (civa, kursun) maruz kalmak da, gebelik kaybina neden olan

cevresel faktorler arasinda sayilabilmektedir (67,68).

2.1.7. Genetik Nedenler:

Tekrarlayan gebelik kaybi nedenleri arasinda yer alan, genetik nedenler dzellikle
son yillarda pek ¢ok aragtirmaya konu olmaktadir. Bu yogun ilgiye ragmen, halen TGK
etiyogenezinde yer alan genetik nedenler tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Genetik
nedenler arasinda ilk siray1 kromozomal diizensizlikler almaktadir.

Kromozom anomalileri, spontan abortus Orneklerinin % 50-70’inde
gortlmektedir (9). En yaygin anomaliler otozomal trizomiler (% 60), monozomi X (%
20) ve poliploidi (% 40) olarak bildirilmektedir. Otozomal trizomiler, gametogenez
sirasinda meydana gelen mayotik ayrilmama olarak tanimlanan, de novo degisimler
sonucu ortaya ¢ikar. Bu olgularin biiyiik cogunlugunda, ebeveynlerin karyotipi normal
olarak gozlenir. Abortus 6rneklerinde saptanan trizomilerin ise, %20-30’unu trizomi 16
olusturmaktadir (69).

Kromozomal anomalilerin neden oldugu gebelik kayiplari; erken gebelik
haftalarinda en yiiksek dizeyde goOzlenirken, gebelik haftasi ilerledikge bu oran
diismektedir. Anembriyonik gebelik kayiplarindaki kromozomal anomali gériilme orani
% 90 iken, 8-11 haftadaki gebelik kayiplarinda bu oran % 50 ve 16 - 19 hafta gebelik
kayiplarinda ise % 30 ‘dur (70). Kromozomal anomaliler, 6lii dogumlarin veya 20
haftayr gecmis gebelik kayiplarinin en az % 6-12’sinde godzlenir (69,71). Malforme
embriyolarin 2/3’ti ve malforme fetuslarin 1/3°i kromozomal anomaliler tagimaktadir

(72). Karyotip olarak anormal abortus 6rneklerinin orani, ayni zamanda maternal yasla
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dogru orantili olarak yiikselmektedir (73). Tekrarlayan gebelik kaybi olan anne
adaylarinda, diisiiklerin kromozomal anomali tagima oran1 daha diisiiktiir ve diisiiklerin
1/3 kadarinda rastlandig1 bildirilmektedir. Ilk gebelik kaybinda kromozomal anomali
saptanan olgularin daha sonraki gebelik kayiplarinda anoploidi gorilme orani, artmis
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (74). Tekrarlayan gebelik kayiplarina neden olan
kromozomal anomalilerin gorilme oranini ise;

o gebelik haftasi,

e maternal yas,

e malformasyonlarin varligi ve

e gebelik haftasina gore kiigiik fetus olusumu
gibi faktorler belirler. Erken gebelik haftalarinda meydana gelen gebelik kayiplarinda
daha az rastlanan anoploidiler goriilmesine ragmen, ileri gebelik haftalarinda meydana
gelen fetal 6limlerde rastlanan kromozomal anomaliler yasayan dogumlarda sikca
gorilen trizomi 21, 18 ve 13 gibi yasamla bagdasabilen anomalilerdir (69).

Tekrarlayan gebelik kayiplarinin, % 3-5’inde dengeli kromozomal yeniden
dizenlenmeler de gorulmektedir. Bu tip anomalilerin goériilme orani, anne adayinda
baba adayma gore 2 kat fazladir. Dengeli kromozomal anomali tasiyan ve tekrarlayan
gebelik kaybi olan ciftlerde, kromozomal anomalilerin % 50’si dengeli resiprokal
tranlokasyonlar, % 24’0 Robertsonian translokasyonlar ve % 12’si ise anne adaylarinda
bulunan cinsiyet kromozom mozaizmleri olarak saptanmaktadir. Geriye kalan kismi ise
inversiyonlar ve diger sporadik anomalilerdir (75). Bu olgularda, anne ve baba adaylari
fenotipik olarak normaldir ancak mayoz sirasinda kromozomlar ayrilirken atipik olan
kromozom segmentinin yavruya ge¢mesi durumunda gebelik kayiplar1 meydana
gelmektedir (9).

Sperm anoploidisi de gelisen embriyoda anomali goériilme oranini arttiran
nedenlerden biridir. Carrell ve arkadaslar1 (2003) tarafindan yapilan bir ¢aligmaya gore;
spermlerde 13, 18, 21, X ve Y kromozom anomalilerinin goériilme oraninin arttigi ve
gebelik kayiplarina neden oldugu gosterilmistir (76).

Tekrarlayan gebelik kayiplarinin dikkate deger bir boliimii ise normal karyotipli
olgular1 igermektedir. Bu olgularda ise molekiiler diizeydeki genetik degisimler
sorumlu tutulmaktadir. Tekrarlayan gebelik kaybi olgular lizerinde array tabanli CGH

(comperative genomik hybridisation) ile yapilan c¢aligmalarda normal Kkaryotip

13



sonuglara ragmen, kromozomal delesyon ve duplikasyonlara rastlanmaktadir. Ornegin
subtelomerik delesyonlara, nedeni aciklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi olgularinin
%?7’sinde rastlanmaktadir (77).

Hemoglobinopatiler, alfa talasemi, metabolik bozukluklar ve trombofililer gibi
birgok tek gen bozuklugu da gebelik kayiplarina ve 6lii dogumlara neden olmaktadir.
Bu bozukluklardan bazilar1 gebeligin 2. veya 3. periyotunda fetal Oliimlere yol
a¢cmaktadir (69,78).

Giliniimilizde nedeni agiklanamayan tekrarlayan gebelik kayb1 olgularinda etkisi
olabilecegi disiiniilen, genetik komponentlerden apoptotik mekanizmalarin
aydinlatilmasina yonelik ¢alismalara nadir rastlanmaktadir. Bu arastirmada; apoptotik
sinyal yolaklarinda meydana gelebilecek genetik bozukluklarin, tekrarlayan gebelik

kayiplarina neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

2.2. APOPTOZ

Fizyolojik ya da programlanmis hiicre oliimii olarak tanimlanan apoptoz,
biyoloji alaninda oldugu kadar temel ve klinik tip bilimlerinde de ilgi ¢eken bir
konudur. Apoptoz, patolojik hiicre 6limu olan nekrozdan farkl: bir hiicresel progesdir.
Nekrozda; ATP miktar1 azalmakta, hiicre homeostaz1 hizla bozulmakta ve inflamasyon
yanitt gelismektdir. Apoptoz ise, inflamasyon yaniti olmaksizin hiicrelerin kendi
kendilerini yok ettikleri, genlerle diizenlenen, programli, RNA, protein sentezi ve
enerjiye gereksinim duyan ve organizmada homeostazi koruyan bir olaydir
(79,80,81,82). ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan “fizyolojik hiicre
olimi” olarak tanimlandiktan sonra, yine ilk olarak Wyllie ve Kerr tarafindan
glukokortikoidlere maruz kalan timiis hiicreleri lizerinde yapilan deneysel bir ¢alisma
ile gosterilmistir (83). Apoptozun molekiiler mekanizmasini aydinlatmaya yonelik
bircok c¢alisma yapilmaktadir. Temel mekanizma, hiicre i¢i ve dis1 sinyallerle,
patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi cesitli olaylarla genetik olarak kodlanan
apoptotik mekanizmalarin aktive olmast sonucu hiicrelerin kendini yok etmesidir (84).

Ayrica apoptoz mekanizmasi, uyarana ve hiicre tipine gore farkliliklar gostermektedir.
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Apoptozu etkileyen hicre igi uyaranlar genel olarak: biytme faktorleri, onkogenler ve
tumor stipresor gen Urlinleri olmak Uizere G¢ ana grupta toplanabilir (79).
Apoptozu etkileyen uyaranlardan bazilar1 asagidaki siralanmaktadir:

e Blyume faktorlerinin geri ¢ekilmesi

o Sitokinler

e Hucre i¢i kalsiyum miktarindaki artis

e Tumor Necrosis Factor (TNF)

e Transforming Growth Factor-B (TGF-B)

e Fas Ligand (Fas/FasL) sisteminin aktive olmasi

e DNA hasar1 nedeniyle bir timO0r supresor gen olan p53'in aktive olmasi

o Viral-bakteriyal enfeksiyonlar

e Glukokortikoidler

Bu apoptotik uyaricilardan 6zellikle protoonkogenlerin birgogunun apoptozun
reglilasyonunda yer aldigi bilinmektedir (85). Ayrica hipertermi, radyasyon, sitotoksik
antikanser 1ilaclar1 ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler de apoptozu
tetiklemektedir (86).

TNF ligand ve reseptor ailesinin Uyeleri apoptotik surecte kritik bir bigcimde yer
alirlar (87,88). Bu ailedeki ligandlar sayesinde; TNF, limpotoksin alfa (LTa), Fas
ligand, (FasL), Apo3L ve TNF ile ilgili apoptozis indikleyici ligand (TRAIL)
apoptozisin major duzenleyicileridir. Apoptozun major dizenleyici islevini iistlenmis
olan reseptorler ve ligandlar sekil 2.2°de gosterilmektedir (89,90,91).

Diger TNF-ilgili ligand ve onlarin reseptorleri de belirli durumlarda apoptik
hiicre olimiinii baglatabilmektedir. Bunlar ligand ve reseptorler, LTalLTP2 reseptor
kompleksini igerirler. Bu kompleks LT reseptorii (LTBR), CD40 reseptorii ve CD30
reseptOriiniin bir araya gelmesini saglayarak apopotozu baslatir (92,93,94,95).

Apoptoz sureci; DNA hasarina karsi apoptotik genlerin yaniti, hiicre membrani
tarafindan 6liim sinyallerinin alinmasi (Fas ligand1), hiicreye dogrudan proteolitik enzim
girisi (granzim) olmak tizere ti¢ farkli sekilde isleyebilir (81) (sekil 2.1). Bu sirecte belli
bagl li¢ anahtar bilesen vardir. Bunlar:

e Bcl-2 ailesi proteinleri,

e Kaspazlar ve

e Apaf-1 proteini (Apoptotic protease activating factor-1)dir.
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Bu bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu, apoptozda gozlenen mitokondiriyal
hasar, ¢ekirdek zar1 pargalanmasi, DNA fragmentasyonu, kromatin kondensasyonu ve

apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik degisikliklere neden olmaktadir (96).

Yasamsal faktérlerin geri ¢ekilmesi
interldkin-3, biyime faktorleri vb. Radyasyon, sitotoksikler

Oliim reseptorleri *

(Fas, TNF vb.) Hiicre zari

e Sitokrom C
BH3 ===3p
Kaspaz-3

B‘:"Z—I Mitokondri

D" I - - v \
uzenleyici Apaf-1/kaspaz-9
Genler

R

Uygulayici I :I:

Mekanizmalar
Uygulayici kaspazlar DNA hasari
Hiicre buziismesi
Hiicre iskeleti degisiklikleri
Hiicre ylizeyi degisiklikleri
Endoniikleaz aktivitesi
DNA parg¢alanmasi

Kaspaz-8

Sekil.2.1. Apoptozun genel mekanizmasi. Radyasyon, sitotoksikler gibi birtakim dis faktorler nedeni ile
meydana gelen DNA hasart hiicre iginde p53 iin ekspresyon diizeyinin artmasina neden olmaktadir. p53
ya hiicre dongiistinii G1 fazinda durdurarak hiicreye DNA onarimi i¢in gerekli zaman kazandirir ya da
hiicreyi apoptoza yonlendirir. Bir diger taraftan Fas, TNF gibi apoptoz diizenleyicileri devreye girerek
ligand reseptor baglanmasini1 gerceklestirir ve aktivasyon i¢in kaspazlari uyarir. Mitokondriyal yolak ise
mitokondrinin dig membraninda bulunan Bcl-2 gen ailesi proteinlerin aktivasyonu ile baglar. Bcl-2 ailesi
proteinler yapilarinda bulunan BH3 bolgeleri ile diger proapoptotik Bel-2 ailesi proteinler ile iligki
igerisine girerek apoptozisi gergeklestirir(96 nolu kaynaktan modifiye edilerek kullanilmistir).

2.2.1. Apoptozun Gen Duzeyinde Duzenlenmesi
Apoptozun genetik kontrol mekanizmasi, ilk kez Caenorhabditis elegans isimli
nematodun gelisim asamalarinda belirlenmistir. C elegans 'in gelisim siirecinde 1090

somatik hiicre olusmaktadir, buna karsilik bu hiicrelerden 131’1 élmektedir (97). Bu
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programli hiicre 6limiinii gergeklestiren genler, arastiricilar tarafindan ced-3 ve ced-4
olarak tanimlanmistir. Bu genlerden biri ya da her ikisi de mutasyona ugradigi zaman

bu 6lmesi beklenen 131 hiicre yasamaya devam etmektedir (98,99,100).

TNF FasL APO3L TRAIL

TNFR CDS5 DcR3 DR3 TRAIL TRAIL TRAIL TRAIL OPG
R1 R2 R3 R4

Sekil.2.2. Apoptozun major diizenleyicilerinden bazilarinin membran yiizeyindeki ligand-reseptor
iligkileri seklinde gosterimi. Tumor Necrosis Factor Receptor (TNFR) TNF ligandina baglanarak, CD95
reseptoriic Fas L (CD95L) ligandina ya da Decoy Receptor 3 (DcR3)’e baglanarak, APO3L Death
Receptor 3 (DR3) ya da Decoy Receptor 3 (DcR3)’e baglanarak, TRAILR1, TRAILR2 reseptorleri
Tumor Necrosis Factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL)’e baglanarak apoptozisi indiikler(97
nolu kaynaktan modifiye edilerek kullanilmigtir).

Ced-3 geni, bir sistein proteazi kodlamaktdir ve memelilerdeki sistein
proteazlardan Interleukin-1b-Converting Enzyme (ICE)’ye yap1 olarak benzemektedir.
Ced-4 ise, kalsiyuma bagli bir proteini kodlamakta ve memelilerde Apaf-1 ile homoloji
gostermektedir. Ced-9'un insandaki homologu olan Bcl-2 protoonkogen gen ailesi ise
apoptozu durdurmaktadir (101,102).

Apoptozun duzenlenmesi, nematodlardan insana kadar ¢ogu ayni gen kontrol
streci ile oldukga siki bir bi¢imde korunmustur. Apoptoz, gen ekspresyonu ile
diizenlenebilmesine ragmen, siire¢ genotoksik hasar (kemoterapi, radyasyon vb) veya
sitokinlerin olmamas1 gibi (eritropoietin vb) farkli uyaranlarla da aktive olabilir. DNA
tek veya cift iplik kiriklart ve niikleotit azligi, DNA’ya bagl transkripsiyon faktorl
olarak p53 ile baslayan bir dizi olay1 aktive etmekte ve hiicre apoptotik yola girmektedir
(81).
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2.2.2. Apoptozda p53’iin Islevi

Hiicre dongiisii birbirini diizenli olarak takip eden ¢esitli evrelerden (G1, S, G2,
M, GO) olugmaktadir. Her evre, dongiiyii pozitif veya negatif olarak etkileyen c¢esitli
faktorler tarafindan diizenlenmektedir. Negatif diizenleyici faktorlerin basinda p53 geni
(TP53) dolayisiyla bu genin kodlamakta oldugu p53 proteini gelmektedir. p53 geni 17.
kromozomun kisa kolu iizerinde p13 bolgesinde yerlesmis bir tiimor baskilayict gendir.
20kb uzunlugunda olan bu gen, 11 ekzondan olusmaktadir (sekil.2.3) (103.104).

Insanda apoptozun diizenlenmesi, p53 ile baslayan ve kaspazlara kadar devam
eden bir siirectir. Genotoksik olaylarla olusan hiicre hasari, bir transkripsiyon
duzenleyici gen olan p53'l aktive etmektedir. p5S3 protein iriinii, DNA’ya dogrudan
baglanarak hasar1 tanidiktan sonra, ya G1’de hiicre dongiisliniin durmasini1 uyararak
DNA hasar onarimi igin zaman kazandirmakta ya da hasar onarilamiyorsa apoptoza
yonlendirmektedir (105). Ayrica p53’iin Bax/Bax, Bax/Bcl-2, Bcl2/Bcl2 gen Griinlerinin
ekspresyonlarint diizenledigi disiiniilmektedir. p53 aymi zamanda, Bcl2/Bax ailesi
tiyelerini yardimc1 olarak ya da bu aile iyelerini aktive ederek apoptozu

gerceklestirmelerini saglamaktadir (106) (sekil.2.4).

TP53
17p13 1 2 3 4 5 6 7 8 910 1
13 5’ — — 3°
12
i TAD DBD oD

1
12

31
213

22
23
24

25

17

Sekil 2.3. p53 Geni Yapisal Haritas1 ve TP53 Yapisinda Bulunan Islevsel Bolgeler. TAD: Trans
activation domain, DBD: DNA Binding Domain, OD:Oligomerization domain
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2.2.3. Bcl2/Bax

Bcl2/Bax lyesi genler, apoptozun genetik diizeyde dizenlenmesinden sorumlu
bir diger gen ailesidir (81,108). Bu ailenin 20 iiyesi tanimlanmistir (96). Bunlardan
bazilar1 Bcl2, Bcl-xL, Bcl-w,Boo, Mcl-1 gibi apoptoz inhibitériddir (antiapoptotik),
bazilar1 ise apoptozu uyarir ve proapoptotik genler olarak tanimlanir. Bcl2/Bax ailesi
uyesi proapoptotik genler; Bax (Bax, Bak ve Bok) ve BH3 (Bik, Blk, Hrk, BNIP3, Bad,
Bid gibi) olmak Uzere iki alt aileye sahiptir (86).

p53'iin apoptozdaki yardima iglevi p53°iin apoptozdaki aktivator iglevi
A BelxL B BelxL C BelxL D BelxL
Bcl2 Bel2 Bel2 Bel2
Mecll Mecll Mecll Mecll
Bax Bid Bax
Bak Bim Bak
=
—> —>
pS3 > pS3 —> . &
£ g 2\ £
Bﬂle Bax Bl:h:L Bax Bﬂle Bax Bﬂle Bax
Bel2 Bak Bel2 Bak Bel2 Bak Bel2 Bak
Mecll Mecll Mecll  Mecll
T R
p33 p33 Bim l = l

APOPTOZ APOPTOZ APOPTOZ APOPTOZ

Sekil.2.4. p53’iin apoptozdaki fonksiyon modelleri. Sol tarafta p53 iin apoptozu gergeklestirmeye
yardimet rolil anlatilmaktadir. Bu modellerde p53’iin, BcIxL, Bcl2 ve Mcll gibi anti-apoptik proteinlerle
pro-apoptik proteinler arasindaki iletisimi engelleyerek apoptozu gerceklestirmeye yardimer oldugu
diigiiniilmektedir. p53, pro-apoptik (Bak, Bax) proteinlerle anti-apoptotik proteinler (BcIxL, Bcl2, Mcl1)
arasindaki iligkiyi bozarak Bak ve Bax’1 apoptozu gergeklestirmeleri igin serbest birakmaktadir (A), ya da
serbest aktivator proteinler olan Bid ve Bim’in Bak ve Bax’a baglanmasini saglamaktadir (B). Sag
taraftaki modellerde ise p53 bir aktivator protein olarak gérev yapmaktadir. Anti-apoptotik proteinlere
bagli ve inaktif durumda olan pro-apoptotik proteinleri aktive ederek apoptozu tetikler (C). p53, apoptoza
yardimci bir bagka protein olan PUMA ile yer degistirerek Bak ve Bax’1 apoptozu gergeklestirmek iizere
aktive eder (107 nolu kaynaktan modifiye edilmistir).
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Bcl2/Bax gen ailesinin Grlnleri; mitokondri ve g¢ekirdek zarlarmin yani sira,
endoplazmik retikulum zarinin iizerinde de yer alirlar ve homodimer ya da
heterodimerler seklinde kompleks olusturarak calisirlar (81,109). Ornegin; Bcl2’ nin
Bax ile olan etkilesiminde Bcl2’ nin oraninin daha yiiksek olmasi hiicrenin yasamini
siirdiirmesini saglarken, Bax' in daha fazla olmasi durumunda, hiicre apoptoza
girmektedir (110).

Son yillardaki, hiicrenin yasami ya da 6lumi konusundaki arastirmalar dikkatleri
mitokondri tizerinde toplamistir (111). Mitokondriler ¢ift zarli organellerdir. Bel-2, 24-
26 kDa'luk protein kodlayan bir proto-onkogendir ve iirettigi protein, mitokondrinin
sitoplazmaya doniik dis zar1 lizerinde ve endoplazmik retikulumun bir bélimua olan
¢ekirdek zarinda yerlesmistir (112). Bu proteinler, iyon aligverigini diizenler ve zarin
pargalanmasina kars1 koruyucu etki yaparlar. Ozellikle antiapoptotik genler icinde yer
alan BclxL'in mitokondiriyal hasar1 engelleyerek mitokondiriyi korudugu ve bu islevi
ile apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir(111). Bcl2 ailesinin bir diger ilging 6zelligi de,
reaktif oksijen duzeylerinin apoptoz lzerindeki etkilerini pro-oksidan gibi davranarak
kontrol etmesidir (112).

Bax proteinleri sitoplazmada da bulunur. Apoptotik sinyalin alinmasindan sonra
Bax proteinleri, mitokondri zarinin "permeabilite gegis poru" na dogru yonlenirler ve
buraya baglanirlar. Bu baglanma, secici iyon gecirgenligini (permeabilitesini)
azaltabilir. Zardaki bu degisiklikler nedeniyle, sitokrom ¢ ve Apoptosis Inducing Factor
(AIF) gibi mitokondiri zar1 iginde yer alan faktorler sitoplazmaya gecerler. AlF,
dogrudan kromatin kondensasyonunun ve niklear fragmentasyonun meydana geldigi
cekirdege dogru yonelirken, sitoplazmadaki sitokrom ¢ apoptozun en son basamaginda
gorev alir. Sitokrom c, bir sitoplazma proteini olan Apaf-1' in aktivatoridir(81).
Sitokrom c‘nin Apaf-1'e baglanmasi prokaspaz-9'u aktive eder ve olusan bu kompleks
"apoptozom” olarak isimlendirilir (113). Prokaspaz-9'un aktivasyonu, bir seri kaspaz
aktivasyonunu baglatir(81). Apaf-1 aym1 zamanda ATP‘ye de baglanir. Bu olay

apoptozun neden enerjiye gereksinim duydugunu agiklamaktadir (109).
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2.2.4. Kaspazlar

Proteolitik etkili kaspazlar, 6lim reseptorleri ve bunlarla baglantili ¢alisan
adaptér molekiller ile birlikte apoptozda gorev alan U¢ temel molekil
grubudur(109,110).

Olum reseptorleri (death receptors); Tumour Necrosis Factor (TNF) reseptor
gen ailesi Uyesidir. Bu reseptor polipeptidlerin sitoplazmik bolimleri, 6lim domaini
(Death Domain) adi verilen bir aminoasit dizisini igerir ve adaptOr proteinlere
baglanirlar (110). Bilinen alt1 tane 6liim reseptorii vardir. Bunlar; CD95 (APO-1/Fas),
TRAIL (TNF Related Apoptosis-Inducing Ligand)-R1, TRAILR2, TNF-R1, DR3 ve
DR6 olarak isimlendirilir (114).

Adaptor proteinler, reseptor uyarimi ile olusan hiicre igi sinyal sonucunda
kaspazlara baglanip onlar1 aktive etmektedir. Bu reseptorlerin en ¢ok bilinenleri TNF
reseptori-1 (TNFR1) ve Fas (CD95) karacigerde yiiksek diizeyde eksprese
edilmektedir. Fas'in etkisiyle kaspaz kaskadi aktive olur ve kaspazla aktive olan DNaz
(caspas activated DNase; CAD) araciligi ile DNA yikimina neden olmaktadir (110).
Memeli hiicrelerinde sistein proteaz ailesinden olan kaspazlarin aktif merkezinde sistein
yer alir ve sitoplazmada inaktif prokiirsorler olarak bulunur. Kaspazlar, diger ad1 ile ICE
proteazlardir ve bir proteaz aktivasyon kaskadini baglatarak sitoplazmik proteinlerin
yikiminda rol almaktadir. Bu sirada niikleazlar da aktive olarak DNA fragmentasyonu
ve RNA degradasyonu gergeklestirmektedir (115). Sitokrom c¢’nin sitoplazma igine
salinmasi ile apoptozun son basamaklarindan sorumlu enzim sistemi olan kaspazlar
aktive olmaktadir. Simdiye kadar sitozolde bulunan 14 kaspaz tanimlanmistir (116,117).
Inflamasyonu uyaran ve ilk kez bir proteaz olarak tanimlanan ICE, prokaspaz-1 olarak
isimlendirilmistir. Kaspazlar bir seri olaylar dizisinde diger prokaspazlar1 aktive
etmektedir. Kaspazlar; sitokin iiretimine katkida bulunanlar (kaspaz 1,4,5,13),
proteolizisin "baslaticilar" (kaspaz 2,8,10) ve "uygulayicilar" (kaspaz 3,6,7) olarak
simiflandirilirlar (86,110).

Oliim sinyali veren baslatic1 kaspazlar, adaptdre baglanirlar ve hiicreyi apoptoza
yonlendirirler. Ancak baglatict  kaspazlar apoptozu  gergeklestirmez  sadece
gerceklestirecek olan kaspazlari aktiflestirirler. Apoptozu gerceklestiren uygulayici
(effektor) kaspazlardir. Uygulayici kaspazlar, baslatici kaspazlarin akisini aktive ederler

(110). Apoptotik programin merkezi bileseni kaspazlardir(84). Kaspaz aktivasyonu
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hlicreye 6zgudir ve kaspaz inhibitérlerinin (IAP) effektor kaspazlari inhibe ederek
apoptozu engelledigi gosterilmistir (110). Ayrica Inhibitors of Apoptosis(1AP) ailesinin
kaspazlardan ayr1 olarak, transkripsiyon faktorlerinin modilasyonu ve hiicre siklusunun
kontroliinde de yer alarak apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir. Bu inhibitorler malign
hlcrelerde yuksek diizeyde eksprese edilmektedir (81).

Kaspazlar, proteinleri yalnizca aspartik asit bulunan bdlgelerden keser, bu
nedenle c-asp-ases adin1 almislardir. Boylece kaspazlarin kisitli proteolizisi nedeniyle,

hiicrede lizis sekillenmez ve apoptotik cisimcikler olusur (81,113).

2.3. Tumor Necrosis Factor (TNF)-ile ilgili Apoptozisi Baslatic1 Ligand
(TRAIL)/(Apo2L)

TRAIL (Apo2L)’ in, TNF (Tumor Nekroz Faktor) protein ailesinin bir Gyesi
oldugu ve apoptozu kanser veya transforme hiicrelerde indiikledigi fakat normal
hicrelere etki etmedigi gosterilmistir. TRAIL, apoptozu reseptorlerine baglanarak
tetikler. TRAIL’in apoptozu tetikledigi reseptorleri ise DR-4 (Death Receptor-4) ve
KILLER/DR-5"dir (118).

2.3.1. TRAIL Geninin Yapis1 ve Ozellikleri

TRAIL geni 3. kromozomun 26 bdlgesinde lokalize olup, 5 ekzon ve 4
introndan olusan 20kb uzunlugunda bir gendir. Ekzonlar sirasiyla 222, 138, 42, 106 ve
1245 baz ciftinden olugmakta iken, intronlar sirasiyla; 8.2, 3.2, 2.3, 2.3 kb
uzunlugundadir. TRAIL insanda; dalak, akciger, prostat gibi bir¢ok degisik dokuda
eksprese edilmektedir. TRAIL bir tip 1l membran proteinidir. Insanda 281, sicanda 291
aminoasitten meydana gelir ve bu aminoasitlerin % 65 i ortaktir. C-terminal ucu
olduk¢a iyi korunmus sekanslara sahipken, N-terminal ucu iyi korunmamamis

sekanslara sahiptir. Buna ek olarak, TRAIL in sitoplazmik bdlgede insan ve fare
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dizileri arasinda higbir korunum yoktur, bu durum N-terminal ucunun sitoplazmik
kisminin hiicresel sinyallerin tasinmasinda yer almadigin1 gosterir (119,120).

TRAIL geni, TNF ligand ailesinden Fas-ligand ile % 28, TNF-a ile % 23, LT-a
ile % 23 ve LT-B ile % 22 6zdeslik gosterir (121,122).

TRAIL, TNF ailesindeki sistein kalintisi, Cys230, olan tek proteindir ve bu
durum TRAIL’ in 3 molekilii arasindaki etkilesime olanak saglar. Trimerik liganda
sisteinler tarafindan baglanan ¢inko iyonu trimerizasyon ve optimum biyolojik aktivite

icin zorunludur (sekil 2.5).

I DR5

B RAL

TRAIL

Sekil 2.5.TRAIL’in trimerize formunun kristal yapisi. A) TRAIL in trimerize formunun kendi
reseptorii olan DR5 ile etkilesimdeki halinin kristal yapist. B) Cinko atomunu TRAIL in trimer yapisinin
stabilitesi i¢in gereklidir.(120 nolu makaleden modifiye edilerek kullanilmustir).

TRIAL geni, 1. ekzonu 17 aminoasitten olusan kisa sitoplazmik bir domaini ve
21-hidrofobik aminoasitten meydana gelen bir transmembran bir alanla karakterize bir
gendir. Ekzon 5 ise 142 aminoasitlik C-terminal domaini kodlar. Insan TRAIL geninin
5’ upstream bolgesi, ilk kez Wang, Ji, Wang ve Evers (2000) ve Gong ve Almasan
(2000) tarafindan izole edilmis ve klonlanmistir. Genin promotor bolgesine ise birgok
transkripsiyon faktoriiniin baglanabildigi gosterilmektedir. Bunlardan bazilar1 AP1
(activator protein 1), AP3 (activator protein 3), AP3 (activator protein 3), ISRE
(Interferon-stimulated response element)’dir (Sekil 2.6) (121,122).

TRAIL yeni izole edilmis insan T hiicrelerinde, B htcrelerinde, dendritik
hicrelerde (DH) ve Natural Killer (NK) hiicrelerde eksprese edilmez. Sadece sigan NK
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hiicrelerinin bir kisminda hiicre yiizeyinde eksprese edilir. Ekstraselltiler bolgesi bir
exogenusa bagli TRAIL fiizyon proteini (LZ TRAIL) trimerizasyonu yoneten l6sin
fermuar (leucine zipper)’m1 modifiye ederek yiiksek biyolojik aktivite gosterir.
TRAIL’in saflastirilmasi islemlerinde dithiothreitoliin ilavesi TRAIL’ in hiper
oligomerizasyonunu arttirarak apoptozun indiiklenmesi icgin ylksek potansiyel gosterir
(123).

- —- —ﬂ_éé—-—-—-—_—-—-—ﬁ)—

HNF3 GKLF AP-1 cEBP NFAT GKLF NFAT AP-1 GATA SP1

Sekil 2.6. TRAIL promotorunun 5’upstream bolgesinin sematize gosterimi.(120 nolu mkaleden modifiye

edilerek kullanilmustir).

TRAIL’in apoptotik etkisi trimerizasyon sonrasi bes reseptdriinden ikisi olan
TRAIL-R1 (DR-4) ve TRAIL-R2 (DR-5) baglanmasi ile gergeklesmektedir. Diger ii¢
reseptOriin fonksiyonlart apoptosizin inhibisyonu ve kemik emiliminin regiilasyonudur

(124,125).

2.3.2. TRAIL Geni Reseptorleri

TRAIL iki tip reseptorle etkilesime girer. Bunlar apoptozu tetikleyen ‘Gliim
reseptorleri’ (Death Receptors) ve apoptozu engelleyen ‘tuzak’ (decoy) reseptorlerdir.
Bu giine kadar 5 tane insan TRAIL reseptorii tanimlanmistir. Bunlardan DR-4 (TRAIL-
R1), DR-5 (TRAIL-R2) 6lim reseptorii olarak nitelendirilirken; TRID (DcR1), TRAIL-
R3, TRAIL-R4 (DcR2) ise tuzak (decoy) reseptorler olarak nitelendirilir.(sekil 2.7).
llaveten ¢oziilebilir bir reseptdr olan osteoprotegrin de TRAIL reseptorleri arasinda
sayllmaktadir(126,127,128,129)

Farede insandaki DR-5 ile homoloji gosteren tek bir 6ltm reseptort bulunurken
(mDR5), iki tane tuzak reseptorii mevcuttur. Bunlar, mDcR1 ve mDcR2 olarak
isimlendirilirler (126,129).
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TRAIL/TRAIL
Reseptér Sistemi

TRIMERIZE
TRAIL
TRAIL-R3
TRAIL-R2 TRAIL-R4
TRAIL-R1

Sekil 2.7. TRAIL ve reseptorleri. TRAIL in iki apoptozu tetikleyen ve 3 tane apoptozu engelleyen
reseptorii membran yilizeyinde gosterilmistir(130).

2.3.3. TRAIL-R1 (DEATH RECEPTOR - 4)

TRAIL-R1, 8. kromozomun p21-22 bolgesinde lokalize olan bir gendir. Ekstraselluler
sisteince zengin ligand baglayici pseudorpeatsten, tek bir transmembran heliksten ve
TRAIL’1 baglayarak apoptozu baslatan sitoplazmik bir 6liim alanindan olusur (sekil.2.7)
(131).

TRAIL-R1’in SNP (Single Nucleotid Polymorphism) veri tabanina gore 7 farkl
polimorfizmi bildirilmistir. Bunlar; Thr209Arg, Glu228Ala, Thr33Ile, Prol05Arg,
His141Arg, Asn297His, Arg441Lys polimorfizmleridir (7). TRAIL-R1, TRAIL igin ilk
tanimlanmis reseptor olup, EST veritabaninda oliim alani motiflerinin homolojisi
aragtirilirken ilk defa bulunmustur (132). DR-4 bir tip | transmembran proteinidir, bir
intrasellller 6lim alani igerir ve bu alan antiapoptik sinyalleri igeren diger reseptorlerin
ve tuzak reseptorlerin baglanma bdlgesinin lizerine apoptik mekanizmay1 engaje eder
(133).

TRAIL-R1 in sitoplazmik domaini, Fas’in ve TNFR-1 (Tumor Nekroz Faktor
Reseptor 1) ’in 6liim domaini ile homolog diziler igerir. Diger 6liim alani tasiyan

reseptorler gibi, TRAIL-R1’in ekspresyonu da apoptoz ile sonuglanir. TRAIL-R1
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merkezli apoptozda gorev alan sinyal yolaklarinda bazi uyusmazliklar mevcuttur. ilk
yapilan ¢aligmalarda, TRAIL-R1’in 6liim reseptorleri ile iliski igerisinde olan herhangi
bir sinyal molekull ile ilgili olmadigi gosterilmektedir (133). Daha yakin zamanda
yapilan c¢alismalarda, bu reseptorle adaptdr molekiiller FADD (Fas Associated Death
Domain), TRADD (Tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain
protein), FLICE (FADD Like Interleukin-1 beta-converting enzyme) ve RIP (Receptor
Interacting Protein) arasinda net fakat zayif bir iliski oldugu gosterilmektedir (134,135).
Iliskilerin zayif oldugu gercegi diisiiniilse de, TRAIL-R1 ve bu sinyal molekdller heniiz
karakterize edilememis ek bir adaptor ile merkezlendirilmis olabilir. Buna ek olarak,
TRAIL-R1 sinyal kompleksinin FADD’t TRADD’dan daha once giiclendirdigi
belirtilmektedir (135).

DcR1 ve DcR2 ise DR-4 ve DR-5’in ekstraselliiler bolgesi ile yakin homoloji
gosterir. DcR2 fonksiyonel olmayan sitoplazmik bir 6lim domainine sahipken DcR1
membranda sitozolik bolgeyi kilitleyen glikofosfolipid-bagli bir proteindir. TRAIL
decoy reseptorlerine de baglaniyor olmasina ragmen, FADD olusturmaz ve apoptoz

gerceklesmez (136).

CRD CRD CRD

& »
»
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Ekstraselliiler alan

Intraselliiler alan DD
™
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03 01 0.1 0.1 0.07 0.1 0.3 0.2 0.7 0.3
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Sekil 2.8. DR4 Gen Yapisi. DR-4 gen yapisi, protein alanlar1 ve tanimlanmis dizi varyasyonlari
gosterilmistir. Ekzonlar siyah, intronlar beyaz dikddrtgenler seklinde belirtilmistir. Protein alanlar1 yukari
kisimda TM:Transmembran alan, DD:6liim alani (death domain), CRD:sisteince zengin alan (cystein rich
domain) gosterilmistir.(137 nolu makaleden modifiye edilmistir).
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2.3.4. TRAIL / TRAIL Reseptor Sinyal Yolag:

Apoptozun gerceklesmesi igin iki ana yolak bidirilmistir. Bunlar ‘intrinsik
yolak’ (mitokondriyal yolak) ve ‘ekstrinsik yolak’ olarak isimlendirilirler. Apoptozda
her iki yolaktan da farkli uyaricilara bagl olarak yararlanilir. TRAIL her iki yolag: da
hiicre tipine bagli olarak aktive edebilir (138,139).

Ekstrinsik yolak, apoptozu hicre yiizeyinde DR-4 ve DR-5 in ligandi olan
TRAIL’ e baglanmasi ile indiikleyen yolaktir. Oliim reseptdrlerinin TRAIL’ e
baglanmas1 reseptorlerin trimerizasyonuna ve bir adaptor protein olan FADD’ in
bolgeye toplanmasina izin verir. Hemen ardindan FADD, baslatic1 kaspaz 8 veya 10
(pro-kaspaz 8 veya 10) u toplayarak, DISC (Death Inducing Signaling Complex)
grubunun olusmasina Onciiliik eder. FADD araciligi ile pro-kaspaz 8 in bdlgeye
toplanmasi, ikinci bir protein motifi olan “death effector domain” (DED) ile etkilesimi
sayesinde gergeklesir. Boylece baslatic1 kaspazlar, proteolizis ile aktive olurlar. Aktif
kaspaz 8 veya 10 daha sonra efektér kaspaz 3’ e baglanarak o6liim substratlarinin
bolinmesini gergeklestirir. Tim bunlar gerceklesirken pro-kaspaz 8’ in bolgede
toplanmasi yine DED igeren baska bir protein olan FLICE (FADD-like interleukin-1p-
converting enzyme) inhibitorl protein olan c-FLIP araciligi ile inhibe olabilir (138,140).
Hicresel c-FLIP, TRAIL aracili apoptozda 6nemli bir inhibitor protein olarak gorev
alir. Kaspaz 8 in homologu olan c-FLIP, pro-kaspaz 8 ile yarisarak FADD a baglanabilir
ve boylece TRAIL tarafindan uyarilan apoptozu engeller (sekil 2.9) c-myc ise bir timor
baskilayic1 (tumor supressor) gen olarak c-FLIP’in transkripsiyonunu baskilayarak
Bax7/ hiicrelerini TRAIL’e kars1 tekrar duyarlilastirir(141). ¢-FLIP aym zamanda NF-
KB (nucler factor kapa-light-chain-enhancer of activated B cells)’yi ve ERK
(extracellular-signal regulating kinase) sinyal yolagini aktive ederek hiicrelerin hayatta
kalmasini organize eder (142).

Intrinsik yolak (mitokondrial yolak) DNA hasarina bagli olarak apoptozu
indlkler. Mitokondrial yolak, proteolitik kaspaz 8’in Bid’i aktive ederek tBid’e
dOniistiirmesiyle baglar (135).

tBid anti-apoptik Bcl-2 proteinlerini ayirarak uzaklastirirken, pro-apoptik Bcl-2
aile Uyelerini de aktive eder. Bu yolak, mitokondride pro-apoptik Bcl-2 protein ailesi
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uyelerinden, Bak ve Bax’1 da kapsar ve antiapoptik Bcl-2 aile Uyelerinden Bcl-2 ve Bcl-
xL tarafindan negatif olarak regiile edilir (137).

Bak ve/veya Bax’ in aktivasyonu mitokondri membran potansiyelinin degisimi
ile sonuglanir ve °‘sitokrom ¢’ nin serbest birakilmasma Onciilik eder. Sitozolde
sitokrom ¢ APAF-1 (Apoptotic peptidase activating factor 1)’ e baglanarak kaspaz 9 un
aktive oldugu ‘apoptozom’ u olusturur. Boylece kaspaz 3, 6 veya 7’ nin aktivasyonu
gerceklesir (143).

Tip I hiicrelerde kaspaz 8’ in aktivasyonu, kendisinden sonraki efektor
kaspazlarin aktivasyonu igin yeterlidir. Bu hucrelerde ekstrinsik yolak mitokondriye
baghdir ve Bcl-2 tarafindan bloke edilmez. Oysaki Tip II hiicrelerde aktive olmus
kaspaz 8 veya 10’ nun miktar1 efektor kaspazlarin aktivasyonunu tetiklemek igin yeterli
degildir. Dolayisiyla apoptik programin kaspaz 8’ in aktive ettigi mitokondriyal yolak

araciligi ile gergeklesen bir amplifikasyon dongiisiine ihtiyaci vardir (144).

S EzE: . Oliim ligand
OLUM RESEPTORU SINYAL YOLAGI .

Oliim reseptorii MITOKONDRIAL YOLAK

! !! FAD oD | pIsc
DED ?::
Prokaspazs | é\

\ mitokondri

* / m m
Bld
Kaspaz 8 ——
P \A = snokouomc
tBid l
Apoptozom
Prokaspaz3
Kaspaz9

Kaspaz 3 ‘I () / '
’ l - Apoptozindiikleyici

APOPTOZ Apoptoz inhibitdrii

Sekil 2.9. Apoptoz yolaklari. Apoptoz i¢in esansiyel olan ekstrinsik (6lim-reseptorii aracili) yolak ve
intrinsik (mitokondriyal) yolak (135 nolu makaleden modifiye edilmistir).
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TRAIL, sadece efektdr kaspazlarin aktivasyonuna ve apoptozun baslatilmasina
onciiliik etmez ayni zamanda niikleer faktor KB (NF-KB), JNK (c-Jun N-terminal
kinase) veya MPAK (mitogen activated protein kinase)’lerin de aktivasyonunu igeren
apoptik olmayan yolagi da indiikler (145). NF-KB’nin aktivasyonunun DR-4 veya DR-5
in TRAIL e baglanmasi ile gerceklestigi gosterilmistir ve TRAIL in indiikledigi IKK
(IkappaB kinase) aktivasyonunu yonetir (146). Son olarak aktif NF-KB, Mcl-1’i
transaktive eder ve bdylece hiicreye hayatta kalma avantaji saglar (147).

DR4/5-DISC kompleksinin iistiine TRAF2’nin baglanmasi: JNK’nin aktivasyonu
icin zorunludur ve bu aktivasyon anti-apoptik Bim’in fosforilasyonunu, kaspazlarin

aktivasyonunu ve apoptozun baslamasini tesvik eder (148,149).

2.3.5. TRAIL ve Reseptorlerinin Fizyolojik Rolu

TRAIL efektdr lenfositler tarafindan eksprese edilen bir sitokindir. Immiin
sistemin sekillenmesinde ve regiilasyonunda rol oynar. TRAIL geni ¢ikartilmig fareler
yasamin siirdiirebilir ve bu farelerde higbir hematolojik veya iireme ile ilgili bozukluk
gozlenmez (150).

TRAIL in ekspresyon diizeyi yeni izole edilmis lenfositlerde dikkat g¢ekici
diisiikliktedir. Sadece sican NK hiicreleri saptanabilir dizeyde TRAIL eksprese eder ve
bu muhtemelen yasayan NK hiicrelerindeki TRAIL ekspresyonunun interferon (IFN)
salgilanmasi ile regiile edildigini gosterir (151).

Dendritik hticrelerin (DC) interferon ile uyarilmasi TRAIL’ in dendritik
hlcrelerde ekspresyonu ile sonuglanir; bundan dolayr TRAIL, dendritik hiicrelerin
timor hiicrelerindeki sitotoksitesini arttirir (152).

Boylece TRAIL’ in interferonlar, dendritik hiicreler ve natural killer hiicreleri de
kapsayan dogal bagisikligin diizenlenmesinde rol oynadig: diistiniilmektedir (153).

TRAIL reseptorleri ¢ikartilmis farelerde yapilan c¢alismalar gostermistir ki
TRAIL reseptorleri dogal bagisiklik yanitinda negatif diizenleyicidir (150).

TRAIL reseptorlerinin kaybi, interferon-o ve interlokin-12’nin duzeylerinde
artisa ve NF-KB aktivasyonuna neden oldugu bilinmesine ragmen bu reseptorlerin
fizyolojik roli tam olarak netlik kazanmis degildir. Tim bunlara ek olarak TRAIL

primer tiimor gelisimine ve metastaza karst immunosurveyans ile yarigir. Ayrica TRAIL
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otoimmin regiilasyona da katilmaktadir. Sistemik Lupus Eritramozis hastalarinda

TRAIL’in ¢ozllebilir formunun serum diizeyinde artis gozlenmistir (154).

2.3.6. TRAIL in Duyarhlik ve Diren¢ Mekanizmasi

TRAIL apoptozu neredeyse tum kanser hucrelerinde veya transforme hiicrelerde
indiiklerken normal hiicreler TRAIL’ e direng gosterir. TRAIL apoptozu farkli
diizeylerde ve farkli sinyal yolaklar1 araciligi ile indiiklerken normal hiicrelerin TRAIL’
e karst neden direncgli oldugunun altinda yatan mekanizma hala belirsizligini
korumaktadir. Kanserli hiicrelere oranla, normal hicrelerde decoy reseptorlerin
ekspresyon diizeyinin daha yiiksek oldugu ileri siiriilmiis olsa da decoy reseptorlerin
kanser hucreleri ile normal hiicreler arasinda TRAIL’in duyarliliginin nasil saptandigi
uzun suredir tartigilmaktadir (155).

Death reseptorlerin  hipermetilasyonu gibi epigenetik degisiklikler akciger
kanserinde tanimlanmigtir. Death reseptoriin ve kaspaz 8’in ekspresyon kaybi TRAIL in
apoptozu indiklemesine direng olarak sonu¢lanmistir. Ashkenazi ve arkadaslari death
reseptorlerinin post translasyonal modifikasyonlarinin, TRAIL in duyarliliginin modiile
edilmesinde rol oynadigini bulmuslardir (156).

Death reseptorlerin  peptidil O-glikotransferaz GALNT14 tarafindan O-
glikosilasyonu DR-4 ve DR-5 in toplanmasint TRAIL’in indiiklemesiyle hizlandirirken,
bu durum kaspaz 8 in aktivasyonuna énculik eder (157).

GALNT14’iin mRNA ekspresyonu pankreatik karsinoma, akciger karsinoma ve
melanoma hiicrelerinde TRAIL in duyarliligr ile ilintili bulunmustur (158).

Intrinsik yolak, 0zellikle tip II hiicrelerde TRAIL aracili apoptoz icin
esansiyeldir. Proapoptik Bcl-2 aile Gyelerinden Bax in aktivasyonu TRAIL aracili
apoptoz icin gereklidir, cunkii Bax eksikligi TRAIL’e kars1i dirence yol agar
(159,160,161).

Antiapoptik Bcl-2 aile tyesi olan Mcl-1 son zamanlarda proapoptik Bcl-2 aile
uyesi tBid ile etkilesime girerek TRAIL aracili apoptoza engel olmasiyla 6nemli bir rol
istlendigi bulunmustur (160). TRAIL duyarliligi c-FLIP, Mcl-1, IAPs (inhibitor of
apoptosis proteins), ve Bcl-xI gibi antiapoptik molekdllerin transaktivasyonu ve NF-KB

tarafindan regiile edilebilir (162).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Mersin Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
BAP-SBE TBG (SS) 2008-10YL kodlu proje olarak desteklenen ve Mersin Universitesi
Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan ve tekrarlayan gebelik kayb1 olgularinda
DR4 gen polimorfizmlerinin aragtirildigi bu caligmada, hasta ve kontrol gruplarinin
olusturulmas1 Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dal1 tarafindan gergeklestirildi. Molekuler biyolojik analizler ise Mersin Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Molekuler Genetik
Laboratuari’nda yapildi.

Calismada, hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireylerden alinan kanlardan DNA
eldesi Miller’in tuz ¢oktiirme yontemine gore yapildi (163). Elde edilen DNA’lardan
Death Receptor 4 (TNSFR10A) geninin ekzon 3 (Argl41His), ekzon 4 (Thr209Arg) ve
ekzon 5 (Glu228Arg) polimorfizmlerine ait gen bolgeleri PCR (Polymerase Chain
Reaction) yontemi ile amplifiye edildikten sonra Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (RFLP) yontemi uygulandi. Elde edilen PCR/RFLP {rlnleri
elektroforez ile gorintilendikten sonra saptanan polimorfizm verileri istatistiksel olarak

degerlendirildi.

3.1. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Termal Cycler (Techne Progene, Cambridge, UK)

Elektroforez Tanki (Midicell EC-350)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (EC-135-90)

Jel Gorintlileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallee, France)
Mikrosantrifuj (Hermle, Z160M)

Santriflij (NUve NF-800)

Etlv (Nuve EN-500)

*® & &6 6 o oo o
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Otoklav (Nlve OT 4060 V)

Vorteks (VELP)

Hassas Terazi (AND)

Mikropipet Seti (Eppendorf)
Elektromanyetik Karistirici (Niive MK-418)
Mikrodalga Firin (Alaska)

Derin Dondurucu (Arcelik-2031D)
Buzdolab1 (Argelik-8188 NF)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

® & 6 O O O O O O O O O O O o O o > o o

EDTA (Sigma E-5134)

Tris-Hidroklorid (Sigma T-7149)

Sodyum Klortr (Riedel-de Haen)

Sodyum Dodesil Sulfat (Sigma L-5750)

Tris Base (Sigma T-6066)

Borik Asit (Carlo Erba 302177)

Ethidyum Bromide (Sigma E-1510)

Orange G (Sigma 0-3756)

Gliserol (Merck 4091)

Etanol (Riedel-de Haen 32221)

Agaroz (LE Prone Basica 051342 PR)

Tag DNA Polimeraz (MBI Fermentas EP 0402)
BseGlI (Fok I) (MBI Fermentas ER0872)

Ade | (Dra Ill) (MBI Fermentas ER1232)

Taq | (MBI Fermentas ER0671)

Proteinaz K (Sigma P-2308)

Gene Ruler 100bp DNA Ladder (MBI Fermentas SM 0242)
2 mM dNTPmix (MBI Fermentas R0242)

10X PCR Buffer (MBI Fermentas B16)
Bidistile Su (Sigma W-3500)
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3.1.3. Kullamilan Tampon Cozeltiler

3.1.3.1. DNA izolasyonu I¢in Kullamlan Cézeltiler
Nuklei Lizis Buffer

o Tris-HCl ..o, 1.576 g
o NACl ..o, 23449
o NaEDTA. ..o 0.7¢g

1 litre distile suya tamamlanip ¢oziildiikten sonra otoklavda steril edildi ve

+4°C’de saklandi.

%10 Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) Cozeltisi
10 g SDS, 100 ml distile suda ¢ozuldu.

6 M NaCl Cozeltisi
35.5 g NaCl, 100 ml distile suda ¢ozildu.

TE Buffer
o Tris-HCl ..o 0.394 ¢
o NaEDTA......cciii 0.093 ¢

250 ml distile suya tamamlanip ¢oziildiikten sonra otoklavda steril edildi ve +4
°C’de saklandh.

Proteinaz K
Liyofilize 100 mg proteinaz-K, 10 ml steril distile su ile ¢oziilerek 10 mg/ml’lik
konsantrasyona getirildi ve —20 °C’de saklandh.

3.1.3.2. Elektroforez icin Kullanilan Cozeltiler

10X TBE (Tris-Borat-EDTA)
o TrisBase ......cooeveevvcvivreeeinnnn, 108 g
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o Borik ASit ....cocoviieiieirc 54.8 g
o NaEDTA ., 5.44 ¢

Distile su ile 1 litreye tamamlanarak ¢ozuldu.

Elektroforez Yuritme Tamponu
10X TBE Buffer’dan distile su ile seyreltilerek hazirlanmis olan 1X TBE

igerisine 0.5 pg/ml konsantrasyonunda ethidyum bromide (EtBr) konularak hazirlandi.

Agaroz Jel Cozeltisi (% 3.5°luk)
8 g agaroz, 300 ml 1X TBE Buffer igerisinde mikrodalga firinda eritildikten
sonra 0.5 pg/ml konsantrasyonda olacak sekilde EtBr eklendi.

Orange G Cozeltisi
o NaEDTA ..o 2.232¢
o Orange G ...cocoovevviieiinienn, 200 mg

60 ml gliserol ve 40 ml distile sudan olusan soliisyon i¢erisinde ¢oziildii.

3.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

Bu c¢alismaya, hasta grubu olarak klinik agidan nedeni belirlenemeyen
tekrarlayan gebelik kaybi tanist konmus ve dnceden yapilan periferik kan sitogenetik
analiz sonuglarina goére kromozomal anomalisi olmayan 70 kadin birey ve kontrol grubu
olarak saglikli ve dykiisiinde gebelik kayb1 olmayan 70 kadin birey olmak iizere toplam
140 bireyden alinan kan 6rnekleri dahil edildi.

Hem hasta hem de kontrol grubunu olusturan bireylere ait bilgiler etik kurallara
uygun olarak hazirlanan anket formlar1 kullanilarak alindi. Caligmaya dahil olmay1
kabul eden her bireyin bilgilendirilmis onami alindiktan sonra 7-8 ml periferik kan

alimarak 1 ml, % 2’lik EDTA igeren 15 ml’lik santrifiij tiiplerine konuldu.
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3.3.DR4 geni ekson 3, ekson 4 ve ekson 5 polimorfizmlerinin belirlenmesi:

3.3.1. DNA izolasyonu
Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden alinan 7-8 ml periferik kan, Uzerinde

her birey i¢in 6zel protokol numarasi kaydedilen ve igerisinde 1 ml EDTA bulunan 15

ml’lik plastik tiiplerde +4 °C’de saklandi. Izolasyon sirasinda kros-kontaminasyonu

onlemek icin her bireyin 6zel protokol numarasini igeren transfer pipetleri kullanildi.

DNA izolasyonu i¢in agagida siralanan yontem uygulandi:

1.

10.
11.

12.

Periferik kan ornekleri, steril distile su ile 13 ml’ye tamamlandi ve 2-3 dk
karistirilarak homojenize edildi

10 dk 2000 rpm’de santriftjlendi

Santriftjlenen tiiplerin supernatant kisimlarindan belirli bir miktar, pelete temas
etmemeye 0zen gosterilerek transfer pipeti ile alinip atilarak {izerine yeniden steril
distile su eklendi ve homojenize edildi

10 dk 2000 rpm’de santriftjlendi

Yukaridaki islemler tim eritrositler parcalanarak supernatant berrak bir gorinti
alana kadar tekrarlandi

Son santrifiigasyon sonrasi siipernatan atilarak elde edilen pelet tizerine 3 ml niklei
lizis buffer eklenerek 16kositlerdeki DNA’nin serbest hale gegmesi saglandi

Tuplere 200 pl % 10°luk SDS ve 150 ul proteinaz-K eklenerek homojenize edildi
Tupler gece boyu 37 °C’de inkiibe edildi

Inkiibasyon sonras tlplere 2 ml, 6 M amonyum asetat eklendi ve oda sicakliginda
10 dk bekletildi.

15 dk 3500 rpm’de santrifiijlendi.

Supernatant transfer pipeti ile alinarak baska bir bos tiipe alindi ve Uzerine
tamamlayacak sekilde soguk saf etanol (% 99.8) eklenerek DNA’nin yogunlagmasi
saglandi.

Yogunlagip goriilebilir hale gelen DNA mikropipet ucuyla ¢gekmeden, uca dikkatlice
sarilarak igerisinde 500 pul TE buffer bulunan ependorf tiplerine alindi. DNA
orneklerinin TE buffer icerisinde ¢ozinlp homojen hale gelebilmesi icin tlpler 37

°C’lik etiivde inkiibe edildikten sonra molekiiler analize kadar +4 °C’de saklandi.
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3.3.2. DR4 geni 3, 4 ve 5. ekzonlarma 6zgul primerlerle amplifikasyon
Death Receptor 4 (TNFSFR10A) geninin ekzon 3 (Hisl41Arg), ekzon 4
(Thr209Arg) ve ekzon 5 (Glu228Ala) polimorfizmleri ayr1 ayr1 degerlendirildi.
PCR ortam1 500 ul’lik steril bir ependorf tiiplinde, thermal cycler’in kapasitesi
dogrultusunda bir 6rneklik olacak sekilde hazirlandi. Her bir 6rnek igin hazirlanan PCR

karigimi agagidaki gibidir:

e Bidistile Su 17 ul
e 10X PCR Buffer (without MgCl,) 2.5 ul
e 2mM dNTPmix 2.5ul
e Primer (F) 0,5ul
e Primer (R) 0,5ul
e MgCl, 1,5ul
e Tagq DNA Polimeraz 0,3ul
e Kalip DNA 1.0ul
Toplam reaksiyon karisimi hacmi 25 Hl

DR4 geni 3, 4 ve 5. eksonlarin PCR’1 i¢in kullanilan primer dizileri asagida
verilmektedir:
e DR4 geni ekson 3 His141Arg polimorfizmi igin;
Forward 5°- ATC CTC TGG GAA CTC TGT GG-3°
Reverse 5°- TAC CAC TCC CAC CTT CAC TGC-3’
e DR4 geni ekson 4 Thr209Arg polimorfizmi igin;
Forward 5°- GGT GGT GAG GAA AGG TCA AG-3°
Reverse 5°- ATG GGG TCA GGG CTG ATA G-3°
e DR4 geni ekson 4 Glu228Ala polimorfizmi igin;
Forward 5°- CCC CTG CAG ATA CGA GGA G-3’
Reverse 5°- CAG GAA AAG ACA GGA GTC TCG-3’
DR4 geni ekzon 3’in amplifiye edilen bdlgesinin (230bp) baz dizisi ve
primerlerin yerlesimi sekil 3.1°de, ekzon 4’iin amplifiye edilen bélgesinin (220bp) baz
dizisi ve primerlerin yerlesimi sekil 3.2°de, ekzon 5’in amplifiye edilen bolgesinin

(201bp) baz dizisi ve primerlerin yerlesimi ise sekil 3.3’te verilmektedir.
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ATCCTCTGGGAACTCTGTGGCAATTCATTCATTGGCTTTTCTCTCCCTTCCCAGGATCTCATAG
ATCAGAATCATCCTGGAGCCTGTAACCGGTGCACAGAGGGTGTGGGTTACACCAATGCTTCCAACA

ATTTGTTTGCTTGCCTCCCATGTACAGCTTGTAAATCAGGTACAGAATGTGTGGACCTCTTGTCCAG
AGGTGGAGTGAGGGGCAGTGAGGTGGGAGTGGTA

Sekil 3.1 Ekzon 3(rs6557634) polimorfizmi i¢in ¢ogaltilan bolgenin dizisi. Fokl kesim enziminin diziyi

tamidig1 bolge mavi renkte ve ok isareti ile gosterilmektedir.

AAGGTCAAGGGACACGTCAGGGAAACACATTCCCAAAACCTTGTACTCTGTCATCAGAT
GAAGAAGAGAGAAGTCCCTGCACCACGACCAGGAACACAGCATGTCAGTGTCAAACCAGG

AACTTTCCGGAATGACAATTCTGCTGAGATGTGCCGGAAGTGCAGCAGAGGGTGAGACAA
CAGCCAAGGGGCTCCCAGCAGCCTCAAAGAACCCACAGAAGC

Sekil 3.2. Ekzon 4(rs20575) polimorfizmi igin ¢ogaltilan bolgenin dizisi. Dralll kesim enziminin diziyi

tanidig1 bolge mavi renkte ve ok isareti ile gosterilmektedir.

ATCCCACCTGGCCAGCTTTCCATCAAGAGTCCCCCCCCCTCCCTCCCTGTGTGTACCCAG
GTGCCCCAGAGGGATGGTCAAGGTCAAGGATTGTACGCCCTGGAGTGACATTCGAGTGTG

TCCACAAAGAATCAGGTACAAAGCCCACTGGGGAAGCCCCAGCTGCAGAGGAGACAGGGA
CCAGCAGCCCGAGACTCCTGTCA

Sekil 3.3. Ekzon 5(rs20576) polimorfizmi i¢in ¢ogaltilan bolgenin dizisi. Tagl kesim enziminin diziyi

tanidig1 bolge mavi renkte ve ok isareti ile gosterilmektedir.

DR4 geni 3, 4 ve 5. ekzonlarmin polimorfik bolgelerinin ampifikasyonu i¢in
uygulanan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) asagida belirtilen protokole gore yapildi:
1. Yukarida belirtilen miktarlarda ve her bir ekzon igin 6zgiil primerler kullanilarak

steril bir ependorf tiip iginde hazirlanan PCR karigimi, (zerinde her bireye ait
protokol numarast bulunan 0.5 ml’lik steril ependorf tiiplerine esit miktarlarda

(21’er ul) konuldu.

37



2. Her tiipe, ait oldugu bireyin DNA’sindan 1’er pl eklendikten sonra tupler thermal
cycler cihazinda (Techne PTC) amplifiye edildi.
Her bir ekzonun amplifikasyonu igin uygulanan PCR profilleri asagida

verilmektedir:

Ekzon 3 (His141Arg) bolgesi icin uygulanan PCR profili:

[k denaturasyon 96°C, 2 dk
Denaturasyon 96 °C, 1,5dk
Baglanma (annealing) 58 °C, 1,5dk
Uzama (extention) 72 °C, 1,5dk
Son uzama 72 °C, 7dk
Dongii sayisi 35

Ekzon 4 (Thr209Arg) bdlgesi icin uygulanan PCR profili:

[k denaturasyon 96°C, 2 dk
Denaturasyon 96 °C, 1,5dk
Baglanma (annealing) 59 °C, 1,5dk
Uzama (extention) 72°C, 1,5dk
Son uzama 72 °C, 7dk
Dongii sayisi 35

Ekzon 5 (Glu228Ala) bolgesi icin uygulanan PCR profili:

[k denaturasyon 96°C, 2 dk
Denaturasyon 96 °C, 1,5dk
Baglanma (annealing) 65 °C, 1,5dk
Uzama (extention) 72 °C, 1,5dk
Son uzama 72 °C, 7dk
Dongii sayisi 35

3.3.3. Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) Analizi
DR4 gen bolgelerindeki polimorfizmlerin belirlenmesinde ekzon 3 i¢in BseGl
(Fokl), ekzon 4 icin Ade I (Dralll) ve ekzon 5 icin Tagl restriksiyon enzimleri

kullanildi. Bu enzimlerin optimum aktivasyon gosterdikleri tamponlar ise sirasiyla Fokl
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icin 1X Buffer Tango [10mM Tris-HCI (pH 7.5), 10mMKCI, 1mM DTT, 0.1mM
EDTA, 0.5mg/ml BSA], Dralll igin 1X Buffer G [10mM Tris-HCI (pH 7.5),
10mMKCI, 1ImM DTT, 0.1mM EDTA, 0.1 mg/ml BSA] ve Taqgl icin 1X Buffer Taqgl
[L0mM Tris-HCI (pH 7.5), 10mMKCI, 1mM DTT, 0.1mM EDTA, 0.1 mg/ml BSA]
tamponlaridir.

DR4 geni 3, 4 ve 5 ekzonlar i¢in hazirlanan kesim reaksiyonu karigimlari

asagida verilmektedir:

Ekzon 3 i¢in RFLP karigimi:

o dH)O.. .o 9.5 ul
e Buffer BseGI............... 25l
e BseGl......oooovvviiiniini, 0.2 ul
Ekzon 4 icin RFLP karisimu:

o dH)O.. oo 9.5 ul
e Buffer Adel............... 2.5l
o Adel............oooiniii 0.2 ul
Ekzon 5 i¢cin RFLP karisimu:

o dHO...civiiiiii 9.5 ul
e Buffer Taql............... 2.5 ul
o Taql.........cooiiiinini, 0.2 wl

Hazirlanan bu reaksiyon karigimi vortekslendikten sonra 20 6rnege 12’ser pl
olacak sekilde boliindl ve ¢ok kisa bir siire mikrosantrifiijlendikten sonra, BseGI enzimi
ile kesilen ornekler 55°C° de 4-5 saat, Ade | enzimi ile kesilen 6rnekler 37°C” de 1 gece,
Taq | enzimi ile kesilen érnekler 65°C° de 4-5 saat e edildi. Inkiibasyon sonrasinda tim
ornekler % 3’liik agaroz jelde elektroforez iglemine tabi tutuldu ve jel goriintiileme

sistemi ile genotipler belirlendi.

3.3.4. PCR Urunlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi
Amplifiye edilen ve RFLP uygulanan PCR drinlerinin uzunlugunu belirlemek

i¢in asagidaki prosediire gore hazirlanan agaroz jel elektroforezi uygulandi.
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Her iki polimorfizm icin de 8 g agaroz ve 300 ml 1X TBE soltsyonu bir beher
icerisine konulup, mikrodalga firinda homojen hale gelinceye kadar 1sitildi. Daha sonra
elektromanyetik karistiricida yaklasik 200 dev/dk, 15-20 dk biraz soguyana kadar
karistirildi. Karistirma iglemi devam ederken 25 pl, 10 mg/ml’lik EtBr eklendi. Jel
uygun 1s1ya diisiince, taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine dikkatlice dokiildii. Bu islem
sirasinda 6zellikle jelde hava kabarcigi kalmamasina ve EtBr son derece kanserojen bir
madde oldugu i¢in jelin buhartyla miimkiin oldugu kadar temas etmemeye dikkat edildi.
Jel tamamen katilastiktan sonra, dikkatlice taraklardan ayrilip elektroforez tankina
yerlestirildi.

PCR ile amplifiye edilen orneklerin her birine 10’er ul Orange-G c¢ozeltisi
eklenip birkag¢ saniye mikrosantrifiijde 3500 rpm’de ¢evrildi.

Bu islemi takiben her bir Ornek bir mikropipet ile elektroforez tankina
yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirayla birakildi. Ayrica tek bir kuyucuga da 4 pl
marker eklendi. Elektroforez tankinin kapagi kapatilarak elektroforez cihazi, giic
kaynagindan 120 volt akim gegecek sekilde ayarlandiktan sonra ¢alistirildi ve 6rnekler
yaklasik 50-55 dk ydrdtildid. PCR iriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi sirasinda,
molekiiler agirlik marker1 olarak 1 ul, Gene Ruler 100bp DNA Ladder (Fermantas)
kullanildi (Sekil 3.4).

000
4 jguin)
300
— 700
— 600

500
— 400
_ 30

— 200

— 100

Sekil 3.4. Gene Ruler 100bp DNA Ladder

3.3.5. Genotiplendirme
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PCR Uranlerinin yuritiildigi elktroforez jeli, jel gorinttleme sisteminde 260 nm
dalga boyundaki UV 1sikta goriintiilendi. UV 1sikta gorinlr hale gelen DNA bantlarinin
bliytikliikleri marker ile karsilagtirilarak saptandi

DR-4 geninin ekzon 3 polimorfizmi icin yapilan elektroforez sonucunda gézlenen
bantlarin uzunluklart 230bp, 160bp, 70bp olarak belirlendi. Asagidaki tabloda bant
bolgelerinin genotipleri gosterilmektedir (cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Ekzon 3 igin goriilen genotipler.

_ Homozigot ] Homozigot
DR4 geni ekzon 3 Heterozigot ]
(yabanil tip) (mutant tip)
230 GG - -
230,160,70 - GA -
160,70 - - AA

DR-4 geninin ekzon 4 polimorfizmi i¢in yapilan elektroforez sonucunda
gozlenen bantlarin uzunluklar1 220bp, 164bp, 56bp olarak belirlendi. Asagidaki tabloda
bant bolgelerinin genotipleri gosterimektedir (gizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Ekzon 4 i¢in goriilen genotipler.

) Homozigot ) Homozigot
DR4 geni ekzon 4 Heterozigot )
(yabanil tip) (mutant tip)
220 - - GG
220,164,56 - CG -
164,56 CcC - -
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DR-4 geninin ekzon 5 polimorfizmi i¢in yapilan elektroforez sonucunda gozlenen
bantlarin uzunluklart 201bp, 110bp, 91bp olarak belirlendi. Asagidaki tabloda bant

bolgelerinin genotipleri gosterilmektedir (cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Ekzon 5 igin goriilen genotipler.

_ Homozigot ) Homozigot
DR4 geni ekzon 5 Heterozigot ]
(yabanuil tip) (mutant tip)
210 - - CcC
210,110,91 - AC -
110,91 AA - -

3.4. Istatistiksel Analizler:

Death Receptor-4 geninin ekzon 3 (argl4lhis), ekzon 4 (thr209arg), ekzon 5
(glu228ala) polimorfizmleri ile nedeni belirlenemeyen tekrarlayan gebelik kayiplari
arasindaki istatistiksel iligskinin belirlenmesi amaciyla uygulanan istatistiksel testler Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Bilisim Anabilim Dali’'ndan danismanlik
alinarak yapildi.

Yas bakimindan hasta ve kontrol gruplar: arasinda farklilik olup olmadigi Independent
Samples t test ile incelendi. Hastalik ile genotiplerin arasindaki iligski ki-kare testi ile
incelendi. Genotipler bakimindan gruplarin Hardy-Weinberg dengesi kontrol edildi.
Siirekli degiskenler icin tanimlayici istatistikler ortalama ve standart sapma cinsinden,
kategorik degiskenler igin ise frekans ve yiizde olarak verildi.

Istatistik analizler SPSS v.11.5 paket programi ile yapildi. Istatistik analizlerde

p<0,05 ise sonuglar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Death Receptor-4 geninin ekzon 3 (Argl41His), ekzon 4 (Thr209Arg), ekzon 5
(Glu228Ala) polimorfizmlerinin Tekrarlayan Gebelik Kaybi ile iliskisinin aragtirildig
bu calismada, ¢alismanin deney grubunu Mersin Universitesi, Tip Fakiiltesi, Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali polikliniklerinde nedeni belirlenmeyen
tekrarlayan gebelik kaybi tanis1 konmus, yas ortalamasi 29,0429 olan 70 kadin birey
olusturmaktadir. Kontrol grubunu ise yas ortalamasi 30,8857 olan saglikli sekilde
dogum yapmis 70 kadin birey olusturmaktadir.

DR-4 geninin her ii¢ polimorfizmi i¢in genotiplendirme yapilirken 70 kontrol ve
70 tekrarlayan gebelik kaybi olan olmak iizere toplam 140 kisiden olusan arastirma
populasyonundaki her bireyin elektroforez sonuglar1 goriintiileme sisteminde

degerlendirildi.

4.1. Death Receptor-4 Geni Ekson 3 hisl4larg Polimorfizm Genotiplerinin
Tekrarlayan Gebelik Kayb Tle fliskisi

Death Receptor-4 geninin 3. ekzonu i¢in yapilan genotipleme sonucunda 422.
niikleotitte bir degisim saptandi. G — A doniisiimii olan ve DR-4 geninin ekstraseltler
kisminda, 141. kodonda Arginin aminoasitinin Histidin aminoaitine degisimi ile
sonuglanan bu varyasyon, bir missense degisim olarak belirlendi. FokI kesim enzimi ile
yapilan RFLP analizi sonucunda 230 bp’lik PCR amplifikasyon {iriinii ya hi¢ kesilmedi
(yabanil tip), ya da eger her iki allel de etkilenmigse 160 ve 70bp’lik iki kii¢iik fragmana
ayrild.

DR-4 geni ekzon 3 (hisl4larg) polimorfizmine ait bulgular hasta ve kontrol
gruplarinda incelendi. Elektroforz sonuglarina gore genotipler belirlendi (sekil 4.1-4.2).
70 bireyden olusan hasta grubunda 14 bireyin GG polimorfizmine (yabanil tip), 35
bireyin GA polimirfizmine (heterozigot), 21 bireyin AA polimorfizmine (homozigot)
sahip olduklar1 belirlendi. 70 bireyden olusan kontrol grubu incelendiginde, 13 bireyin
GG polimorfizmine, 40 bireyin GA polimorfizmine, 17 bireyin AA polimorfizmine

sahip oldugu belirlendi (Cizelge 4.1)
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Cizelge 4.1. DR-4 geni 3.ekzon bolgesi (hisl41arg) i¢in tekrarlayan gebelik kaybi olgu grubu (H) ve
kontrol grubuna(K) ait genotipler.

Genotipler Genotipler

No G/IG G/A A/A No G/IG G/A AIA

H|  K|H|K|H]|K H| K|H|K|H|K
1 + + 36 +
2 + + 37 + +
3 + + 38 + | +
4 + + 39 + +
5 | + + 40 + | +
6 + + 41 + +
7 + + 42 + +
8 + + 43 | + +
9 + + 44 | + +
10 + + 45 + +
11 + + 46 + | +
12 + + 47 + +
13 + + 48 + +
14 + + 49 + +
15 + + 50 + +
16 + + o1 + +
17 | + + 52 + +
18 + + 53 + +
19 + + o4 | + +
20 + + 55 | + +
21 + + 56 + +
22 + + 57 + +
23 + + 58 | + +
24 | + + 59 | + +
25 + + 60 | + +
26 + + 61 + +
27 + + 62 + +
28 + + 63 + +
29 + + 64 | + +
30 + + 65 + +
31 + + 66 + +
32 + + 67 + +
33 + + 68 + | +
34 + | + 69 | + +
35 + + 70 + | +
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220bp
160b

Sekil 4.1. DR-4 geni ekson 3 (argl41his) polimorfizminin hasta grubuna ait genotiplerin elektroforez
sonrasi fotografi. 1, 3, 4, 7, 8, 9 numarali 6rnekler GA (heterozigot) genotipine sahip bireyler, 2 ve 6
numarali ornekler AA (homozigot mutant tip) genotipine sahip bireyler, 5 numarali 6rnek GG

(homozigot yabanil tip) genotipine sahip birey.

500bp
400bp
300bp

200bp

100bp

Sekil 4.2. DR-4 geni ekson 3 (argl4lhis) polimorfizminin kontrol grubuna ait genotiplerin
elektroforez sonrasi fotografi. 2, 3, 6 numarali 6rnekler GA genotipine sahip bireyler, 4 ve 5 numarali
ornekler AA genotipine sahip bireyler, 1 numarali 6rnek GG genotipine sahip birey.
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4.2. Death Receptor-4 Geni Ekson 4 thr209arg Polimorfizmi Genotiplerinin

Tekrarlayan Gebelik Kaybi 1le Tliskisi

Death Receptor-4 geninin ekzon 4 i¢in yapilan genotipleme sonucunda 626.
niikleotitte bir degisim saptandi. C — G doniisimii olan ve DR-4 geninin
ekstraseliiler kisminda, 209. kodonda Threonin aminoasitinin Arginin aminoasitine
degisimi ile sonuclanan bu varyasyon, bir missense degisim olarak belirlendi. Dralll
kesim enzimi ile yapilan RFLP analizi sonucunda 220 bp’lik PCR amplifikasyon
urinu ya hic¢ kesilmedi (homozigot), ya da 64 ve 56bp’lik iki kiiglik fragmanlara
ayrildi(yabanil tip).

DR-4 geni ekzon 4 (thr209arg) genotipine ait bulgular incelendi. Hasta ve
kontrol gruplarina ait genotipler elektroforez ile belirlendi (sekil 4.3-4.4). 70
bireyden olusan hasta grubunda 11 bireyin CC polimorfizmine, 40 bireyin CG
polimirfizmine, 19 bireyin GG polimorfizmine sahip olduklar1 belirlendi. 70
bireyden olusan kontrol grubu incelendiginde, 9 bireyin CC polimorfizmine, 36
bireyin GC polimorfizmine, 25 bireyin GG polimorfizmine sahip oldugu belirlendi

(cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. DR-4 geni 4.ekzon bolgesi (Thr209Arg) i¢in tekrarlayan gebelik kaybi olgu grubu (H) ve
kontrol grubuna(K) ait genotipler.

Genotipler Genotipler

No C/C C/G GIG No C/C C/G G/G

HIK|[H|K|H]|K HIK|H[K|HI|K
1 + + 36 + +
2 + | + 37 + | +
3 + + 38 + | +
4 + + 39 + +
5 + + 40 + +
6 + | + 41 | + +
7 + + 42 + +
8 + | + 43 | + +
9 + + 44 + +
10 + | + 45 + | +
11 + | + 46 + | +
12 + | + 47 + | +
13 + + 48 + +
14 + | + 49 + | +
15 + | + 50 + | +
16 + | + 51 + +
17 + | + 52 + | +
18 + | + 53 + |+
19 + | + 54 | + +
20 + | + 55 | + +
21 + | + 56 | + +
22 + | + 57 + | +
23 + | + 58 + |+
24 | + | + 59 | + +
25 + | + 60 | + | +
26 + | + 61 + | +
27 + + 62 + | +
28 + | + 63 o +
29 + | + 64 | + +
30 + | + 65 + | +
31 + | + 66 + | +
32 + | + 67 + +
33 + | + 68 + | +
34 + | + 69 + | +
35 + | + 70 + | +
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220bp
164bp

Sekil 4.3. DR-4 geni ekzon 4 (thr209arg) polimorfizminin kontrol grubuna ait genotiplerin elektroforez
sonrasi fotografi. 4, 5, 9 numarali 6rnekler CG genotipine sahip bireyler, 1, 1, 2, 3, 6, 8 numarali 6rnekler
GG genotipine sahip bireyler, 7 numarali 6rnek CC genotipine sahip birey.

500bp

400bp

300bp

200bp 220bp
164bp

100bp

Sekil 4.4. DR-4 geni ekson 4 (thr209arg) polimorfizminin hastalara ait genotiplerin
elektroforez sonrasi fotografi. 4, 5, 6, 9 numarali 6rnekler CG genotipine sahip bireyler, 3 ve 7 numarali
ornekler GG genotipine sahip bireyler, 2 numarali 6rnek CC genotipine sahip birey.
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4.3. Death Receptor-4 Geni Ekson 5 glu228ala Polimorfizmi Genotiplerinin
Tekrarlayan Gebelik Kayb ile Tliskisi

Death Receptor-4 geninin ekzon 5 igin yapilan genotipleme sonucunda, 683.
niikleotitte bir degisim saptandi. A — C doniisiimiine neden olan ve DR-4 geninin
ekstraseliiler kisminda, 228. kodonda Glutamin aminoasitinin Alanin aminoasitine
degisimi ile sonuclanan bu varyasyon, bir missense degisim olarak belirlendi. Taql
kesim enzimi ile yapilan RFLP analizi sonucunda 201 bp’lik PCR amplifikasyon iirlinii
ya hi¢ kesilmedi (homozigot), ya da 110 ve 91bp’lik iki kiigiik fragmana ayrildi(yabanil
tip). Death Receptor-4 geni ekzon 5 (glu228ala) genotipine ait bulgular incelendiginde,
70 bireyden olusan hasta grubunda 46 bireyin AA polimorfizmine, 22 bireyin AC
polimirfizmine, 2 bireyin CC polimorfizmine sahip olduklar1 belirlendi. 70 bireyden
olusan kontrol grubu incelendiginde, 38 bireyin AA polimorfizmine, 30 bireyin AC
polimorfizmine, 2 bireyin CC polimorfizmine sahip oldugu belirlendi (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. DR-4 geni 5.ekzon bolgesi (Glu228Ala) i¢in tekrarlayan gebelik kayb1 olgu grubu (H) ve
kontrol grubuna(K) ait genotipler.

Genotipler Genotipler
No C/C A/C A/A No C/C A/C A/A
HIK|H|K|H]|K HIK|H|K|H]|] K
1 + | + 36 + + | +
2 + | + 37 + +
3 + + 38 + +
4 + | + 39 + + | +
5 + + 40 + +
6 + | + 41 + +
7 + | + 42 + +
8 + | + 43 + +
9 + + 44 + +
10 + | + 45 + + | +
11 + | + 46 + +
12 + | + 47 + | + | +
13 + | + 48 + + | +
14 + | + 49 + +
15 + | + 50 + +
16 + + 51 | + +
17 + | + 52 + +
18 + | + 53 + +
19 + + 54 | + +
20 + |+ 55 | + +
21 + | + 56 | + +
22 + | + 57 | + +
23 | + + 58 + +
24 + + 59 + | +
25 + |+ 60 + |+
26 + | + 61 + +
27 + | + 62 + +
28 + + 63 + | +
29 + | + 64 + | +
30 + |+ 65 + |+
31 + + 66 + +
32 + | + 67 + +
33 + | + 68 + | +
34 + | + 69 + | +
35 + | + 70 + +
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201bp

110bp
91bp

Sekil 4.5. DR-4 geni ekzon 5 (glu228ala) polimorfizminin kontrol grubuna ait genotiplerin elektroforez
sonrasi fotografi.1, 2, 3, 4, 7 numarali 6rnekler AA genotipine sahip bireyler, 6, 8, 9 numarali 6rnekler
AC genotipine sahip bireyler, 5 numarali 6rnek CC genotipine sahip birey.

201bp

110bp
91bp

Sekil 4.6. DR-4 geni ekzon 5 (glu228ala) polimorfizminin hasta grubuna ait genotiplerin elektroforez
sonrasi fotografi. 2, 3, 4, 6, 8 numarali 6rnekler AA genotipine sahip bireyler, 7ve 9 numarali 6rnekler
AC genotipine sahip bireyler, 1 numarali 6rnek CC genotipine sahip birey.

4.4 Istatistiksel Bulgular
4.4.1. Ekzon 3 icin Istatistiksel Bulgular
Yapilan istatistiksel analiz sonucu yas bakimindan hasta ve kontrol gruplar

arasinda farklilik olup olmadigi belirlendi, p=0.180 (¢izelge 4.4).

Cizelge 4.4. Kontrol ve hasta gruplarinin yas ortalamalari.

Standart

GRUP N Ortalama Sapma

YAS kontrol 70 30,8857 7,38495
hasta 70 29,0429 8,74011
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Yapilan istatistiksel

incelemede; kontrol ve hasta gruplarinin ekzon 3

(argl41his) polimorfizmi agisindan Hardy Weinberg dengesinde oldugu saptandi.

Kontrol grubu i¢in p=0.220, hasta grubu i¢in p=0,933.

Yapilan istatistiksel inceleme sonucunda, ekzon 3 polimorfizmi ile hastalik

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmadi, p=0,673 (¢izelge 4.5).

Cizelge 4.5. Ekzon 3 i¢in hasta ve kontrol gruplarinin genotip frekanslari.

GG

GA

AA

DR-4 Ekzon 3 GRUP
(argl41lhis) Kontrol Hasta
Genotipleri N Oran (%) N Oran (%)
GG 13 18.6 14 20.0
GA 40 57.1 35 50.0
AA 17 24.3 21 30.0
70,0
60,0
50,0
40,0
@ Kontrol
@ Hasta

Sekil.4.7. Hasta ve kontrol gruplarinin ekzon 3 agisindan genotip frekanslarimin grafiksel gosterimi.
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4.4.2. Ekzon 4 icin Istatistiksel Bulgular

Yapilan istatistiksel incelemede kontrol ve hasta gruplarinin Hardy Weinberg
dengesinde oldugu saptandi. Kontrol grubu i¢in p=0,476, hasta grubu i¢cinp=0,225.

Yapilan istatistiksel analiz sonucu ekzon 4 ile hastalik arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir iligki vardir, p=0,012.

Kontrol grubunda; GG genotipinin goriilme oranm1 %35,7 (25/70), hasta
grubundakine gore %57,1 (40/70) istatistiksel olarak anlaml1 sekilde diisiiktiir, p=0,0009.

Kontrol grubunda; CG genotipinin goriilme oran1 %51,4 (36/70), hasta
grubundakine gore %27,1 (19/70) istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksektir, p=0,002.

Kontrol grubunda; CC genotipinin goriilme oram1 %12,9 (9/70), hasta
grubundaki orana gore % 15,7 (11/70) benzerdir, p=0,629(Cizelge 4.7) (Sekil 4.7).

Cizelge 4.6. Ekzon 4 i¢in hasta ve kontrol gruplarinin genotip frekanslari.

DR-4 Ekzon 4 GRUP
(thr209arg) Kontrol Hasta
Genotipleri N Oran (%) N Oran (%)
GG 25 35.7 40 57.1
CG 36 514 19 27.1
cC 9 12.9 11 15.7
70,0
60,0
50,0
40,0
O Kontrol
30,04 @ Hasta
20,0 1
10,0 1
0,0+
GG CG CcC

Sekil 4.8. Hasta ve kontrol gruplarinin ekzon 4 agisindan genotip frekanslarinin grafiksel gosterimi.
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4.4.3. Ekzon 5 Icin Istatistiksel Bulgular

Yapilan istatistiksel incelemeye gore, kontrol ve hasta gruplarinin Hardy
Weinberg dengesinde oldugu saptandi (kontrol grubu icin p=0,166, hasta grubu icin
p=0,743).

Yapilan istatistiksel incelemeye gore ekzon 5 polimorfizmi ile hastalik arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir iligki saptanmadi ( p=0,368) (gizelge 4.8) (sekil 4.8).

Cizelge 4.7. Ekzon 5 i¢in hasta ve kontrol gruplarinin genotip frekanslari.

DR-4 Ekzon 5 GRUP
(thr209arg) Kontrol Hasta
Genotipleri N Oran (%) N Oran (%)
AA 38 54.3 46 65.7
AC 30 42.9 22 314
CC 2 2.9 2 2.9

O Kontrol
@ Hasta

AA AC cc

Sekil 4.9. Hasta ve kontrol gruplarinin ekzon 5 agisindan genotip frekanslarinin grafiksel gosterimi.
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5. TARTISMA

Tekrarlayan gebelik kayiplari; birbirini izleyen en az iki ya da daha fazla
gebeligin 20. gebelik haftasindan dnce ve 500 gr fetal agirliktan diisiik agirlikta spontan
olarak sonlanmasi olup, gebeligin en sik rastlanan komplikasyonlarindan biridir (8).

Klinik olarak tanis1 konulmus tekrarlayan gebelik kayip insidansi, %0.5-1"dir ve
obstetrikte etiyolojik ve prognostik faktor tayininde en yetersiz kalinan konulardan biri
olmaya devam etmektedir. Clinki tekrarlayan gebelik kayiplarinin %68’inde hala etken
saptanamamaktadir (9,10). Ister sporadik isterse habituel olsun, beklenen bir bebegin
kaybi, bir ¢ift i¢in oldukca sikintili ve {iziicli bir durumdur. Hasta bunu takiben taninin
ne oldugunu aragtirmaya, bundan sonraki gebeliklerinin ne olacagini 6grenmeye ¢aligir
ve boyle bir durumun tekrarlanmamasi igin iyi bir tibbi destek ister. Ancak tekrarlayan
gebelik kaybi olgularinda klinik aragtirmalar sorunun nedenini ¢ok nadir ortaya
koyabilmektedir (11). Sonug olarak tekrarlayan gebelik kayiplari, nedenleri tam olarak
aciga kavusmamis, nitelik kazanmamig bir sorun olarak ¢ocuk sahibi olmak isteyen
ciftlerin karsisina ¢ikmaya devam etmektedir.

Tekrarlayan gebelik kayiplarinin nedenleri arasinda, genetik aberasyonlar
ozellikle de kromozomlarda meydana gelen yapisal ya da sayisal bozukluklar 6nemli bir
yer tutmaktdir. Kromozomal anomaliler gebelik kaybi Orneklerinin %50-70’inde
gbzlenmektedir. Ancak diger etiyolojik nedenler de dahil edildiginde tekrarlayan
gebelik kaybi olgularinin yaridan fazlasi hala agiklanabilmis degildir. Bu durum tiim
diinyada gizemini koruyan bir klinik sorun olarak bir¢ok arastirmaya konu olmaktadir.

Bu arastirmanin ¢ikis noktasi klinik tiim anormallikler ekarte edildikten sonra,
kromozomal acgidan higbir anomali tasimayan gebelik kaybi Orneklerinin ve yine
kromozomal agidan normal ebeveynlerin etkilendigi tekrarlayan gebelik kaybi
olgularmin altinda yatabilecek, olas1 diger genetik nedenlerden apoptik mekanizmanin,
tekrarlayan gebelik kayb1 olgular1 {izerinde etkisinin olup olmadigini arastirmaktir.

Apoptozis, fizyolojik veya programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir
ve genellikle tek tek hiicreleri etkiler. Bir¢ok fizyolojik veya patolojik durumda ortaya

c¢ikar ve apoptozda inflamatuar yanit sz konusu degildir. B ve T hiicrelerinin negatif
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seleksiyonu, kendilerine ait antijenleri taniyan immiin kompetan hiicrelerin yikimi,
hormon bagimli dokularin hormon yoklugunda involiisyonu gibi bir ¢ok fizyolojik
olayda rol alir (7,13).

Apoptozun kontroliindeki anormallikler ise basta kanser olmak tlizere otoimmiin
hastaliklar ve dejeneratif hastaliklarin olusum mekanizmalari iginde yer almaktadir
(12,13,14).

Apoptozun tetiklenmesi ya hiicre i¢i sinyal ileti yollarmin ya da o6liim
reseptorlerinin (death receptor) uyarilmasi gibi hiicre dis1 etkenlerle saglanmaktadir.
Ister hiicre dis1 ister hiicre i¢i etkenler tarafindan tetiklensin, apotozda temel mekanizma
hiicresel proteinleri aspartat reziidiilerinden parcalayan proteazlar yani kaspazlar ile
hiicre yikiminin gergeklestirilmesidir. Bu durumda apotozda islev goéren temel
proteinler kaspazlar, adaptor proteinler, timor nekroz faktor (TNF-R) ve reseptorleri,
Bcl-2, bax ve bak gibi proteinler olarak siralanabilir (11,12).

Hiicrede apoptotik siirecin uyarilmasini saglayan birgok ylizey reseptorii
eksprese edilmektedir. Bu reseptorlerden biri olan TNF-R ailesi reseptorler, timor
nekrozu ile ilgili apoptozu uyaran ligand (TRAIL) reseptorleri olan Death Receptor-
4(DR4) ve Death Receptor-5 (DRYS) reseptorlerini de igine alan genis bir reseptor
ailesidir ve bu ailenin iiyelerinin pleiotropik etkisi vardir (13,14).

Tekrarlayan gebelik kayiplarina neden olabilecegi diisiiniilen apoptotik
mekanizmalarin  aydinlatilmasina yonelik ¢aligmalara literatirde kisithi  sayida
rastlanmakta, apoptoz mekanizmasinda giiclii bir rolii olan TRAIL geni reseptorlerinden
DR-4 geni ile nedeni agiklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi olgular1 arasinda bir
iliskinin var olup olmadigina iliskin hi¢bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Tiim bunlarin yani sira TRAIL geni ve reseptorleri apoptotik mekanizmada yer
alan 6nemli genler olmalarindan dolay1, kanser arastirmalarinda biiyiik ilgi géren genler
olup, bir¢ok kanser ¢esidi ile bu genler arsindaki baglantilar bilim adamlar1 tarafindan
sikca masaya yatirilmaktadir. Bu ¢alismalardan bazilar1 asagida 6zetlenmektedir:

Tanja Langsenlehner ve arkadaslari (2007), DR-4 Glu228Ala polimorfizminin
prostat kanserinde metastaz igin artmis bir risk faktOrii olabilecegini gostermislerdir

(164).
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Pankreas kanserli hastalar iizerinde yapilan bir ¢alismada ise DR-4 -392G>T
polimorfizminin artmis pankreas kanser riski ile ilgili oldugu Meilin Wang ve
arkadaslar1 (2008) tarafindan gosterilmektedir (165).

Bernd Frank ve arkadaslar1 (2005), meme kanserli hastalar iizerinde yaptiklar
bir ¢alismada DR-4 geninin Thr209Arg ve Glu228Ala polimorfizmlerinin meme
kanseriyle herhangi bir baglantis1 olmadigin1 gostermektedir (166).

DR-4 geninin lokalize oldugu 8. kromozomun 8p21-22 bdlgesi allelik kaybin
akciger kanserine yol agtigit Wistuba ve arkadaslar1 (1999) tarafindan gosterilmektedir
(167).

Bu bilgiden yola ¢ikarak Michael J. Fisher ve arkadaslari tarafindan yapilan
caligmada (2001), DR-4 geninin C626G ve G422A polimorfizmlerinin akciger kanserli
hastalarda dikkate deger diizeyde artmis oldugu gdsterilmektedir (168).

Kolerektal kanseri ile DR-4 geni C626G ve A683C polimorfizmleri arasindaki
ilskinin arastirildigt bir c¢alismada Bend Frenk ve arkadaslart (2006), A683C
polimorfizmi ile kolerektal kanseri arasinda bir iliskinin olmadigim1 ancak C626G
polimorfizminde heterozigot allelin hastalikla kuvvetli bir islkisinin oldugunu
gOstermektedir.

Peter Horak ve arkadaslart DR-4 geni G422A, C626G ve Al1322G
polimorfizmleri ile over kanseri arasinda anlamli bir iliskinin olmadigini géstermektedir
(169).

Markus J. Dechant ve arkadaslari (2004) tarafindan yapilan calismada kemik
timorleri ile DR-4 geni C626G polimorfizmleri arasinda anlamli bir ilgkinin oldugu
bdylece osteosarkom olusumunda bu polimorfizmin bir risk faktérii olabilecegi
gosterilmektedir (170).

Apoptotoik mekanizmada énemli bir diizenleyici olarak gorev alan DR-4 genine
ait polimorfizmler yukarda da belirtildigi gibi bir c¢ok kanser tiri ile
iliskilendirilmektedir. Asagida ise literatiirde kisitli olarak yer aldig1r belirtilen
aciklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda apoptotik mekanizmalar ile ilgili
birkag¢ ¢alisma 6zetlenmektedir:

Bir apoptik protein olan TNF-a’nin fare modellerinde tekrarlayan gebelik

kayiplarini arttirdigir Chaouat ve arkadaslart (1990) tarafindan gosterilmektedir. TNF-a
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inhibitorlerinin, tekrarlayan gebelik kayiplarina sahip olgularda canli dogum oranini
arttirdig1 ise Wingen ve ark (2008) tarafindan saptanmistir (171).

Xue-Wen Yu ve arkadaslar1 (2007), erken gebelik kaybi olan Cinli kadmnlar
lizerinde yaptiklar1 bir c¢alismada, bir TNF aile iyesi olan TNFR1 gen
polimorfizmlerinden 1. ekzondaki CCA-CCG ve promotor bolgesindeki AGA-AGC
polimorfizmlerinin erken gebelik kayiplartyla ilgili olmadig: gosterilmektedir(172).

Rosemary J. ve arkadaglar1 (2007), gebelik sirasinda uterin spiral arterlerinin
yeniden diizenlenmesinde endotelyal ve diiz kas hiicrelerinin kaybinin altinda yatan
mekanizmanin TRAIL tarafindan tetiklenen apoptozis ile ilgili olup olmadigim
arastirdilar. Arastirmanin sonunda TRAIL ve reseptorlerinin trofoblastlarda ve insan
aortik diiz kas hiicrelerinde eksprese oldugunu fkow sitometri ve immunohistokimya
yontemleriyle gosterdiler. Bu calismaya gore, trofoblastlar tarafinda iiretilen TRAIL’ in
diiz kas hiicrelerinde apoptozise neden oldugu ve boylece gebelik sirasinda spiral arter
yeniden diizenlenmesinde diiz kas hiicre kaybinda, TRAIL merkezli apoptozis
mekanizmasinin yer aldigi gosterilmektedir (173)

Teresa A. Phillipis (1999), insan plasentasinda TRAIL ve reseptorlerinin
eksprese oldugunu gostermektedir. Ancak bizim kurdugumuz hipoteze tam zit olarak
kurduklar1 hipotezlerinde, TRAIL ve reseptorlerinin FasL ile igbirligi yaparak programli
hiicre 6liimii tanimina ters olarak aktive edilmis hiicre 6liimii olarak adlandirilan bir
olusumla lenfosit proliferasyonunu kisitladigi ve boylece gebelige kars1 gerceklesecek
immiinolojik yanittan plasentay1 korudugunu gostermektedir (174)

Apoptozisde acik bir gorevi olan ve bir timor baskilayict gen olan p53°Un
Arg—Pro polimorfizmi nedeni belirlenmemis tekrarlayan geblik kaybi olan kadinlarda
Detleft Pietrowski ve arkadasalr1 (2004) tarafindan arastirildi ve nedeni belirlenmemis
tekrarlayan gebelik kayiplartyla bu polimorfizm arasinda énemli bir baglanti bulundu
(175).

Tim bu literatiir 15181Inda nedeni agiklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi
olgulan ile apoptozu, intrinsik yolakla tetikleyen TRAIL geni reseptdrlerinden DR-4
geni  Agl4lHis (rs6557634), Thr209Arg (rs20575), Glu228Ala (rs20576)
polimorfizmleri arasinda bir ilskinin var olup olmadigi bu arastirmanin hipotezini

olusturmaktadir.
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Yaslar1 20 ile 42 arasinda degisen nedeni agiklanamayan tekrarlayan gebelik
kayb1 olan kadinlarda DR-4 gen polimorfizmlerinin saptanmasi amaciyla ilgili gen
bolgesinin  amplifikasyonu igin PCR yontemi kullanildi. Amplifiye olan gen
bolgesindeki tek nukleotidlik degisimler ise RFLP yontemi ile saptandi. Her bir 6rnek
elektroforez yontemi ile agaroz jel Uzerinde vyudrutildikten sonra 240nm dalga
boyundaki UV goriintilleme cihazt kullanilarak genotipler belirlendi. Elde edilen
verilerin anlamliliklari istatistiksel olarak test edildi.

DR-4 geni polimorfizminin nedeni agiklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi
olgulariyla olan ilgkileri arastirilirken PCR ve RFLP yontemlerinin tercih edilmesinin
sebebi; tek niikleotidlik degisimleri (SNP) saptamak agisindan arastirmanin yapildigi
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Laboratuarinda her iki
yontemin de oldukc¢a oturmus ve basarili yontemler olarak kullanilmasidir. Ayrica
yapilan literatlir taramasinda DR-4 genine ait tek niikleotidlik degisimlerin yani
polimorfizm ¢aligsmalarinin, hemen hemen tiim aragtirmalarda PCR ve RFLP yontemleri
tercih edilerek basari ile yiiriitiildiigi gézlendi.

Tekrarlayan gebelik kayiplarinda, DR-4 geni Argl41His polimorfizmini
belirlemek i¢in gergeklestirilen PCR ve RFLP caligmalarimiz sonucunda hasta
grubundan 14 bireyin GG genotipine, 35 bireyin GA genotipine, 21 bireyin AA
genotipine sahip oldugu saptandi. Kontrol grubundan ise 13 bireyin GG genotipine, 40
bireyin GA genotipine, 17 bireyin AA genotipine sahip oldugu saptandi. Yapilan
istatistiksel degerlendirme sonucunda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmamasi nedeni ile Argl41His polimorfizmi ile nedeni
aciklanamayan tekrarlayan gebelik kayiplar1 arasinda anlamli bir iliski olmadigi
gozlendi (p=0,673). Elde edilen veriler, over kanserli hastalar iizerinde yapilan
calismada Peter Horak ve arkadaslar1 (2005) tarafindan desteklenmektedir. Marita S. Ve
arkadaslar1 (2005), bas-boyun kanseri olgular ile yaptiklar1 arastirmada, Argl41His
polimorfizminin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gosterdiler. DR-4 reseptoriiniin liganda baglandigi bolgede bulunan 3. ekzonundaki
Argl41His polimorfizmi ile ilgili celiskili bulgular olmasi nedeni ile bu polimorfizmin
apoptotik mekanizmay1 gergekten etkileyip etkilemedigi ile ilgili kesin bir bilgiye heniiz
ulasilmis degildir (173,174).
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Tekrarlayan gebelik kayiplarinda, DR-4 geni Thr209Arg polimorfizmini
belirlemek i¢in gergeklestirilen PCR ve RFLP ¢aligmalarimiz sonunda hasta grubundan
40 bireyin GG genotipine, 19 bireyin CG genotipine, 11 bireyin CC genotipine sahip
oldugu belirlendi. Kontrol grubunda ise 25 bireyin GG genotipine, 36 bireyin CG
genotipine, 9 bireyin CC genotipine sahip oldugu belirlendi. Yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda GG genotipi acisinda hasta ve kontrol gruplari arasinda
anlamli bir fark olmasi nedeni ile GG genotipinin nedeni agiklanamayn tekrarlayan
gebelik kaybi olgularinda anlamli oldugunu gdéstermektedir (p=0.009). Thr209Arg
polimorfizminin Bernard Frank ve arkadaslari (2006), tarafindan koleraktal kanserli
hastalarda yaptiklar1 calisma ile heterozigot genotipinin kolerektal kanser riskini dikkat
¢ekici derecede diigiirdiigiinti gosterilmesi ile bulgumuz desteklenmektedir. Chen B. Ve
arkadaglarinin (2009) yaptiklar1 bir meta-analizde, DR-4 genine ait 3 polimorfizm analiz
edildi. Bu meta-analizde toplam 9 arastirma incelendi. Bunlardan 8’inde 2941 adet
kanser vakasi ve 3358 adet kontrol grubu ilizerinde yapilan calismalarla C626G
polimorfizmi, 3 arastirmada toplam 736 kanser vakasi ve 668 kontrol grubu ile yapilan
calismalarla A1322G polimorfizmi ve 3 arastirmadan da toplam 1550 kanser vakasi ve
2257 kontrol grubu ile yapilan calismalarla A683C polimorfizmi tanimlandi. Her ¢
polimorfizminde tiim kanser tipleri ile arasinda giiglii bir ilski oldugu tanimlandi.
Ozellikle C626G polimorfizminde heterozigot genotipin (CG genotipi) kontrol
gruplarinda hastalara gére 6nemli derecede yliksek oldugu istatistiksel olarak gosterildi.
Bu meta-analiz bulgular1 bizim elde ettigimiz bulgularla birebir ortiismektedir. Markus
J. Dechant ve arkadaslar1 (2004), kemik tiimorii orneklerinde ve hiicre hatlarinda
yaptiklar1 ¢alismada DR-4 geninin 3, 4 ve 5. ekzonlarindaki polimorfizmleri arastirdilar.
Bunlardan 4. ekzondaki Thr209Arg polimorfizminin bu calismada gdsterildigi gibi
hastalikla anlamli derecede ilskili oldugunu gosterdiler. Ancak, Bernard Frank ve
arkadaslar1 (2005), meme kanserli hastalarda yaptiklar1 c¢alismada, Thr209Arg
polimorfizminin hastalikla bir iliskisinin olmadigini gdstermektedir. Bu bulgu, bizim
calismamizda elde edilen veriler ile ¢elismektedir. Hazra A. ve arkadaslar1 (2003),
meme kanserli hastalarda yaptiklart caligmalarinda meme kanseri ile Thr209Arg
polimorfizmi arasinda kuvvetli bir iligski oldugunu gosterdiler (164,169).

Tiim bu arastirmalara genel olarak bakildiginda Thr209Arg polimorfizmi

aragtirmacilar tarafindan ilgi goéren bir polimorfizm olarak karsimiza g¢ikmaktadir.
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Ancak hala polimorfizmin bozulmus apoptotik siirecle olan iligkilerini tanimlamada
celisen ¢aligmalar karsimiza ¢ikmaktadir. Yapilan ¢alismalar ve bizim bulgularimiz
dogrultusunda DR-4 geninin ekstraselliiler alaninda ligand-reseptdr interaksiyonunun
gerceklestigi bolgede bulunan 4. ekzondaki bu polimorfizmin, reseptérin fonksiyon
kaybmna ugramasina ya da yanlis bir fonksiyon kazanmasina neden oldugunu ve bu
nedenle tekrarlayan gebelik kayiplarina neden olabilecegini diisiinmekteyiz.

Tekrarlayan gegelik kayiplarinda, DR-4 geni Glu228Ala polimorfizmini
belirlemek i¢in gergeklestirilen PCR ve RFLP calismalarimiz sonucunda hasta
grubundan 46 bireyin AA genotipine, 22 bireyin AC genotipine, 2 bireyin CC
genotipine sahip oldugu saptandi. Kontrol grubundan ise 38 bireyin AA genotipine, 30
bireyin AC genotipine, 2 bireyin CC genotipine sahip oldugu saptandi sahip oldugu
saptandi. Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda hasta ve kontrol gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasi nedeni ile Glu228141Ala
polimorfizmi ile nedeni agiklanamayan tekrarlayan gebelik kayiplari arasinda anlamli
bir iliski olmadig1 gozlendi (p=0,368). Bernar Frank ve arkadaglar1 (2006), kolerektal
kanserli hastalarda yaptiklar1 bir arastirmada Glu228Ala polimorfizminin hastalikla
iligkisinin olmadigint gostermektedir. Bu bulgu bizim sonuglarimizi desteklemektedir.
Ancak, Stephan Wolf ve arkadaslar1 (2006), kronik lenfositik 16semi, mantle hiicreli
lenfoma, prostat kansri, bag-boyun kanseri ve meme kanseri olgulari iizerinde yaptiklar
calismada 395 tiimorli dokuda bu allel degisimini saptadiklarini gosterdiler. Tanja
Lengsenlehner ve arkadaglar1 (2008), prostat kanseri {izerinde yaptikalr
arastirmalarinda bu polimorfizmin radyoterapi goéren hastalarda radyoterapi sonrasi
metastaz igin bir risk faktorii olabilecegini gosterdiler. Glu228Ala polimorfizmininin
apoptotik mekanizmada Onemli bir degisim yaratip yaratmadigi, yapilan farkli
calismalarda farkli sonuclarin elde edilmis olmasi nedeni ile hala netlige tam anlamiyla
kavusmamis bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (164,172,174).

Tiim bu bulgular 15181nda, nedeni aciklanamayan ve ¢ocuk sahibi olmak isteyen
ciftleri olumsuz yonde etkileyen tekrarlayan gebelik kayiplarinin, apoptotik
mekanizmalar ile bir ilgisinin olup olmadig arastirildi.

Apoptotik mekanizmada 6nemli bir dizenleyici reseptdr gen olan DR-4’{in 4.
ekzonunda yer alan Argl41His ve Glu228Ala polimorfizmlerinin nedeni agiklanamayan

tekrarlayan gebelik kaybi olgulariyla arasinda istatistiksel agidan anlamli iligki
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saptanmazken, Thr209Arg polimorfizminin gebelik kayiplari ile anlamli bir iliskisinin
oldugu gosterildi. DR-4 reseptor geninin ekstraselliler bélgesinde yer alan ve ligand-
reseptOr etkilesiminde rol alan 4. ekzonda hasta grubunda GG genotipinin (homozigot
mutant genotip) dikkat cekici dizeyde yiiksek, kontrol grubunda ise CG genotipinin
(heterozigot genotip) dikkat cekici dizeyde yuksek oldugunun ifade edildi. Elde edilen
bulgular dogrultusunda klinik agidan bir tan1 konulamayan ve kromozomal bir
anomalisi bulunmayan tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda DR-4 geni, Thr209Arg
polimorfizmin reseptoriin liganda baglanma bolgesinde bir fonksiyon bozukluguna
neden olabilecegini bdylece anne adaylarinda apoptotik mekanizmanin, beklenen
normal fizyolojik islev/islevlerinin kaybi ile gebeligin kaybi1 yoniinde katkida

bulanabilecegini diistinmekteyiz.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Nedeni aciklanamayan, kromozomal agidan herhangi bir diizensizligi
bulunmayan tekrarlayan gebelik kaybi tanisi konmus 70 kadin ve 70 kontrol grubu
uzerinde Death Receptor-4 geni Argl41His, Thr209Arg ve Glu228Ala polimorfizmleri
arastirildi. Elde edilen verilere gore yapilan istatistiksel analizler, Argl41His ve
Glu228Ala polimorfizmlerinin tekrarlayan gebelik kayiplarina neden olmadigim
gosterdi (p=0,673, p=0,368). Thr209Arg polimorfizmi ile tekrarlayan gebelik kayiplari
arasinda ise anlamli bir ilgki oldugu belirlendi (p=0,009).

Nedeni agiklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi olgulari, tim dinyada
aydinlatilmay1 bekleyen 6nemli bir saglik sorunudur. Bunun nedeni ise, tekrarlayan
gebelik  kayiplarinin  yaridan fazlasinda belirgin  bir neden gdsterilememesidir.
Tekrarlayan gebelik kaybi olgular1 iizerinde bir¢ok arastirma yapiliyor olmasina ragmen
apoptotik yolakta meydana gelebilecek problemlerin tekrarlayan gebelik kayiplarina yol
acip agmadig1 konusunda ¢ok nadir aragtirma yapildig1 gézlenmektedir.

Bu aragtirmada apoptotik yolakta 6nemli bir gorevi olan DR-4 geninin ekzon 3,
ekzon 4, ekzon 5 bolgelerindeki polimorfizmlerin tekrarlayan gebelik kaybina neden
olup olmadig: arastirildi. Ekzon 4 bolgesindeki Thr209Arg polimorfizminin hastalikla
arasinda anlamli bir iliskinin oldugu belirlendi. Thr209Arg polimorfizminin bulundugu
ekzon 4 bolgesi genin ekstraseltler bolgesinde reseptor ligand etkilesiminde rol alan bir
bolgedir. Bu bolgede Thr209Arg polimorfizminin bir fonksiyon bozukluguna neden
olabilecegi ve apoptotik mekanizmay1 olmasi gereken isleyisinden disar1 cikararak
gebeligin sonlanmasinda etkili olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu ¢alisma sonucunda elde
edilen veriler, tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda, apoptotik siiregte yer alan diger
efektor molekiillerdeki molekiiler degisimlerinde arastirilmasi gerekliligini ortaya

cikarmaktadir.
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