TURKIYE CUMHURIYETI
MARMARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

MAJOR HISTOKOMPATIBILITE
KOMPLEKSININ FETUSUN YASAMINDAKI
ROLU

MEHMET ONUR ELBASI
YUKSEK LISANS TEZi

IC HASTALIKLARI ANABILIM DALI
IMMUNOLOJI BILIM DALI

DANISMAN
Prof. Dr. Emel EKSIOGLU-DEMIRALP

ISTANBUL-2008






TURKIYE CUMHURIYETI
MARMARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

MAJOR HISTOKOMPATIBILITE
KOMPLEKSININ FETUSUN YASAMINDAKI
ROLU

MEHMET ONUR ELBASI
YUKSEK LISANS TEZI

IC HASTALIKLARI ANABILIM DALI
IMMUNOLOJI BILiM DALI

DANISMAN
Prof. Dr. Emel EKSIOGLU-DEMIRALP

ISTANBUL-2008



TEZ ONAYI

Kurum - Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

Programin seviygsi : Yiiksek Lisans (,() Doktora ()

Anabilim Dali: I¢, Hq&km\\\dq fi /va\ Mane k)'

Tez Sahibi : Mewmed Oaur g\bq S |
rezBahln < foyer Histekompadibilie gowpleksinin febus hso ik Bl

Smav Yeri "N \q Hcd%\&\mw AR.D.
Sinav Tarihi :

0%, 0% 200¥ /saad for &=

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden Yiiksek Lisans/Biedetosa Tezi olarak kabul

edilmistir.
: LA
ffoﬁ Be Amel Dem ralp MU hpbal /|
Damgman (Unvan, Adi, Soyadi) Kurumu I ‘!
I

|
* Simav Jiiri Uyeleri (Unvan, Adi,
Soyadi)

Yok Dn Warec Direscenele

; ?@’\ De, Sde Novuss

Yukaridaki jiiri karar1 Enstitii yonetim Kurulu’nun “zz../a./ ?gz:.()) tarih ve =2. sayih karar ile

onaylanmugtir.

e ROSL
PrGEDr Sevim ROELAS

Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



BEYAN

Bu tez caligmasimnin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin asamalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin
bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasiyla elde
edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da
kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve

telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadig1 beyan ederim.

MEHMET ONUR ELBASI




TESEKKUR

Tez ¢aligmam siiresince sabir ve hosgoriileri ile bana destek veren aileme, nisanlim
MSc. Esra Akbeniz’e tesekkiir ederim.

Tez ¢aligmamda emegi gecen Stj. Dr. Hiiseyin Bilgin’e, Biyolog Berna Mehtap
Demirel’e, Biyolog Rayfe Pehlivan’a Biyolog Imren Aydin-Tatl1’ya tesekkiir ederim.
Metodun gelistirilmesinde, tezimin her asamasinda ve immiinoloji egitimim boyunca
bana yardimci olan Arastirma Gorevlisi Aysin Tulunay’a ¢ok tesekkiir ederim.

Tez calismamda biiyiik katkilar1 bulunan Sayin Prof.Dr. Semra Kahraman ve Saymn
Prof.Dr. Mithat Erenus’a, Dr. Hale Karagdzoglu'na, Dr. Gok¢e Anik’a ilgileri igin
tesekkiir ederim.

Beni immiinoloji ile tanistiran, tezimin planlanma, yiiriitiilme ve yazim asamalarinda
benden destegini esirgemeyen; bilimsel ve sosyal alanda bana yol gosteren; bilgisi,
deneyimleri ve kisiligi ile her zaman 6rnek aldigim danismanim Sayin Prof.Dr. Emel

Eksioglu-Demiralp’e sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez, Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Bagkanlig
tarafindan SAG-C-YLP-060308-0035 numaral1 proje ile desteklenmistir.



ICINDEKILER

TesekKur........ooovvveeeiiiieeenn,

TGINAEKILET ..o,

Kisaltmalar .........cccovvennnn....

Tablolar Listesi.....ccceeuen.......
Sekiller Listesi.....................
1. OZET oo,

2. SUMMARY ettt

3. GIRIS VE AMAC ........

4. GENEL BILGILER .......

4.1. Major Doku Uyum Kompleksi (Major Histocompatibility Komplex-MHK)...
4.2.Insan Lokosit Antijeni (Human Leucocyte Antigen-HLA)...........cccoevevevennnnn.e.
4.2.1. HLA genlerinin KalltimI........c.ccocieriiieiiiiniieiieieeieeeeee e

4.2.2. HLA antijenleri........

4.2.3. HLA antijenlerinin fonksiyonlart..........cccoecueeviieniiinieniiieniecieeieeie e
4.3. Oldiiriicii Immiinoglobulin Benzeri Reseptdr (KIR-Killer Ig-Like Receptor)..
4.3.1. KIR GENICTI.c..uiiiiieiieiieeiieeie ettt ettt ettt stee s ae et e seaeetaesnaeesbeeseseensaens

4.3.2. KIR molekiilleri........
4.3.3. KIR haplotipleri.......

4.4.KIR Ligand1 Olan Klasik HLA Siif I Molekiilleri...........ccceevveieiieeniieenieens
4.4.1. HLA-C1 ve HLA-C2 Gruplari........cccceeveiieiiieniieiieeieeieeeie e

4.5. Hamilelik ve iImmiinite.
4.5.1. Allograft olarak fetus
4.5.2. Plasenta.........cc........

4.5.2.1. Plasenta’nin @eli$imi........cccveeieeriienieeiiieeie et
45.2.2. Semi-Allograft olarak plasenta.............cccceeevieeiiiiencieecie e,

4.5.3. Spontan abortus........

5. GEREC ve YONTEM ..
5.1. Hasta Se¢imi.................
5.2. DNA Izolasyonu...........

5.3. HLA Doku Grubu Tiplendirilmesi.........ccccceerieeviienieiiieiieeieeriie e
5.4. KIR Allellerinin BeIIIENmMIESI. ... oo eee e

5.5. Istatistiksel Analizler....

6. BULGULAR.. ...

6.1. RSA Hastalarinda HLA

Doku Grubu Dagilimlart...........cccoeeveevieniieiienienen.

6.1.1. RSA’ I1 Bayanlarda En Sik Rastlanan HLA Allelleri ...........cccccveevvveennnnnn.
6.1.2. RSA’ i Erkeklerde En Sik Rastlanan HLA Allelleri..........cccceevvvevieennennee.
6.1.3. En Sik Rastlanan HLA Allellerinin Karsilastirmasi.............ccccccceevveennnene.
6.2. RSA Hastalarinda Esler Arast HLA Doku Grubu Uyumlart..............c...c.........
6.3. KIR Allellerinin Dagilimlari...........ccccoeeeiiieiiiieiiieeieeeeeeeee e

6.4. KIR Haplotipi ve HLA-

C Grup Dagilimlart...........ccoeeeevieniiienieniiciieeeeeee.

6.4.1. RSA’li Bayanlarda ve Saglikli Kontrollerde KIR Haplotip Dagilimlart.....
6.4.2. RSA’li Bayanlarda ve Erkeklerde HLA C Grup Dagilimlart......................
6.4.3. RSA’li Bayanlarda ve Erkeklerde KIR haplotip ve HLA-Cw*07 iligkisi...
6.5.RSA’l1 Bayan KIR ile RSA’l1 Erkek HLA Korelasyonlari ..........cccccccvveennnnnn.

7. TARTISMA ve SONUC

37
37

38
40

1



8. KAYNAKLAR ..ot e

9. OZGECMIS

10. ETIK KURUL ONAYT.. oot ees e e e e e s esaseseesesenn

111



KISALTMALAR

APAS: Antifosfolipid Antikor Sendromu

APC: Antigen Presenting Cell(Antijen sunucu hiicre)

Asn: Asparjin

CD: Cluster of Differentiation

DAP12: DNAX Activating Protein of 12 kDa (DNAX Aktive Edici Protein 12 kDa)
DNA: Deoksiriboniikleik asit

EDTA: Etilendiamin tetraasetikasit

EtBr: Etidyum Bromiir

HLA: Human Leucocyte Antigen-( insan Lokosit Antijenleri)

IFN-y: Interferon Gamma

Ig:immiinglobulin

ILT: Immiinoglobulin Like Transcript (immiinoglobulin Benzeri Transkript)
ITAM: Immunoreceptor Tyrosine—based Activation Motif (Immiin Reseptor Tirozin
Bazli Aktivasyon Motifi)

ITIM: Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif (immiin reseptor tirozin
bazli inhibisyon motifi)

IVF: In-vitro Fertilizasyon

KAR: Killer Activation Receptors (Oldiiriicii Hiicre Aktive Edici Reseptor)
KARAP: Killer Cell Activating Receptor Associated Protein (Oldiiriicii Hiicre
Aktivatdr Reseptor ile Iliskili Protein)

Kb-Kilo baz

KIR: Killer Ig-like Receptors-(Dogal Oldiiriicii Hiicre Immiinoglobulin Benzeri
Reseptorler)

KIR: Killer Inhibition Receptors (Oldiiriicii Hiicre Inhibe Edici Reseptor)

KLR: Killer Cell Lectin-like Receptor (Oldiiriicii Hiicre Lektin Benzeri Reseptor)
LAIR: Leukocyte-Associated Inhibitory Receptor (Lokosit iliskili Inhibitor
Reseptor)

LRC: Leukocyte Receptor Complex (Lokosit Reseptor Kompleksi)

Lys: Lizin

Mbp: Mega base pairs (Mega b)az cifti

Met: Metionin
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MHK: Majo6r Histocompatibility Complex-(Major Doku Uyum Kompleksi )
NK: Natural Killer-(Dogal Oldiiriicii Hiicre)

NKC: Natural Killer Complex (Dogal Oldiiriicii Hiicre Kompleksi)
PCR-SSO: Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Diziye Ozgii Oligoniikleotid
PCR-SSP: Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Diziye Ozgii Primer

RSA: Rekiirrent Spontan Abortus

SHP-1: Src-homology 2 domain containing phosphatase-1

TBE: Tris-Borik Asit-EDTA

TCR: T Cell Receptor (T hiicre reseptorti)

Th1: Yardimei T hiicre 1

Th2: Yardimei T hiicre 2

TNF-a: Tiimor Nekroz Faktor Alfa

UV: Ultraviyole

Z.AP70: Zeta (C) eslikci 70 kDa protein

p2m: Beta 2 mikroglobulin



TABLOLAR LISTESI

SAYFA NO
Tablo 1. KIR molekiillerinin yapisal 6zellikleri ve bilinen ligandlari.................. 13
Tablo 2. HLA-C molekiiliiniin agir zincirindeki o heliksindeki amino asit farkina
OTE C1 VE C2 GIUPIATT ..ttt e 18
Tablo 3: SSO ile saptanan belli bagl KIR allelleri ve fonksiyonlart ................... 30
Tablo 4. RSA’ I1 Bayanlarda En Sik Rastlanan ilk 3 HLA Alleli...... ................. 31
Tablo 5. RSA’ It Erkeklerde En Sik Rastlanan ilk 3 HLA Alleli......................... 32
Tablo 6.RSA’l1 bayanlarda ve RSA’ 1 erkeklerde KIR allel dagilimlari............. 35

Tablo 7. RSA’lh Bayanlarda ve Saglikli Kontrollerde KIR Haplotip Dagilimlari
YUZACST ettt ettt 37

Tablo 8. RSA’l1 Bayanlarda ve Erkeklerde HLA-C Grup Dagilimlar Yiizdesi .. 37

vi



SEKILLER LIiSTESI

SAYFA NO
Sekil 1. HLA gen bolgesinin 6. kromozom iizerinde yerlesimi ve Sinif I, II, I1I
[o2e] FedS] (S o USSR 6
Sekil 2. Anne ve babadan, cocuklara HLLA antijenlerinin gecisi ........c.ceevuvererennne. 7

Sekil 3. Insan 12. kromozomda ve fare 6. kromozomda KLR genlerinin
organizasyonlarinin Karsilastirtlmast.........c.ooceeviiiiiins cieniieiieee e 10

Sekil 4. KIR genlerinin 19. kromozom {izerindeki ve LRC igerisindeki yerlesimill

Sekil 5. KIR geninin organizasyonl ...........cc.eeeueeeueerueesreenseesseenseesseenseessseenseennns 12
Sekil 6. KIR inhibisyon ve aktivasyon Sinyali..........ccccceeevviveeniieecieeeciieeeieeeenenn 14
Sekil 7. KIR Molekiillerinin Domain Yapilari.........cccoeeveevieniiienieniiieniiecieeenne, 15
Sekil 8. KIR haplotiplerini olusturan gen igerikleri.........cccveevvieeciieenciieeeiieeen. 16
Sekil 9. Insan plasenta OIUSUMU .............c.oeveveveveeeeeeeeeeeeeeeeee e 22

Sekil 10. RSA’ 11 bayanlarda (RSA-K), RSA’ 11 erkeklerde (RSA-E) ve saglikli
kontrollerde en sik rastlanan HLA smif I allellerinin karsilastirilmasi ................. 33

Sekil 11. RSA’ 11 bayanlarda (RSA-K), RSA’ 11 erkeklerde (RSA-E) ve saglikli
kontrollerde en sik rastlanan HLA smif IT allellerinin karsilastirilmasi................ 34

Sekil 12. RSA’ 1 esler ve saglikli dogum yapmis esler aras1t HLA doku grubu
UYUM YUZACIETT .ttt ettt et st e e e e eaeesaeennaens 35

Sekil 13. RSA’li bayanlar ve saglikli kontroller arasi inhibitor KIR allel
VUZACIETT 1.ttt ettt ettt e et esabe et e st e enseeenseensaesnsaens 36

Sekil 14. RSA’l1 bayanlar ve saglikli kontroller arasi aktivator KIR allel
VUZACIETT ..ottt ettt ettt e et e bt esabeeteeeabeenbeeenseensaesnsaens 36

THISKI 1ttt ettt ettt ettt e et e e etaesaaeens 39

TIISKI 1ttt ettt ettt et e b e nae e taeeaaeens 39

vil



1. OZET

Semi-allojenik fetustaki gelisme geriliginin, tekrarlayan diisiiklerin ve fetus
Olimlerinin immiin aracilikli oldugu ve MHK’nin bu hastalikta rol oynadig
diisiiniilmektedir. Bu tez ¢alismasinda; RSA’l1 esler arasindaki doku grubu benzerlik
ya da farkliliklarinin; ayrica anneye ait KIR repertuar: ile babaya ait MHK sinif 1
iliskisinin incelenmesi amaclanmistir. Hastalardan alinan periferik kandan elde
edilen DNA’lar ile HLA-A/B/C ve HLA-DR/DQ doku grubu tiplemeleri diisiik
rezollisyonlu SSP-PCR yontemi ile KIR allel polimorfizmleri ise SSO-PCR y&ntemi
ile incelenmistir. RSA tanis1 konmus bayanlar ile esleri arasindaki HLA doku grubu
uyumlar1 saglikli dogum yapan bayanlar ve esleri arasindaki doku gurubu uyumlari
ile karsilagtirlldiginda anlamhi  bir fark bulunmamistir. HLA-C allellerinin
karsilastirmasinda; Tirk toplumunda en sik rastlanan Cw*04 allelinin, RSA’ It
erkeklerde diisiik siklikta oldugu saptandi (p=0.005). Erkeklerde Cw*07 allel
sikliginin ise her iki gruba gore ileri derecede yliksek oldugu gosterildi (p=0.001).
Cw*06 allelinin ise RSA’l1 kadinlarda genel populasyona gore diisiik siklikta oldugu
bulundu (p=0.01). RSA’li bayan KIR ile RSA’li Erkek HLA Korelasyonlari
incelendiginde inhibitor 6zellik gdsteren KIR molekiilleri ile bu bayanlarin eslerinde
eksprese edilen herhangi bir sinif I ve Sinif II allelinin korrelasyon gostermedigi
bulundu. RSA’li kadinlarda aktivatér KIR molekiillerinden KIR2DSS5 ile HLA-
Cw*06 arasinda (p=0.03) ve benzer sekilde kadinda aktivator KIR2DS?2 ile erkekte
HLA-B51 arasinda iligkili géziikmektedir (p=0.006). Buna karsin erkeklerdeki HLA-
Cw*07 siklig1 ile kadinlardaki aktivator KIR’lar arasinda istatistiksel anlamlilik
gosteren bir iliski saptanmadi. Anneye ait KIR repertuar1 ve babaya ait HLA Siif [

repertuari fetusun yasami i¢in 6nemli faktorler olabilir.
Anahtar Sozciikler:

HLA, KIR, MHK, NK, Sebebi bilinmeyen tekrarlayan diistik



2. SUMMARY

The Role of Major Histocompatibility Complex in Fetal Survival

The development deficiencies of semi-allogeneic fetus, recurrent abortions and
fetal survival are controlled by immune mechanisms including MHC molecules. In
this study, we aimed to investigate the matching and mismatching of maternal-
paternal HLA molecules, also maternal KIR and paternal MHC class I repertoires in
patients with RSA. DNA isolated from peripheral blood mononuclear cells of
patients was analyzed for HLA-A/B/C and HLA-DR/DQ genotyping by low
resolution SSP-PCR method and KIR allele polymorphism by SSO-PCR method.
HLA match between women with RSA and their spouses were evaluated in
comparison to healthy women and their spouses. No significant difference was
found. The results of HLA-C allele matching showed that; Cw*04, the most frequent
allele in Turkish population was found to be lower in men with RSA (p=0.005). The
frequency of Cw*07 allele in men was found to be significantly higher than both
from Turkish population and women with RSA (p=0.001). The Cw*06 allele in
women with RSA was found lower compared to Turkish population (p=0.01). The
correlation analysis between KIR from women with RSA and HLA from their
spouses revealed that KIR molecules with inhibitory functions from women correlate
with neither HLA class I nor class II allele from their spouses. There was a
significant correlation between KIR2DSS, the activator KIR molecule, and HLA-
Cw*06 in women with RSA (p=0.03). Also there was a significant correlation
between activator KIRDS2 in women and HLA-B51 in men (p=0.006). In contrast,
no significant correlation between the frequency of HLA-Cw*07 in men and
activator KIRs in women was found. Our study suggests that maternal KIR and

paternal HLA class I repertoire are important factors regarding fetal survival.
Key Words:

HLA, KIR, MHC, NK, recurrent spontaneous abortion (RSA)



3. GIRIS ve AMAC

Major Doku Uyum Kompleksi (Major Histocompatibility Complex-MHK),
simdiye kadar c¢aligilan biitiin omurgalilarda bulunan; bagisiklikla ilgili fonksiyonlari
olan ve olmayan bir gen grubudur (Trowsdale, J. 1995; Gruen, J.R. et al. 1997).
MHK bagisikligr denetlemekte ve doku uygunlugunda rol oynamaktadir (Snell, G.D.
1981). insanda MHK, insan lkosit antijenleri (Human Leucocyte Antigen-HLA)
olarak adlandirilir (Dorak M.T. 2002). HLA, plazma membraninda yer alan
transmembran glikoproteinlerdir. Her bireyin HLA antijenleri birbirinden farklidir.
Bu farklilik ve polimorfizm tiirlerin c¢esitliligini ve korunmasini saglamaktadir

(Mueller R.F. et al. 1997; Walter B. 1997).

Aragtirmalar, klinik olarak belirlenmis tiim gebelikler arasinda diigiik sikliginin
% 15 kadar oldugunu gostermektedir (Attar N. et al. 1995). Sebebi belli olmayan

2

tekrarlayan diistikler ise populasyonun %1’ inde rastlanan bir durumdur (Kruse C.
2004). Bir¢ok vakanin patogenezi bilinmemektedir. Calismalar, sebebin immiinolojik
bozukluklardan da kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir (McIntyre J.A. et al.
1983, Patriarca A. et al. 2000, Kruse C. 2004). Cesitli gruplar, MHK genlerinin ya da
molekiillerinin tekrarlayan diisiiklerde rol oynadigini ileri stirmiislerdir (Mclntyre
J.A. et al. 1983-Sbracia M. et al. 1996). Bazi arastiricilar, esler arasindaki HLA
uyum artiginin, trofoblastlarda immiin tanimanin bozulmasina neden oldugunu ve
diisiiklerin meydana geldigini diisiinmiislerdir. Ancak HLA uyumunun artmasinin
diisiiklere neden oldugu net olarak gosterilememistir (Kruse C. 2004). Cesitli
caligmalar, tekrarlayan diisiik hastalarinda cesitli otoantikor pozitifliklerinin, normal
dogum yapan kadinlara oranla daha yiiksek oldugunu gostermistir (Esplin S. et al.
1998). Nedeni agiklanamayan tekrarlayan diisiiklerde sistemik ya da lokal
otoimmiinitenin rolii olmasi, bozuklugun HLA smif II allelleri ile iligkili
olabilecegini diislindiirmektedir. Birgok otoimmiin hastaligin bu gen lokuslar ile
iligkili oldugu bilinmektedir (Klein, J. et al. 2000). Bu teori, HLA DRB1*03’ iin
tekrarlayan diisiik hastalarinda, antikardiyolipin antikorlar1 ve antiniikleer
antikorlarin pozitifligi ile iligkili oldugunun bulunmasiyla desteklenmistir (Ole B. et

al. 1998).



Evrim siirecinde genetik c¢esitliligin saglanmasi, tiirlerin devami i¢in 6nemlidir.
HLA antijenlerindeki ¢esitlilik de bu silirecte es se¢imi ile iligkili olabilmektedir
(Satar G. 1992, Scott V. 1998).

Allojenik fetusu etkileyebilecek diger immiinolojik faktorler ise dogal dldiiriicti
hiicre (natural killer, NK) ve bu hiicrelerin aktivasyonundan ya da inhibisyonundan
sorumlu molekiillerdir. Hamilelikte uterustaki lenfositlerin % 70 ‘i NK hiicreleridir
(Moffett-king-A. 2002). Oldiiriicii immiinoglobulin benzeri reseptorler (Killer Ig-
like Receptors, KIR), NK hiicreleri, CD4+ aff, CD8+ aff ve yd T hiicreleri gibi
lenfoid hiicre alt gruplarinda bulunan diizenleyici molekiiller grubunun iyeleridir
(Carrington M. 2002). KIR reseptorlerinin HLA simif I molekiilleriyle iliskileri
gosterilmistir (Parham P. 2005). NK hiicre etkilesimleri ile NK hiicre aktivitesini
inhibe etmede ve saglikli hiicreleri NK aracilikli sitotoksisiteden korumada rol
oynarlar (Carrington M. 2002, Parham P. 2005). NK hiicreleri fenotipik ve
fonksiyonel 6zellikleri agisindan immiin diizenleyici ve sitotoksik etki gosteren alt
gruplar olustururlar. Bu alt gruplarin olugsmasinda hiicre yilizey belirteclerinin yani

sira KIR molekiillerinin varligi da 6nemlidir (Cooper M.A. 2001, Sherif S. 2006).

KIR genine ait ¢cok sayida allel belirlenmistir (Carrington M. 2002). KIR gen
repertuarlart incelendiginde; saglikli dogum yapan kontrol grubundaki bayanlara
gore, tekrarlayan diisiik yapan bayanlardaki inhibitér KIR genlerinin, daha az oldugu
goriilmiistiir (Varla-Leftherioti M. 2003). Baz1 arastirmalar bu verileri desteklemekle
birlikte; 6zellikle inhibitér KIR reseptorlerinden KIR2DL2’ nin tekrarlayan diisiik
yapan bayanlarda, kontrollere gére daha diisiik oldugunu bildirmistir (Flores A.C.
2007).

Bu tez calismasinda egler arasindaki doku grubu benzerlikleri ile sebebi
belirlenemeyen diisiikler arasindaki iliskinin; ayrica KIR ile HLA arasi iligkinin hasta

ve kontrol gruplarinda karsilastirilmali olarak incelenmesi amacglanmaistir.

HLA-A/B/C ve HLA-DR/DQ doku gruplarimin ve KIR allel polimorfiziminin
incelenmesi, semi-allojenik fetusun yasam devamliligini  etkileyen temel

immiinolojik mekanizmalarin anlagilmasini saglayarak, ilgili literatiire 11k tutabilir.



4. GENEL BILGILER

4.1.Major Doku Uyum Kompleksi (Major Histocompatibility Komplex-MHK)

MHK, simdiye kadar c¢alisilan biitiin omurgalilarda bulunan; bagisiklikla ilgili
fonksiyonlar1 olan ve olmayan bir gen grubudur (Trowsdale, J. 1995; Gruen, J.R. et
al. 1997). Eritrosit antijenleri 1931 yilinda Landsteiner tarafindan kesfedilmis ve kan
transflizyonu i¢in grup uyumu gerekliligi, doku/organ transplantasyonu i¢in de doku
antijenlerinin uyumunun gerekliliginden s6z etmistir. 1930°1u yillarda Peter A. Gorer
ve George D. Snell farelerde doku antijenlerinin varligindan s6z etmis ve bunlarin
gen bolgesine Doku Uyum Kompleksi adin1 vermislerdir (Schwartz B.D. 1996).
Farelerde 17. kromozomdaki bu H-2 gen bdlgesinin sentezini sagladigi doku
antijenlerine de MHK antijenleri denmistir (Schwartz B.D. 1996, Carin M. 1997,
Sebik F. 1998). MHK bagisikligi denetlemekte ve doku uygunlugunda rol
oynamaktadir (Snell, G.D. 1981). MHK; insanlarda ve farelerde iireme siireclerine;
ayrica ¢iftlesmede secicicilige etki ederek iiremeyi de etkilemektedir (Satar G. 1992,
Scott V. 1998, Milinski M. 2006). Insan MHK genlerinin proteine g¢evrilmis
bigimleri Insan Lokosit Antijeni (Human Leucocyte Antigen-HLA) diye adlandirilir.

4.2.Insan Lokosit Antijeni (Human Leucocyte Antigen-HLA)

HLA antijenlerinin olusumundan sorumlu MHK genleri 6. kromozomun kisa
kolu {izerine sentromere yakin bir bolgede (6p21.31) yerlesmis olup, yaklasik olarak
3,5- 4 Mbp’ lik bir yer kaplar (Browning M. et al. 1996, Shankarkumar U. 2004).
MHK kompleksi kendi icinde alt bolgelere ayrilir. Simif I bolgesi, MHK’ nin
telomerik ucunda yer alir. HLA -A, -B, -C olarak da taninan klasik transplantasyon
antijenlerini ve HLA —E, -F, -G gibi klasik olmayan Sinif I antijenleri kodlayan gen
lokuslarini, HLA-H, -J, -K, -L, gibi ps6dogenleri ve gen segmentlerini igerir. Sinif II
bolgesi, sentromere yakin yerlesmistir. HLA-DR, HLA-DQ ve HLA-DP molekiilleri
ile "smif II benzeri" HLA-DM ve HLA-DO molekiillerinin gen lokuslarini
bulundurur. Smif III gen bolgesi sinif I ile simif II bolgeleri arasinda bulunan doku

grubu antijenlerini kodlamayan farkli 6zellikli bir bolgedir (Abul K. Abbas, 2006).



Tiim sinif I genler 3-6 kb, sinif I genler ise 4-11 kb uzunluktadir (Browning M. et al.
1996) (Sekil 1).

INSANHLA
EROMOZOM 6 SINTF II

 SINFOMHCLOEUSU _ MHC _ SINIFIMHCLOEUSU
LOEUSU -
B o A
i i L ]

SR -
[ X T\ \ ]

DM Proteozom Kompleman Sitokinler: Smuf I Benzeri Genler
Genlen Protemler:: LTp, TNFa, LT ve Pzendo Genler
TAP1,2 C4, Faktar B, C2

Sekil 1. HLA gen bolgesinin 6. kromozom {izerinde yerlesimi ve Simf I, II, III
bolgeleri- Abul K. Abbas, 2006)’ dan degistirilerek.

4.2.1.HLA genlerinin kalittm

Tek bir kromozomda yer alan ve birbirine yakin lokuslarda bulunan allel
kompleksleri bir haplotip olarak adlandirilir. HLA haplotipleri Simif 1, II, III
allellerinden olusur. Tiim HLA genleri kodominanttir, boylece herhangi bir HLA
lokusundaki her iki allel de eksprese edilir. Bir bireyde bulunan 2 haplotip, o bireyin
HLA genotipini olusturur. Haplotipler, Mendel kurallarina uygun olarak kalitilir. Her
hiicrede anne ve baba kokenli homolog kromozomlar {izerindeki genler tarafindan
kodlanan proteinler birlikte eksprese edilirler (Sekil 2). Homolog kromozomlar
arasinda bir segment degisimi (crossing-over) olmasi ile rekombinasyon gerceklesir;
Gortilme sikligr %1-3 olup; en stk HLA-A, HLA-DP bolgelerinde goriiliir. Her
bolgede yer alan allellerin sayis1 géz oniine alindiginda; toplumlarda beklenen teorik
degerden daha az sayida haplotip bulundugu goriiliir. Bu durum, bazi allellerin
birlikteliginin rasgele olmadigin1 desteklemektedir. Bu durum “Baglant1 Esitsizligi”
(Linkage Disequlibrium) olarak bilinir ve bazi haplotiplerin korunma cabas1 olarak
aciklanmaktadir. Bu egilim, en ¢ok B-Cw, DRB1-DRB3/4/5, DRB1-DQBI arasinda
olmak tizere HLA-B ile HLA-DQB arasindaki bolge boyunca goriilmektedir. Arada
yerlesmis olan kompleman genlerini de kapsayan bazi haplotipler “genisletilmis
haplotipler” olarak adlandirilir. Hastalik iliskisi ¢alismalarinda genisletilmis

haplotipler ile kurulan iligkiler, allelik farklarla kurulan iligkilere gére daha anlaml



bulunmaktadir. Haplotiplerin frekansinda etnik farkliliklarin 6nemi biiyiiktiir (Yegin

0. 1990, Yesilli O. 1993, Dorak M.T. 2002, Shankarkumar U. 2004).

ANNE BABA
HI* H2 H3 H4
Al A3 A2 A9
B3 B7 B12 Bl4
CW1 cw2 CW3 CW5
DRI DR3 DR4 DR7
DQL DQ3 DQ2 DQ4
DP1 DP2 DP3 DP4

I I I I
Al A2 Al A9 A3 A2 A3 A9
B35 B12 B3 Bl4 B7 B12 B7 Bl4
CwWl CWw3 CW1l CW5 Cw2 CW3 Cw2 CW5
DRI DR4 DR1 DR7 DR3 DR4 DR3 DR7
DQl  DQ2 DQl  DQ4 DQ3 DQ2 DQ3 DQ4
DP1  DP3 DP1  DP4 DP2  DP3 DP2 DP4
HLooo, H4 Haplotipler

Sekil 2. Anne ve babadan, ¢ocuklara HLA antijenlerinin gecisi (Yegin 0. 1990)

4.2.2.HLA antijenleri

HLA antijenleri de eksprese edildikleri gen lokuslarina, yapisal ve fonksiyonel
ozelliklerine gore 3 smifa ayrilir. Smmif I HLA molekiilleri hemen hemen biitiin
cekirdekli hiicrelerin yiizeylerinde bulunurken Smif II HLA molekiillerin
ekspresyonlar1 daha siirhidir. Stif I HLA molekiilleri monositler, makrofajlar,
dendritik hiicreler, B hiicreleri ve uyarilmig T hiicreleri gibi bazi hiicrelerin

yiizeylerinde bulunur (Abul K. Abbas, 2006).



4.2.3.HLA antijenlerinin fonksiyonlar

Lenfositler, antijenlere 6zgiin bir immiin yanit olusmasindan sorumlu olan
hiicrelerdir. B lenfositler, immiinglobulinlerin (Ig) iiretiminden sorumludurlar. T
lenfositler ise, B hiicrelere yardim etmenin yani sira, geg tip asir1 duyarlik reaksiyonu
olusturma, virus ile enfekte hiicrelerin secilip oldiiriilmesi gibi farkli bircok
fonksiyonu stirdiriirler. B hiicrelerinin 6zglinliigli sentezledikleri antikordan
kaynaklanirken; T lenfositlerde 6zgiinliigii saglayan, T hiicre reseptorleri (TCR) ve

MHK molekiilleridir (Browning M. et al. 1996).

T hiicreleri de yabanci antijenleri HLA molekiilleri araciligi ile tanimaktadir
(Shankarkumar U. 2004). T hiicreleri tanidiklar1 HLA molekiillerine gore 2 sinifa
ayrilir. Bunlar; yiizeylerinde CD4 reseptorii tasiyan ve Sinif II HLA molekiillerini
tantyan T hiicreleri ile yilizeylerinde CD8 reseptorii tagiyan ve Smif I HLA
molekiillerini tantyan T hiicreleridir (Abul K. Abbas, 2006).

Canli yasaminin siirmesi i¢in, yabanci antijenlerin bagisiklik sistemi tarafindan
taninmast ve bunlara karsi belirli bir savunma mekanizmasinin gelistirilmesi
gerekmektedir. T hiicreleri tarafindan yabanci antijenik yapilarin taninmasi, bu
yapilarin HLA molekiilleri ile T hiicrelerine sunulmasina baghdir. HLA molekiilleri
immiin sistemin kendinden olani ve olmayani ayirt etmesinde dnemli rol oynar
(Klein, J. et al. 2000). HLA molekiilleri, tasidiklar peptid ile birlikte fonksiyonel bir
biitlin olustururlar. TCR ve MHK-peptid kompleksleri arasindaki iliski sonucunda,
hem antijeni sunan hiicrenin hem de antijeni taniyan T lenfositlerin 6zelliklerine
bagli degisebilen bir dizi sinyal, hiicre icine iletilir. Bu iliski, peptidi sunan ve

tantyan hiicrelerin aynit MHK molekiillerini tasimas1 durumunda gerceklesebilir.

Bu mekanizma, nakil graft ve tiimor reddi gibi immiin olaylarda, viriis ile
enfekte hiicrelerin parcalanmasinda ve diger immiin hiicrelerin kontroliinde rol
almaktadir. Ayrica peptid-MHK kompleksi TCR repertuvarini da belirler (Dorak
M.T. 2002). MHK molekiilleri timustaki T lenfositlerin pozitif ve negatif segimde de

belirleyicidir.



NK hiicre fonksiyonlart Smif I molekiiller aracilii ile kontrol edilmektedir.
Yiizeylerinde 6z-MHK smif I molekiilii bulundurmayan hedef hiicreler NK hiicre
cevabina neden olur. Bu olay “Oziin Kaybi (missing-self) hipotezi’® olarak
bilinmektedir. Ozellikle tiimér hiicrelerine ve viriis ile enfekte hiicrelere kars: immiin
cevapta dnemlidir. Bu hipoteze gore saglikli allojenik hiicreler de 6z-MHK allelleri
yoklugunda NK hiicrelerinin hedefi olabilirler. NK hiicre yiizeyindeki inhibitor ve
aktivator reseptOr repertuart hedef hiicrenin lizizinde belirleyicidir. Hedef hiicrede
0z-MHK sinif I molekiilii ve NK hiicresinde de inhibitor reseptor varliginda hedef
hiicre lizize ugramaz ve yasamini devam ettirebilir. Ayn1 kosullarda NK hiicresinde
aktivator reseptor varliginda bile inhibitor reseptdriin 6z-MHK ye baglanmasi NK
hiicre sitotoksisitesini baskilayabilir. Buna karsin 6z-MHK smif I molekiil
eksikliginde NK hiicre aktivasyonu ile hedef hiicre lizizi ger¢eklesmektedir (Lewis
L. et al. 2005, Vinay K. et al. 2005).

4.3.0ldiiriicii Immiinoglobulin Benzeri Reseptor (KIR-Killer Ig-Like Receptor)

KIR, MHK sinif I ligandlart olarak evrim siiresince iyi korunmus birgok tiirde
bulunan dogal ve adaptif immiin cevapta diizenleyici rollere sahip reseptor ve gen
ailesidir (Parham P. 2005). Ilk olarak NK hiicre sitotoksisitesini inhibe ve aktive
edici etkileri tanimlanmis ve bu fonksiyonel 6zelliklerine gére NK hiicre inhibe edici
reseptorler (Killer Inhibitory Receptors-KIR) ve NK hiicre aktive edici reseptorler
(Killer Activatory Receptors-KAR) olarak isimlendirilmiglerdir. Ig benzeri yapilari
anlagildiginda da NK hiicre immiinoglobulin benzeri reseptorler (Killer Ig-like

Receptors-KIR) olarak isimlendirilmistir (Vivier E. et al. 2004).

KIR reseptorleri ile HLA-A, -B, -C molekill etkilesimleri NK hiicre
aktivasyonunda ya da inhibisyonunda belirleyici rol oynamaktadir. inhibisyondan
sorumlu KIR reseptorleri saglikli hiicreleri NK hiicre aracilikli sitoliz#den koruyucu
etkiye sahiptir. Aktivasyondan sorumlu KIR reseptorleri de NK hiicrelerinin
sitotoksik aktivitesini arttirict fonksiyona sahiptirler. Ayrica KIR reseptorlerinin
IFN-y ya da TNF-a gibi immiin cevabin kontroliinde 6nemli olan sitokinlerin

salinimina etkisi de bilinmektedir (Parham P. 2005).



4.3.1.KIR genleri

NK hiicresi reseptorleri olmalarindan dolayr KIR genleri ilk olarak oldiiriicii
hiicre lektin benzeri reseptor (Killer Cell Lectin-like receptor- KLR) gen bolgesinde
aranmistir. KLR gen bolgesi farelerde 6. kromozomda yer alirken, insanlarda lektin
benzeri reseptorlerin ekspresyonunun saglandigi gen bolgesi dogal 6ldiiriicli hiicre
kompleksi (NKK, natural killer complex) kromozom 12p12.13 bdlgesinde
bulunmaktadir (Middletona D. 2002) (Sekil 3). Buna karsin KIR gen lokusu ise 12.
Kromozomda degil, kromozom 19q13.4 bolgesindeki Lokosit Reseptor Kompleksi
(LRK, Leukocyte Receptor Complex)‘ nin i¢inde yaklasik 150 kb biiyiikliigiinde
lokalize olmustur (Sekil 4). LRK bolgesinde KIR gen lokusunun disinda, lokosit
iliskili inhibitér reseptor (LAIR, Leukocyte-Associated Inhibitory Receptor) ve
immiinoglobulin benzeri transkript (ILT, immiinoglobulin like transcript) gen lokusu
ve fonksiyonel baska genler de bulunmaktadir. ILT ailesi iiyeleri de KIR reseptorleri
gibi MHK smif I molekiilleri ile etkilesime gecerek NK hiicre sitolitik aktivitesinin
inhibisyonunda ya da aktivasyonunda rol oynarlar (Parham P. 2005, Stewart C.A. et
al. 2000).
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Sekil 3. Insan 12. kromozomda ve fare 6. kromozomda KLR genlerinin
organizasyonlarinin karsilastirilmasi. Derek M. (2002) den degistirilerek
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Sekil 4. KIR genlerinin 19. kromozom iizerindeki ve LRC igerisindeki yerlesimi-
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html ‘den degistirilerek alinmistir. Erigim
23 Haziran 2008).

11



KIR genleri 9 ekson ile organize olmuslardir. Ekson 1 ve 2’ de sinyal peptid ve
olgun proteinin ilk iki aminoasidi kodlanmaktadir. Ekson 3’ te D0, Ekson 4’ te DI,
Ekson 5’ te D3 olarak isimlendirilen Ig benzeri domainler kodlanir. Ekson 6’ da D2
domainini transmembran bdlgeye baglayan kok kismi kodlanir. Ekson 7 de
transmembran kisim, Ekson 8 ve Ekson 9 da ise sitoplazmik kuyruk kodlanmaktadir

(Vilches C. et al. 2002, Stewart C.A. et al. 2006) (Sekil 5).

EKSON 1 EKSON 2 EKSON 3 EKSON 4 EKSON 5 EKSON 6 EKSON7 EKSON8& EKSON 9
34 36 282 300 294 51 102/105 53 177
Tip | KIR2DL
e H H i

34 36 28 300 294
e H H
(KIR2DS1-5)

34/40 36 285 294

|

Tip Il KIR2D
(KIR2DL4/5)

-
I

| L H-H-H-0-H
]

34 36 285 300 294 105 53 1777210

o : :
34 36 285 300 294 105 44/51 0/8

~ H H EH—
34 36 285 300 294 105 53 126

= H H -
34 0736 285 300 294

- H H
34 36 282 299 294 51 105 53 177

= : ! S

B S e e L

Sinyal DO Domaini D1 Domaini D2 Domaini KOK Transmembran Sitoplazmik
Peptid

Sekil 5. KIR geninin organizasyonu ( http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html*
den degistirilerek alinmistir. Erisim 23 Haziran 2008).
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4.3.2.KIR molekiilleri

Ekspresyonu bilinen yaklasik 14 tane KIR geni tanimlanmigstir (Tablo 1). KIR
reseptorlerinin isimlendirilmesi protein yapilarina gore yapilmaktadir. G6z Oniine
alinan kriterler; hiicre dis1 Ig domain sayisi, sitoplazmik kuyruk uzunlugu ve dizi
benzerligidir (Carrington M. 2002,www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/genefamily/kir.html

Erisim 23 Haziran 2008).

Tablo 1. KIR molekiillerinin yapisal 6zellikleri ve bilinen ligandlar1 (Moretta L.2004
‘ten degistirilerek).

KIR Hiicre Dis1 Ig Domaini Bilinen Ligand1
3DLI D0-D1-D2 HLA-Bw4
3DL2 D0-D1-D2 HLA-A3 /HLA-A11
3DL3 D0-D1-D2 ?

3DS1 D0-D1-D2 ?

2DL1 DI1-D2 HLA-CY%
2DL2,3 D1-D2 HLA-CAs80
2DS1 D1-D2 HLA-C™%
2DS2 D1-D2 HLA-CA™0
2DS3,5 DI1-D2 ?

2DS4 D1-D2 HLA-C ?

2DL4 D0-D2 HLA-G

2DL5 D0-D2 ?

KIR molekiilleri, amino ucu hiicre disinda, karboksil ucu hiicre i¢inde yer alan
tip I membran proteinleridir. Hiicre disinda 2 tane domain bulunduran molekiiller
(2D), 3 tane domain bulunduran molekiiller (3D) olarak gruplanmaktadir. Hiicre
icindeki sinyal ileti boliimleri uzun olanlar (L), kisa olanlar (S) olarak
isimlendirilirler(Carrington M. 2002). Gen diizeyinde pseudogenler de mevcuttur.

Bunlarin isimlendirmelerinde de (P) harfi kullanilmaktadir (Parham P. 2005).

Uzun sitoplazmik kuyrugu olan KIR reseptorleri sinyal iletisi i¢in 1 ya da 2 tane
“iImmiin reseptdr tirozin bazli inhibisyon motifi (ITIM)”’ barindirmaktadir. Bu
motifin (V/IxXYxxL/V) gorevi tirozinin fosforillenmesi ile SHP-1 fosfatazin
aktiflenmesi ve inhibisyon sinyalinin iletilmesidir. Yani uzun sitoplazmik kuyrugu

olan KIR reseptorleri inhibisyondan sorumludur (Middletona D. 2002).
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Kisa sitoplazmik kuyrugu olan KIR molekiilleri ise aktivasyondan sorumludur.
Aktivasyon sinyallerini adaptor proteinler araciligi ile yaparlar. immiin reseptdr
tirozin bazli aktivasyon motifi (ITAM) barindiran adaptor proteinler aktivasyonda rol
oynarlar. Kisa sitoplazmik kuyrugu olan KIR’ lar adaptor protein olarak hiicre zarina
bagli homodimerik DNAX aktive edici protein 12 kDa (DAP12, DNAX activating
protein of 12 kDa) molekiilinii kullanirlar. DAP12 19.kromozomda (19q13.4)
l16kosit reseptdr kompleksinin sentromere yakin tarafinda, LRC ile iliskili gen
bolgesinde kodlanmaktadir. Bu adaptdr molekiil ayn1 zamanda 6ldiiriicii hiicre
aktivator reseptor ile iliskili protein olarak da bilinir (KARAP-killer cell activating
receptor-associated protein) (Carrington M. 2002). KIR molekiiliiniin hiicre zari ile
temas ettigi bolgedeki pozitif yiiklii amino asit sayesinde gerceklesen KIR molekiilii
ve adaptor protein DAP12 etkilesimi ile Syk tirozin kinazlar ve zeta ({) eslik¢i 70
kDa protein (ZAP70) sinyal yolu aktiflenir. Boylece hiicrenin sitolitik aktivitesi artar
(Carrington M. 2002, Middletona D. 2002) (Sekil 6). Hiicre yiizeyinde inhibitor ve
aktivator KIR reseptorleri birlikte eksprese olmaktadir. Her iki reseptdriin de sinyal
aldig1 durumlarda hiicrenin inhibitér sinyaller dogrultusunda davrandigi, inhibitor
sinyallerin aktivator sinyallere gore daha baskin oldugu bildirilmistir (Parham P.

2005).

HEDEF HUCRE
N\

A LY

HLA-C% 8 HLA-C

KIR2DL. KIR2DS

SHP1 ITIM DAP12| ZAP70/Syk
Fosfataz i
ITIM ITAM‘ kinaz

v v

INHIBISYON AKTIVASYON
NK HUCRESI

Sekil 6. KIR inhibisyon ve aktivasyon sinyali — (Derek M. 2002’ den degistirilerek).
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Bu isimlendirme sisteminin disinda ayrica “Cluster of Differentiation (CD)”
isimlendirme sistemi ile de isimlendirilmektedir. Bu sisteme gore KIR molekiilleri
“CD158” olarak tanimlanmiglardir. Alt gruplar ise harflerle ifade edilmektedirler.
KIR2DL1 (CD158a), KIR2DL2 (CD158bl), KIR2DL3 (CDI158b2), KIR2DL4
(CD158d), KIR2DL5 (CD158f), KIR3DL1 (CD158el), KIR3DL2 (CD158k),
KIR2DS1 (CD158h), KIR2DS2 (CD158j), KIR2DS3 (CD karsilig1 yok), KIR2DS4
(CD1581), KIR2DS5 (CD158g), KIR3DS1 (CD158e2) olarak isimlendirilmektedir
(Strtompeter S. et al. 2002). Ancak bu sistem yapisal ve fonksiyonel olarak bilgi
vermediginden monoklonal antikorlarin isimlendirilmesinde kullanilmaktadir (Hsu

K.C. et al. 2002).

KIR molekiilleri DO, D1 ve D2 olmak iizere 3 cesit hiicre dis1 domain
barindirabilmektedir. 2 tane hiicre disi domain iceren KIR reseptorlerinde DO
domainin bulundurmayanlar “tip 17, D1 domaini bulundurmayan KIR reseptorleri ise

“tip 2” olarak ayrilmaktadirlar (Carrington M. 2002) (Sekil 7).

KIR2DL KIR2DS KIR2DL KIRZDL KIR3DL KIR3DS
Tip 1 Tip I Tip II Tip II

N N N
») w) ®m) =) ) o)
2) o)

CK = LK
oL KIR2DS1 oL e YL KIR3DS1
KIRZDSZ2
L KIR2DSS YKl mts
KIRZDS4
KIRZ2DS5
KIRZDL KIRZDL4 KIRZDLSA KIRZDLA
KIRZDLZ3 KIRZDLSE KIR3DLZ
KIRZDL3

Sekil 7. KIR Molekiillerinin Domain Yapilari (Carrington M. 2002, den degistirilerek)
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4.3.3.KIR haplotipleri

KIR genlerinin kromozom {izerindeki dizilimine gore; gen sayis1 7-12 arasinda
degisen Haplotip A ve Haplotip B olmak {izere baslica 2 haplotipi belirlenmistir. Her
iki haplotipte de degismeyen c¢at1 bolgelerini olusturan korunmus genler
bulunmaktadir. Bunlar 3DL3, 3DP1, 2DL4, 3DL2 genleridir. Bu genlerin disinda her
iki haplotipte de bulunabilen genler de vardir. Bunlar: 2DP1 ve 2DL1’ dir. Bu
genlerin disinda haplotipler arasindaki fonksiyonel farki belirleyen faktorler
icerdikleri aktive edici gen sayisidir. Haplotip A 2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DS4, 3DLI1,
3DL2 ve 3DL3 gen allellerinden olusurken Haplotip B’ de bu genlere ek olarak
2DL2, 2DL5, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DSS5, 3DS1 gen lokuslar1 da vardir (Parham P.
2005) (Sekil 8).

insan KIR Lokusu
\ \
Sentromerik Boliim Telomerik Bélim

\ | \ |

30L3 || 2ne3 || 2oP1 || 2DL1 | 3DP1 oDl4 || apLt || 2ps4 | pLe -
M5 M6 M2 o [ 5 0 M6 18 —| 13 [eplotpA
- 5DL3 2%” 2DP1 = 2DL1 F— 3DP1 2014 — 30557 30L2 +~Haplotip B

2DS2 | | 2DL5B || 2DS3 2DL5A || 2085 __| 2D

7 3 3 1 5 4

Sekil 8. KIR haplotiplerini olusturan gen igerikleri-Parham (2005)’ den degistirilerek

Her NK hiicresi genomda bulunan tiim KIR genlerini eksprese etmez (Parham P.
2005). KIR genlerinin NK hiicre yiizeyinde alt kiimeler halinde eksprese olmasi,
eksprese edilmeyecek genlerin DNA metilasyonu ile transkripsiyonlarinin
engellenmesiyle sabitlenir. Boliinen NK klonlarindan tiirevlenen yeni hiicrelerde de

ayni KIR genleri eksprese olmaktadir (Strtompeter S. et al. 2002).
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4.4. KIR Ligandi Olan Klasik HLA Simf I Molekiilleri
4.4.1.HLA-C1 ve HLA-C2 Gruplarn

KIR ligand1 olarak tanimlanmig, MHK sinif I molekiilleri igerisindeki HLA-C
molekiiliinlin, agir zincirindeki al heliksinde, 80. pozisyonda iki farkli aminoasit
bulunabilir. Bunlar Lizin (Lys) ve Asparjin (Asn)’ dir. 80. pozisyondaki Lys ya da
Asn aminoasitlerinin varligina gére HLA-C molekiilleri C1 ve C2 olmak iizere 2
gruba ayrilirlar (Middletona D. 2002, Parham P. 2005) (Tablo 2). HLA molekiilii ve
KIR reseptor etkilesimi tek aminoasit degisimine karst oldukca hassastir. HLA-C
molekiiliiniin al zincirindeki bu 6zellik dolayisiyla KIR reseptorlerin, hiicre disi
domain yapisinda da farkliliklar mevcuttur. KIR2DL2 ve KIR2DL3 molekiillerinin
D1 domaininin 44. pozisyonundaki aminoasit Lys iken, KIR2DL1 molekiiliiniin D1
domainindeki 44. Pozisyondaki aminoasit Metionindir (Met). KIR2DL2, MHK-C1
grubu molekiillere baglanirken (Lys44-Asn80), KIR2DL1 ise MHK-C2 grubu
molekiillere baglanabilmektedir (meth44-Lys80). Yapilan c¢aligmalarda HLA-
C1/KIR reseptor etkilesiminin; HLA-C2/KIR reseptor etkilesiminden daha zayif
oldugu sonucuna varilmistir (Parham P. 2005). Bunun yaninda KIR2D ve HLA-C
baglanma ¢alismalarinda, C1 ve C2 alt gruplarinin KIR reseptorlerine baglanmasinda
yiizeydeki diger reseptorlerin gerekli olmadigi bildirilmistir (Natarajan K. 2002).
HLA-C molekiiliiniin, agir zincirindeki al heliksinde, 80. Pozisyonda Lys bulunmasi
HLA-C’ yi aym pozisyonda Asn bulunduran HLA-B ve diger MHK smf I
molekiillerinden ayirmaktadir (Parham P. 2005).
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Tablo 2. HLA-C molekiiliiniin agir zincirindeki o heliksindeki amino asit farkina
gore C1 ve C2 gruplart ((Derek M. 2002 den degistirilerek).

MHK-C1 GRUBU

MHK-C2 GRUBU

HLA-Cw *01

HLA-Cw *03 (0307/15 harig)
HLA-Cw *0411

HLA-Cw *0611

HLA-Cw *07 (0707/09 harig)
HLA-Cw *08 (0810 harig)
HLA-Cw *12 (1204/05/09 haric)
HLA-Cw *14

HLA-Cw *1507

HLA-Cw *1601/04/06

HLA-Cw*02

HLA-Cw *0307/15
HLA-Cw *04 (0411 harig)
HLA-Cw *05

HLA-Cw *06 (0611 haric)
HLA-Cw *0707/09
HLA-Cw *0810

HLA-Cw *1204/05/09
HLA-Cw *15 (1507 harig)

HLA-Cw *1602

HLA-Cw *17
HLA-Cw *18

4.5.Hamilelik ve immiinite

Hamilelikte anneye ve fetusa ait immiin sistemin yeterli ve dogru calismasi
fetusun yasamini devam ettirebilmesi icin ¢ok 6nemlidir. ilk baslarda fetus, izole
durumda steril bir ¢evrede gelisir ve fetus i¢in immiin sistem ¢ok gerekli degildir.
Ancak hamileligin ilerleyen donemlerinde anneye ait immiin sistemdeki
degisikliklerle birlikte fetus immiin sisteminin de farklilagmasi, gebeligin saglikli

gelisimi i¢in gereklidir (Tillery A. et al. 2006).

Hamilelik siirecinde maternal immiin cevap cesitli faktorlerin  etkisiyle
baskilanmaktadir. Bu baskilanma hem hiicresel hem de hiimoral immiin sistemde
gozlenmektedir. Hamile bayanlarda timusun dramatik olarak degisime ugradigi,
timus korteksinin biiziisiip, medullanin biiyiidiigii bilinmektedir. Gebeligin sonunda,
timus agirligl ve timosit sayist belirgin bigimde azalir. Timustaki bu gerilemenin
cesitli hormonlar kontroliinde oldugu, laktasyon durunca timusun hizla normale
dondiigli goriilmiistiir. Bu degisimlerin paternal ya da fetal antijenlere karsi
potansiyel reaktif klonlarin delesyonu ile iliskili olabilecegi diisiintilmektedir(Clarke
A.G. et al. 1994). Timustaki bu degisime ragmen hamilelikte periferik kanda

maternal T hiicre, T hiicre alt grup sayis1 ve B hiicre sayisinin degigsmedigi bir¢ok
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arastirmact tarafindan bildirilmistir. Buna karsin T hiicre fonksiyonunda azalma
goriilebilmektedir (Tillery A. et al. 2006). Th1 ve Th2 sitokin dengesi incelendiginde
ise Thl sitokin profilinin gebelik siiresince baskilandigi ve dengenin Th2 yoéniine
kaydig1 goriiliir. Hamile bayanlarda Th1/Th2 sitokin orani belirgin bigimde diistiktiir
ve bu oran, dogumdan sonra da bir siire devam eder(Moncayo H. et al. 1994).
Th1/Th2 sitokin oraninda Th2 sitokinlerinin baskinligi o6zellikle feto-plasental
cevrede belirgindir. Desidual Th1 hiicrelerinin azalmasi, Fas-FasL aracilig1 ile olusan
apoptoz ile iliskilendirilmistir (Reinhard G. et al. 1998). Trofoblastik hiicreler
CDO5L sentezlemektedirler. Bu sekilde trofoblastlar, tehlike yaratabilecek T
hiicrelerini apoptoza yonlendirerek elimine ederler(Thellin et al. 2000). TNF-a
yapimi gebelik siiresince artsa bile, sitokin, sinsityotrofoblastlar tarafindan
sentezlenen salgisal TNF-a reseptorleri ile notralize edilebilir (Lin H. et al. 1993).
Hamilelikte dengenin Th2 yoniine kaymasi fetusa karsi gelistirilen tolerans ile
iligkilendirilmektedir. Bazi arastiricilar da  hamilelikte immiin sistemin
baskilanmasinin patojen istilasi i¢in bir firsat olabilecegini, boyle bir durumun da
tiirlin gelecegini riske atacagini sOylemislerdir. Aslinda gebelikte immiin sistemin
baskilanmadigi, hamile bayanlardaki bir¢cok hiicrenin hamile olmayan bayanlar ile
ayni1 say1 ve fonksiyonda oldugunu bildirmislerdir. Buna karsin hamilelikte NK hiicre
fonksiyonu, Ozellikle sitotoksik kapasiteleri ve IFN-y sentez kapasiteleri

azalmaktadir (Tillery A. et al. 2006).
4.5.1.Allograft olarak fetus

Fetus immiinojeniktir ve gebeligin 12. haftasinda fetal HLA Sinif II antijenleri
belirirler. Yar1 antijen yapisi babaya ait (paternal) oldugu i¢in fetusa, esas itibariyle
bir semi-allograft’tir. Ancak aralarinda ylizeyel bir organ-graft benzerligi bulunsa
bile semi-allogenik plasenta ve maternal uterus arasindaki iligkiler, transplantasyon
biyolojisinde gegerli kurallara gore yonetilemez. Implantasyon, fetustan koken almis
yabanci hiicrelerin belli dl¢lide maternal dokulara invazyonunu gerektirmektedir.
Gebeligin olusmast ve giivenle siirmesi, aslinda fetal ve paternal antijenlere karsi
immiin tepkisizligi degil, tam tersine maternal bir immiin tepkinin dogmasini gerekli
kilmaktadir. Anne ve babanin MHK yakinlhiginin fazla oldugu durumlarda

tekrarlayan spontan diisiiklerin sayisinin arttigina yonelik bazi raporlar da bir immiin
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aktivasyonun gerekliligi hipotezini desteklemektedir. Bu calismalarda kadinlar,
babanin MHK antijenleri (lenfositleri) ile asilandiklar1 taktirde, anti-paternal

antikorlarin olustugu ve diisiiklerin 6nlenebildigi iddia edilmektedir(Yasar B. 2006).

Hamilelikte fetusa karsi maternal bir immiin tepki vardir ve bu tepki 12.
haftadan itibaren artan titrede anti-paternal HLA antikorlarinin ve paternal antijenlere
kars1 maternal sitotoksik T hiicre cevabinin gelismesi olarak agikca belirir. Ancak
fetal/paternal antijenlere karsi immiin cevabi diizenleyen mekanizmalar fetusun
yasami i¢in Onemlidir. Fetusun saglikli gelisimi, maternal immiin sistemin
baskilanmasindan ziyade, farkli tolerojenik mekanizmalarin varligi ile agiklanmaya

calisilmaktadir (Tillery A. et al. 2006).

4.5.2.Plasenta

Plasentaya, gebelikteki fizyolojik aktiviteleri diizenleyen bir immiin organ gibi
degerlendirilebilir. Plasenta, anne ve fetus arasindaki besleyici maddeler ve gaz
degisiminin yapildig1 baslica yerdir. Plasenta iki eleman1 bulunan, anne ve fetusa ait
bir organdir. Koryon kesesinden gelisen bir fetal kisim ve endometriyumdan kdken

alan bir maternal kismi1 vardir.

4.5.2.1.Plasenta’nin gelisimi

Sperm oosite girdikten sonra, spermin basi kuyruktan ayrilir ve erkek
pronukleusu olusturmak i¢in genisler. Fertilizasyon, pronukleuslarin birlesmesi ve
zigotun ilk mitotik boliinmesinin metafazinda anne-babadan gelen kromozomlarin
birbirine karismasi ile tamamlanir. Zigot uterin tlipler boyunca uterusa giderken bir
seri mitotik hiicre boliinmesi baslar ve blastomer adi verilen boyut olarak kiiclik bir
dizi hiicre olusur. Fertilizasyondan yaklasik 3 giin sonra 12 ya da daha fazla
blastomerin olusturdugu hiicre yumagi olan morula uterusa girer. Morulanin uterusa
girmesinden kisa bir siire sonra yaklagik olarak fertilizasyondan 4 giin sonra, morula
iginde siviyla dolu bir bosluk goriiliir, buna blastosist boslugu ya da blastosel denir

(Veeck L.L. 1991).
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Uterustan gelen sivi zona pelusidayr gecerek bu bosluklart olusturur. Blastosist
boslugunda siv1 arttikga, blastomerleri iki béliime ayirir. Ince dis tabaka trofoblast
adini alir ve plasentanin embriyonik kismini olusturur. Merkezi yerlesim gdsteren bir
grup blastomer embriyonun baslangici olmasi nedeniyle genellikle embriyoblast

adimi alir.

Gelisimin bu basamagindaki olusuma blastosist denir. Blastosist endometrial
epitele tutunduktan hemen sonra, trofoblastlar hizla ¢ogalmaya baslar ve yavas yavas
iki farkl1 tabakaya ayrilirlar. Bu tabakalar sitotrofoblast ve sinsityotrofoblasttir. Ig
tabaka hiicresel trofoblastlar sitotrofoblastlar olarak adlandirilir. Hiicre sinir1
gozlenmeyen cok ¢ekirdekli protoplazmik bir kitle ile olusan dis tabaka ise sinsisyal
trofoblast (sinsityotrofoblast) olarak adlandirilir. Sinsityotrofoblastin parmaga benzer
cikintilart yaklasik olarak 6. giinde endometrial epitele dogru uzanir ve bag dokusu
icinde ilerler. ikinci haftanin sonunda Sitotrofoblast hiicrelerinin proliferasyonu ile
Sinsityotrofoblast igerisine dogru biiyiiyen hiicresel genislemeler ile primer koryonik
villuslar olusturulur. Plasentanin anneye ait kismi ise, desidua bazalis tarafindan
olusturulur (Sekil 9). Dordiincii ayin sonunda desidua bazalis, hemen hemen tiimiiyle

yerini plasentanin fetal kismina birakir.
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Sekil 9. Insan plasenta olusumu (Moffett A. Loke C. 2006’ dan degistirilerek).
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Desidua, gebe endometriumuna karsilik gelir, hamile bir kadindaki fonksiyonel
endometrium tabakasidir. Implantasyon bélgesiyle iliskisine gore desidua, ii¢ tabaka

halinde isimlendirilir:

1. Desidua bazalis, gebelik materyalinin (embriyo) dip kismindaki anneye
ait plasentayi olusturan desidua tabakasidir.

2. Desidua kapsiilaris, gebelik materyalini kusatan desiduanin yiizeyel
tabakasidir.

3. Desidua pariyetalis (desidua vera) ise geriye kalan desidua tabakasidir

(Aplin J.D. 1991).

Sinsisyotrofoblastlarin bulundugu koryon zar1 yakinindaki pek c¢ok desidua
hiicresi dejenere olur ve anne kani ve uterus salgilariyla birlikte embriyonun
beslenmesi i¢in zengin bir kaynak saglar. Desidua hiicrelerinin 6nemi tam olarak
anlasilamasa da bu hiicrelerin sinsisyotrofoblastlarin kontrol edilemeyen saldirilarina
kars1 anneye ait dokular1 koruduklar1 ve hormon yapimiyla ilgili olduklar ileri

stirilmektedir (Loke Y.W. et al. 1995).
4.5.2.2.Semi-Allograft olarak plasenta

Koryonik kese plasentanin bir kismin1 olusturdugundan, hem babaya hem de
anneye ait genlerin gectigi, embriyoyu ve embriyo disindaki yapilar1 olusturacak
dokular, anne tarafindan uterus igerisinde bir allograft olarak algilanabilir. Kan
sinusoidleri igerisinde maternal immiin hiicrelere maruz kalmasina ragmen, ylizen
koryonik villuslarin sinsisyotrofoblast hiicrelerinde MHK antijenlerinin bulunmayzist,
red cevabini uyandirmaz (Faulk W.P. et al., 1976). Bununla beraber bagl villuslari
olusturan ve uterin desidual dokuyu invaze eden ekstravilloz sitotrofoblast hiicreleri
MHK smif I antijenlerini (HLA-G) ekspresse etmektedir. Bu hiicreler desidua
icerisinde maternal T lenfositler ve NK hiicrelerine maruz kalmaktadir ve bu nedenle
immiin saldirinin potansiyel olarak hedefidir (Ian L. et al., 2006). Bu hiicrelerin

korunmasinin en az iki mekanizma yoluyla gerceklestirildigine inanilmaktadir.
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Birincisi desidual hiicrelerin, desidua igerisinde T ve NK hiicrelerinin
aktivasyonunu Onleyen prostaglandinler E2 gibi aktif immiinsupressér molekiilleri

lokal olarak iiretmeleridir (Parhar R.S. et al. 1989).

Ikincisi ise, ekstravillus trofoblast hiicrelerindeki MHK smif I antijenlerinin
ekspresyonudur. Ekstravillus trophoblast hiicrelerinde ekspresse olan, klasik olmayan
MHK smif I antijenlerinden HLAG’ nin nonpolimorfik yapisi ve NK hiicre inhibitor
reseptorleriyle olan etkilesimleri bu hiicreleri maternal immiin cevaptan koruyan

faktorlerdendir.

Plasental trofoblast hiicreleri ylizeylerinde Smif II MHK molekiilleri
bulundurmazlar. Insan viicudundaki tiim diger hiicrelerden farkli olarak, trofoblast
hiicrelerinin yiizeyinde klasik Sinif I MHK transplantasyon antijenlerinden HLA-A
ve HLA-B bulunmaz. Bunun yerine, plasental hiicrelerin bir alt grubunun, 6zellikle
villus dis1 sitotrofoblastik (ekstravillus sitotrophoblast) hiicrelerin yiizeyinde klasik
Simif [-MHK iiriinii olan HLA-C ve klasik olmayan MHK sinif I antijenlerinden
HLA-E ve G bulunurlar (Ian L. et al.,, 2006). Immiin sistemde NK hiicreleri
yiizeylerinde MHK olmayan hiicreleri tantyip sitotoksik aktivite ile bu hiicreleri
elimine ederler (Lewis L. et al. 2005, Vinay K. et al. 2005). Trofoblast hiicrelerinin
yiizeyinde hi¢cbir MHK molekiiliinlin bulunmamasi bu hiicreleri implantasyon
bolgesinin her tarafinda yaygin olarak bulunan NK hiicrelerinin hedefi haline
getirecektir. Trofoblast hiicrelerinin yiizeyindeki HLA-C, -E ve -G, NK hiicreleri
araciligiyla dogrudan 6ldiiriilmeden korunmaya ek olarak, NK hiicre fonksiyonlarini
inhibe edici reseptdr etkilesimleriyle maternal immiin cevabi1 baskilayic1 ya da

toleransi artirici rollere de sahip olabilirler (Ian L. et al., 20006).
4.5.3.Spontan abortus

1977 yilindan 6nce diisiik, 28. haftadan 6nce sonlanan gebelikler i¢in kullanilan
bir tanim iken; 1977 yilinda Diinya Saglhk Tegkilati, gebelik {iriiniintin agirligi ve
gebelik siirecini kriter alarak yeni bir abortus tanimi getirmistir. Bu tanima gore; 20.
gebelik haftasindan once, 500 gramdan daha az embriyo veya fetus ve eklerinin,
tamaminin ya da bir kisminin uterus kavitesi disina atilmasi olayma abortus

denilmektedir (Boztosun A. et al. 2004). Spontan abortuslar mekanik ya da
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farmakolojik miidahale ve zorlama olmadan gebeligin 20. gebelik haftasindan dnce
sonlanmasidir. Kadin yas1 arttikca spontan abortus riski artmaktadir. Klinik olarak
saptanmig gebeligi olan 20 yasindan kiiclik kadinlarda spontan diisiik oran1 %12 iken
40 yasin iizerindeki kadinlarda bu oran %26 olarak tespit edilmistir (Harlap S. et al.
1980).

Spontan abortuslar, etyolojilerindeki farklilik nedeniyle, sporadik spontan
abortuslar ve rekiirrent spontan abortus (RSA)’ lar seklinde iki bashk altinda
incelenmektedir. RSA; son mensturasyon tarihinden itibaren 20 haftadan 6nce klinik
olarak fark edilmis ii¢ veya daha fazla gebelik kaybina denir. Son yillarda iki
abortusu olan olgular da bu smiflamaya alinmaktadir (Boztosun A. et al. 2004).
Etiyolojide anatomik anomaliler %12-16, endokrinolojik sorunlar %17-20,
enfeksiyonlar %0.5-5, antifosfolipid antikor sendromu (APAS) dahil immiinolojik
faktorler %20-50 oraninda tekrarlayan gebelik kayb ile iligkili bulunmustur. Tam bir
degerlendirmeden sonra bile vakalarin yaklagik yarisinda olas1 bir neden bulunamaz
(Stephenson M.D. 1996). RSA sebepleri; genetik, endokrinolojik, anatomik,
immiinolojik, mikrobiyolojik ve kisisel sebepler olarak siniflandirilabilir (Boztosun

A. et al. 2004).

Maternal lenfositlere fetal antijen sunumunun olmayist ve NK hiicre
fonksiyonundaki azalma, arastirmacilart MHK molekiilleri ve KIR reseptorlerinin
hamilelikteki 6nemini arastirmaya yonlendirmistir. Cesitli gruplar, MHK genlerinin
ya da molekiillerinin tekrarlayan diisiiklerde rol oynadigimi ileri slirmiislerdir
(Mclntyre J.A. et al. 1983-Johnson P.M. et al. 1988-Wagenknecht D.R. et al. 1997-
Sbracia M. et al. 1996). Baz1 arastiricilar, esler arasindaki HLA uyum artiginin,
trofoblastlarda immiin tanimanin bozulmasina neden oldugunu ve diistiklerin
meydana geldigini diisiinmiislerdir. Ancak HLA uyumunun artmasinin diisiiklere
neden oldugu net olarak gosterilememistir (Kruse C. 2004). KIR gen repertuarlari
incelendiginde; saglikli dogum yapan kontrol grubundaki bayanlara gore, tekrarlayan
diisiik yapan bayanlardaki inhibitér KIR genlerinin, daha az oldugu gorilmiistiir
(Varla-Leftherioti M. 2003). Bazi1 arastirmalar bu verileri desteklemekle birlikte;
Ozellikle inhibitor KIR reseptorlerinden KIR2DL2’ nin tekrarlayan diisiik yapan
bayanlarda, kontrollere gore daha diisiik oldugunu bildirmis ve KIR haplotipleri ile
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HLA-C’ nin C1 ve C2 alt grup etkilesimlerinin 6énemine dikkat ¢ekilmistir (Flores
A.C. 2007, Sharkey A.M. et al. 2008).

Bu tez ¢alismasinda esler arasindaki doku grubu benzerlikleri/farklari ile sebebi
belirlenemeyen diisiikler arasindaki iligkinin; ayrica KIR ile HLA arasi iligkinin hasta

ve kontrol gruplarinda karsilastirilmali olarak incelenmesi amacglanmaistir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1.Hasta Secimi

Calisma grubundaki hastalar Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali ve Memorial Hastanesi in-vitro Fertilizasyon
(IVF), Androloji ve Genetik Boliimii hastalarindan secilmistir. Kliniklere tekrarlayan
diisiik nedeniyle bagvuran, en az 3 en fazla 6 diisiik yapmis, hi¢ basarili gebelik
sonlanim1 olmayan eslerde calismaya katilma kosullari; servikal mukus kiiltiiriiniin
(Chlamydia/Ureaplasma) negatifligi; karyotip analizlerinin normal olmas;
Hiperprolaktinemi/Hiperandrojenemi gibi hormonal anomaliler olmamasi; diabet,
hiper- ya da hipotiroidi gibi endokrin bir hastaligin olmamasi; Anti Niikleer Antikor
ve/veya anti-Kardiyolipin otoantikorlarinin negatifligi; ve semen analizlerinin normal
olmasidir. Calisma, klinik se¢imleri yukaridaki kriterlere gore tamamlanmis ve
tekrarlayan diisiikleri yukaridaki olasi nedenlerden higbiri ile agiklanamadigi igin

RSA olarak tanimlanan 32 giftte gerceklestirilmistir.

Hastanemize 1996-2006 yillar1 arasinda transplantasyon donorii olarak bagvuran,
toplam 1306 saglikli bireyin HLA tiplemesi ¢alisma grubumuza kontrol olarak

kullanilmaistir.
5.2. DNA lzolasyonu

RSA tanist konmus 32 ¢iftten toplam 64 DNA, silika boncuk temelli yontem ile
izole edilmistir. DNA izolasyonu i¢in hastalarin ve saglikli kontrollerin 6n kol
venlerinden EDTA’ 11 tiiplere alinan 5 ml vendz kan steril 15 ml’ lik Falcon tiiplerine
aktarildiktan sonra lizerine 10 ml eritrosit pargalayici tampon olan amonyum bazl bir
lizat solusyonu (0.155M NH4CL, 0.01M KHCOs3, 0.127M EDTA) ilave edilerek oda
sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. 800 rpm’de, 10 dakika santrifiij edilerek
cekirdekli hiicrelerin dibe ¢okmesi saglanmis, siipernatan uzaklastirilmistir. Daha
sonra peletin lizerine 10-12 ml serum fizyolojik eklenerek oda 1sisinda 1500 rpm’de
10 dakika santrifiij edilerek yikanmistir. Siipernatan dikkatlice uzaklagtirildiktan

sonra pelet DNase RNase free ependorflara transfer edilmistir. Uzerlerine 1ml silika
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bazli soliisyon olan Guanidin Soliisyonu I eklenmis, vorteks yardimiyla karigtirilarak
oda sicakliginda en az 10 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda tekrar
vortekslenerek ependorf santrifiijiinde 10000 rpm’ de 5 saniye santrifiij edilmistir.
Stipernatan uzaklastirildiktan sonra peletin tlizerine 1 ml Guanidin Soliisyonu II
eklenmistir. Vorteks ile c¢okelti dagitilmig ve 10000 rpm’ de 5 saniye santrifiij
edilmistir. Bu igslem 2 kez tekrar edilmistir. Siipernatan dikkatlice uzaklastirildiktan
sonra yikama islemi igin peletin {izerine 1 ml Propanol Yikama Soliisyonu eklenerek
vorteks yardimiyla ¢okelti dagitilmig, 10000 rpm’ de 5 saniye santrifiij edilmistir. Bu
islem de 2 kez tekrarlanmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatan uzaklastirilmis,
peletin lizerine 1 ml etanol eklenmis, vortekslendikten sonra 10000 rpm’ de 30
saniye santrifiij edilmistir. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra ependorflar kurutma
kagidinin {izerine ters ¢evrilerek konmus ve 15 dakika etanoliin ugmasi beklenmistir.
Etanoliin ugmasi1 bittikten sonra peletin tizerine 200 pl steril distile su eklenmis
vortekslenerek 65°C” de 10 dakika inkiibe edilmis DNA’ nin silikadan uzaklagsmasi
saglanmistir. Inkiibasyon sonrasinda 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis, daha
sonra DNA’y1 barindiran siipernatan, dikkatlice steril DNase RNase free ependorfa

alimmustir.

Izole edilen DNA’ lar %1,8 veya %2’ lik agaroz jelde vyiiriitiiliirek saflik
dereceleri degerlendirilmistir. Agoroz jel’ de 1 ng’ a kadar DNA izlenebilir. Ancak
genelde pg seviyesinde kullanilir. Yiikleme tamponu seker ve boya (bromfenol blue)
icermektedir. DNA / Yiikleme Tamponu oranmi 1/1 veya 2/1 olarak belirlenmistir.
Ornekler eksi (-)’ den art1 (+)” ya dogru yerlestirilmis, yiiriitme tamponu (1X TBE)
jelin {stlinli 6rtecek miktarda hazirlanmistir. 5 dakika 150 volt’ ta elektroforez
yapildiktan sonra ultraviyole (UV) 1s181n altinda kuyucuklarda DNA kirmizi bir ¢izgi
olarak belirlenmistir. DNA elde edildiginden emin olunduktan sonra diliisyon
oranlar1 belirlenmis, ependorflar etiketlenerek -20°C’lik derin dondurucuya

kaldirtlmistir.
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5.3. HLA Doku Grubu Tiplendirilmesi

Bireylerdeki HLA-A, B, C, DR, DQ doku grubu tiplendirilmesi PCR-SSP
(polimeraz zincir reaksiyonu-diziye 0zgii primer) ile belirlenmistir. Doku Grubu
tiplemesi  i¢in, Marmara Universitesi ~Hastanesi Hematoloji-immiinoloji
Laboratuvari’nda rutin olarak kullanilmakta olan, One Lambda firmasina ait <> Micro
SSP Generic/Allele Specific HLA Class I and Class II DNA Typing’’ test kitleri

kullanilmastir.

PCR icin kullanilan amplifikasyon programi 3 asamali olarak uygulanmgtir. ilk
asamada 96 ° C 130 saniye, 63 ° C de 60 saniye 1 dongii; ikinci asamada 96 ° C 10
saniye, 63 ° C de 60 saniye 9 dongii; son asamada 96 ° C 10 saniye, 59 ° C da 50
saniye, 72 * C 30 saniye 20 déngii yapilmustir. Elde edilen PCR iiriinleri, etidyum
bromiir (EtBr) ilave edilmis %2,5’lik agaroz jele yiiklenerek, elektroforez tankinda

150kV akim altinda 4 dakika yiiriitiilerek, UV transilliiminatori ile goriintiilenmistir.

Sonuglar degerlendirme sablonlari ve One Lambda DNA/LMT Software
Version 3.98 2006081 1a programu ile degerlendirilmistir.

5.4. KIR Allellerinin Belirlenmesi

Bireylerdeki KIR allel polimorfizmini saptamak i¢in, PCR-SSO ve boncuk
(polimeraz zincir reaksiyonu-diziye 6zgii oligoniikleotid) temelli bir kit kullanilmistir
(One Lambda Inc, CA, ABD). SSO ile saptanan belli bashh KIR allelleri ve NK

hiicreleri tizerindeki fonksiyonlar1 Tablo 3’ te gdsterilmistir.
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Tablo 3. SSO ile saptanan belli bagli KIR allelleri ve fonksiyonlari.

KIR Alleli Fonksiyonu
KIR2DL1 inhibitor
KIR2DL2 inhibitor
KIR2DL3 inhibitor
KIR2DL4 inhibitor
KIR2DL5 inhibitor
KIR2DP (-)
KIR2DS1 aktivator
KIR2DS2 aktivator
KIR2DS3 aktivator
KIR2DS4 aktivator
KIR2DS5 aktivator
KIR3DL1 inhibitor
KIR3DL2 inhibitor
KIR3DL3 inhibitor
KIR3DP1 (-)
KIR3DS1 aktivator

PCR icin kullanilan amplifikasyon programi 4 asamali olarak uygulanmstir. ilk
asama 96°C de 180 saniye 1 dongii, ikinci asama 96°C 20 saniye, 60°C 20 saniye,
72°C 20 saniye 5 déngii, ticiincii asama 96°C 10 saniye, 60°C 15 saniye, 72°C 20
saniye 30 dongii, dérdiincii asamada 72°C 10 dakika 1 déngii yapildiktan sonra, PCR

islemi +4 ° C’de sonlanmustur.
Amplifikasyon ile ekzon 3, ekzon 5, ekzon 7, ekzon 9 bolgeleri cogaltilmistir.

Sonuglar “Luminex XY Platform’” ve “Luminex Data Collector Software/HLA

Visual Software 2.2.0°” ve ayrica degerlendirme sablonlar1 ile degerlendirilmistir.
5.5. Istatistiksel Analizler

Sonuglar, gereksinime gore Fisher’in kesin Ki-kare testi ile ve/veya Pearson-
rank korelasyon analizi ile test edilmis (SPSS 14.0 veya GraphPad programlari
deneme versiyonlar1 kullanilarak) ve p degeri 0.05’in altinda olan analizler anlaml

olarak degerlendirmeye alinmistir.
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6. BULGULAR

6.1. RSA Hastalarinda HLA Doku Grubu Dagilimlar:

RSA tanist konmus bayanlarda ve eslerinde HLA-A/-B/-C ve HLA-DR/-DQ

doku gruplar1 incelenmis ve en sik rastlanan {i¢ allel belirlenmistir.

6.1.1.RSA’ I Bayanlarda En Sik Rastlanan HLA Allelleri

RSA tanis1 konmus bayanlarda en sik rastlanan HLA allelleri HLA-A*02
(%20,3), HLA-B*35 (%26,6), HLA-Cw*04 (%23,2), HLA-DR*04 (%18,8), HLA-
DQ*03(%44,4) olarak bulunmustur (Tablo 4).

Tablo 4. RSA’ 11 bayanlarda en sik rastlanan ilk ii¢ HLA alleli

HLA A Alleli Yiizde (%)
A*02 20,3
A*03 172
A*24 14,1
HLA B Alleli Yiizde (%)
B*35 26,6
B*51 14,1
B*49 9,4
HLA Cw Alleli Yiizde (%)
Cw*04 23,2
Cw*07/Cw*12 16,1
Cw*06 10,7
HLA DRBI Alleli Yiizde (%)
DRB1+*04 18,8
DRB1*11/*13 15,6
DRB1*01 12,5
HLA DQ Alleli Yiizde (%)
DQ*03 44,4
DQ*05 20,4
DQ*06 16,7
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6.1.2.RSA’ i Erkeklerde En Sik Rastlanan HLA Allelleri

RSA tanis1 konmus bayanlarin eslerinde en sik rastlanan HLA allelleri HLA-
A*02 (%23,4), HLA-B*11 (%17,7), HLA-Cw*07 (%35), HLA-DR*11 (%23.4),
HLA-DQ*03(%31) olarak bulunmustur (Tablo 5).

Tablo 5. RSA’ 1 erkeklerde en sik rastlanan ilk 3 HLA alleli

HLA A Alleli Yiizde (%)
A*02 23,4
A*24 21,9
A*03 12,5
HLA B Alleli Yiizde (%)
B*51 17,7
B*44 16,1
B*35 113
HLA Cw Alleli Yiizde (%)
Cw*07 35
Cw*06 18,5
Cw*04 13,3
HLA DRBI Alleli Yiizde (%)
DRB1#11 23,4
DRB1*01/03/7/16 10,9
DRB1*13 9.4
HLA DQB1 Alleli Yiizde (%)
DQ*03 31
DQ*02/DQ*05 24,1
DQ*06 12,1

6.1.3.En Sik Rastlanan HLA Allellerinin Karsilastirmasi

RSA’l1 bayanlarin ve eslerinin sik rastlanan HLA Siif I ve II doku gruplar
Marmara Universitesi Hematoloji-immiinoloji Laboratuvarinda 1996-2006 yillari
arasinda 1306 kiside calisilan ve Tiirk populasyondaki saglikli bireylerdeki
dagilimlar1 gosteren verilerlerle (Elbast M.O. ark., 2007) karsilagtirilmistir (Sekil
10).

Smnif I allelleri karsilastirmasinda en sik rastlanan HLA-A allelleri arasinda,

kadin, erkek ve kontrol grubu arasinda bir fark saptanmadi. Boylece RSA’l1 kadin ve
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erkeklerin HLA-A dagilimlarinin Tirk toplumundaki genel HLA-A dagilimina sahip

olduklar1 gosterilmis oldu.

Gruplar arasinda HLA-B allellerinin dagiliminin analizinde, RSA grubundaki
kadinlarda HLA-B35, RSA grubundaki erkeklerden daha sik (p<0.05) olarak
rastlanmasina ragmen genel populasyon dagilimi ile karsilastirildiginda yine Tiirk
toplumu ic¢indeki genel HLA-B35 dagilimi iginde yeraldigi gosterildi. Erkeklerde
HLA-B-44 sikliginin hem RSA’l1 kadinlardan hem de genel dagilimdaki HLA-B44
sikligindan daha yiiksek oldugu bulundu (p=0.005).

HLA-C allellerinin karsilastirmasinda; Tiirk toplumunda en sik rastlanan Cw4
allelinin, RSA’l1 erkeklerde diisiik siklikta oldugu saptandi (p=0.005). Erkeklerde
Cw*07 allel sikliginin ise her iki gruba gore ileri derecede yiiksek oldugu gosterildi
(p=0.001). Cw*06 allelinin ise RSA’l1 kadinlarda genel populasyona gore diisiik
siklikta oldugu bulundu (p=0.01).

40 - O RSA-K
" HE RSA-E
35 - OKONTROL

30 -

25

20 -

*%

15

10

A*02 A*03 A*24 B*35 B*51 B*44 C*04 C*07 C*06

Sekil 10. RSA’l1 bayanlarda(RSA-K), RSA’ 11 Erkeklerde (RSA-E) ve saglikl
kontrollerde en sik rastlanan HLA-Sinif I allellerinin karsilastirmasi. *p<0.05(RSA
Kadin-RSA Erkek) **p=0.005(RSA Erkek-RSA kadin-Kontrol), #p=0.005 (RSA
Erkek-Kontrol), ##p=0.001(RSA Erkek-RSA Kadin; RSA Erkek-Kontrol),
~p=0.01(RSA Kadm-Kontrol) .
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Smif II allellerinin karsilagtirmasinda kadinlarda en sik rastlanan HLA-
DR*04’1in ve HLA-DQ*03’iin RSA’l1 erkeklere gore biraz yiiksek oldugu saptansa

da (p<0.05), genel populasyonla karsilastirmada anlamli bir fark gézlenmedi.

50 -
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25
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DR*04 DR*11 DR*13 DQ*03 DQ*05 DQ*06

Sekil 11. RSA’ll bayanlarda (RSA-K), RSA’ 11 Erkeklerde (RSA-E) ve saglikli
kontrollerde en sik rastlanan HLA-Smif II allellerinin karsilastirmasi. *p<0.05 (RSA
Kadin-RSA-Erkek)

6.2.RSA Hastalarinda Esler Aras1 HLA Doku Grubu Uyumlan

RSA tanis1 konmus bayanlar ile esleri arasindaki HLA doku grubu uyumlari
incelendiginde eslerin %92,3” iinde EN AZ 1 uyum tespit edilirken maksimum uyum
7 allel ile eslerin %3,9’ unda belirlenmistir. Eslerin %7,7’si uyumsuz, %34,6’s1 1
allel uyumlu, %23’ 2 allel uyumlu, % 27°s1 3 allel uyumlu, %3,9’u 4 allel uyumlu
ve ve %3,9’u 7 allel uyumlu bulunmugtur (Sekil 12). Saglikli dogum yapan bayanlar
ve esleri arasindaki doku gurubu uyumlan ile karsilastirildiginda anlamli bir fark

bulunmamustir.
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Sekil 12. RSA’ 11 esler ve saglikli dogum yapmis esler arast HLA doku grubu uyum
yiizdeleri

6.3.KIR Allellerinin Dagilimlar:

RSA tanis1i konmus bayanlarda ve RSA’li erkeklerde inhibitér ve aktivator
fonksiyonlara sahip tim KIR allel dagilimlari incelenmistir (Tablo 9). Erkekler

saglikli kontrol olarak degerlendirilmistir.

Tablo 6. RSA’l1 bayanlarda ve RSA’ 11 erkeklerde KIR allel dagilimlari.

Fonksiyonu RSA Bayanlar (%)% (n=32) Saglkli Kontrol(%)J (n=32)

KIR2DL1 inhibitor 62,5 68,8
KIR2DL2 inhibitor 43,8 53,1
KIR2DL3 inhibitor 71,9 81,3
KIR2DL4 inhibitor 81,3 87,5
KIR2DL5 inhibitor 56,3 65,6
KIR2DP (-) 75 81,3
KIR2DS1  aktivator 40,6 50
KIR2DS2  aktivator 43,8 53,1
KIR2DS3  aktivator 15,6 6,3
KIR2DS4  aktivator 78,1 84,4
KIR2DS5  aktivator 40,6 34,4
KIR3DL1 inhibitor 81,3 81,3
KIR3DL2 inhibitor 81,3 87,5
KIR3DL3 inhibitor 62,5 71,9
KIR3DP1 (-) 68,8 65,6
KIR3DS1  aktivator 31,3 31,3
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RSA tanist konmus bayanlarda, inhibitor KIR genlerinin bulunma yiizdesi,
saglikli kontrollere gore esit ya da daha az iken (Sekil 13), aktivator KIR genlerinden
sadece KIR2DS3 ve KIR2DS5’in RSA’li bayanlarda bulunma yiizdesi, saglikli
kontrollerden daha yiiksek bulunmustur (Sekil 14). KIR2DS3 ve KIR2DSS aktivator
KIR gen frekanslarinin yiiksek bulunmasina karsin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda RSA grubunda inhibitor ve aktivatdr genlerde istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamamastir.

o RSA KADIN
m KONTROL

100 +
90 -
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60 -
50 -
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0 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

KIR2DL1 KIR2DL2 KIR2DL3 KIR2DL4 KIR2DLS KIR3DL1 KIR3DL2 KIR3DL3

Sekil 13. RSA’l1 bayanlar ve saglikli kontroller aras1 inhibitoér KIR allel yiizdeleri

90 -
80 | @ RSA KADIN
70 m KONTROL

KIR2DS1 KIR2DS2 KIR2DS3 KIR2DS4 KIR2DS5 KIR3DS1

Sekil 14. RSA’l1 bayanlar ve saglikli kontroller arasi aktivator KIR allel yiizdeleri
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6.4.KIR Haplotipi ve HLA-C Grup Dagilimlarn

6.4.1.RSA’h Bayanlarda ve Saghikh Kontrollerde KIR Haplotip Dagilimlar:

RSA’li bayanlarda ve saglikli kontrollerde KIR haplotip dagilimlar
incelendiginde haplotip A, haplotip B, ya da haplotip A/B dagilimlar1 agisindan
anlamli bir fark yoktur (Tablo 10).

Tablo 7. RSA’l1 Bayanlarda ve Saglikli Kontrollerde KIR Haplotip Dagilimlari

Yizdesi

RSAQ RSA ERKEK
(n=64)(%) (n=64)(%)
Haplotip AA 25 21,9
Haplotip BB 4,7 4,7
Haplotip A/B 70,3 73,4

6.4.2.RSA’h Bayanlarda ve Erkeklerde HLA C Grup Dagilimlan

RSA’ll bayanlarda ve erkeklerde HLA-C gruplarindan C1, C2, C1/C2 grup
dagilimlari agisindan belirgin bir fark yoktur (Tablo 11).

Tablo 8. RSA’l1 Bayanlarda ve Erkeklerde HLA-C Grup Dagilimlar1 Yiizdesi

RSAQ(n=32)(%)  RSAJZ(n=32)(%)

C1 Grubu 28,1 28,1
C2 Grubu 25 28,1
C1/C2 Grubu 46,9 43,8

6.4.3.RSA’l Bayanlarda ve Erkeklerde KIR haplotip ve HLA-Cw*07 iliskisi

KIR haplotipi ve HLA arasi iliski incelendiginde KIR Haplotip AA olan RSA’I1
erkeklerin (n=14) %57,2’sinin HLA-Cw*07 tasidig1, KIR Haplotip AA olan RSA’I1
bayanlarin %37,5’inin HLA-Cw*07 tasidig1 tespit edilmistir.
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6.5.RSA’h Bayan KIR ile RSA’I Erkek HLA Korelasyonlar:

Plasenta, sitotrofoblast ve sinsisyotrofoblastlardaki KIR ve MHK dagilimlari
incelendiginde; erkek MHK Simif I allellerinden o6zellikle HLA-C, kadin KIR
reseptorleri ile karsi karsiya geldigi bilinmektedir. Bu bilgi dogrultusunda caligma
grubumuzdaki bayanlarda eksprese edilen KIR reseptor gruplart ile eslerinde
eksprese edilen belli bashh Simif T ve II allelleri eslestirilerek ayrica incelendi.
Inhibitor 6zellik gosteren KIR molekiilleri ile bu bayanlarin eslerinde eksprese edilen

herhangi bir sinif I ve Sinif II allelinin korrelasyon gostermedigi bulundu.

Aktivator KIR molekiillerinin varliginin ise eslerde belli HLA-B ve HLA-C
allelleri ile korelasyon gosterdigi saptandi. KIR2DSS5 tasiyan RSA’ll kadinlarin
(n=12) altis1 heterozigot ya da homozigot Cw*06 pozititken, KIR2DS5 negatiflerin
sadece ikisinin esinin Cw*06 pozitif olmasi, RSA sorunu olan eslerde Cw*06 ve
KIR2DSS5 eslesmesinin bir risk faktorii oldugunu diisiindiirmektedir (rolatif risk: 2,6,
p=0.03) (Sekil 15).

Benzer sekilde kadinda KIR2DS?2 ile erkekte B51 varligr iliskili goziikmektedir.
KIR2DS2 tastyanlarin (n=14) bayanlar1 altisinin esi heterozigot ya da homozigot
B51 pozititken, KIR2DS2 negatiflerin higbirinin esinde HLA B51 saptanmadi
(P=0.006, Sekil 16) Bu veri, esler arasinda KIRDS2 ve HLA-B51 eslesmesinin de
RSA’da bir risk faktorii olabilecegini diisiindiirmektedir.

llging olarak, RSA grubundaki erkeklerde HLA-B44 ve HLA-Cw7 allelleri,
eslerine ve normal populasyona gore anlamli derecede yiiksek siklikta rastlanmasina
ve eslerindeki KIR2DS1 ve KIR2DS?2 ile zayif korelasyonu olmasina ragmen, ilgili
allellerin siklig1 ile aktivator KIR’lar arasinda istatistiksel anlamlilik gosteren bir

iligki saptanmadi.
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Cw6 + Cwb +

KIR2DS5+ KIR2DS5-

Sekil 15. RSA’l1 bayanlarda KIR2DSS ile eslerindeki HLA-CwO06 arasindaki iligki
(rolatif risk: 2,6, *p=0,03).

(%43)

KIR2DS2+ KIR2DS2-

Sekil 16. RSA’l1 bayanlarda KIR2DS?2 ile eslerindeki HLA-B51 arasindaki iligki
(*P=0,006).
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7. TARTISMA ve SONUC

RSA hastaliginda birgok vakanin patogenezi bilinmemektedir. Baz1 arastiricilar
sebebin immiinolojik bozukluklardan da kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.
Ozellikle MHK genlerinin ya da molekiillerinin tekrarlayan diisiiklerde rol
oynayabilecegini ileri siirmiislerdir. Evrim siirecinde genetik ¢esitliligin saglanmasi,
tiirlerin devami i¢in onemlidir. HLA antijenlerindeki ¢esitlilik de bu siiregte es
secimi ile iliskili olabilmektedir (Satar G. 1992, Scott V. 1998). Her bireyin HLA
antijenleri birbirinden farklidir. Bu farklilik ve polimorfizm, tiirlerin ¢esitliligini ve
korunmasini saglamaktadir ( Mueller R.F. et al. 1997; Walter B. 1997). "RSA tanis1
konmus bayanlar ve esleri arasindaki HLA uyumu ya da uyumsuzlugu hastalik
patogenezi ile iliskili olabilir’” hipotezi ile esler arasindaki doku grubu uyumlarini
inceledigimizde; bulgularimizda esler arasinda tespit edilen maksimum allel uyumu
%3,9’luk oran ile 7/10 allel olarak belirlenmistir. Esler aras1 doku grubu uyumu,
frekans1 %34,6 ile 1 allel, %23 ile 2 allel, % 27 ile 3 allel olarak bulunmustur. Bu
oranlara gore esler arasindaki doku grubu uyumundan g¢ok doku gruplarindaki
uyumsuzluk belirgindir. Ancak saglikli dogum yapmis esler ile RSA’ 1 esler arasi

HLA doku grubu uyum farkinda anlam bulunamamastir.

Maternal-fetal arayiizdeki hiicresel etkilesimler fetusun saglikli gelisimi ig¢in
onemlidir. Semi-allojenik olan fetusa karsi olusacak maternal NK hiicre cevabi
paternal antijenlerin etkisiyle gerceklesebilir. Babaya ve anneye ait MHK/KIR allel

repertuar1 ve diisiikler arasindaki iligki hastalik patogenezinde rol oynayabilir.

Yapilan calismalarda bazit HLA allellerinin tekrarlayan diisiikler ile iligkili
olabilecegi ilizerinde durulmustur (Sbracia M. et al. 1996, Wagenknecht D.R. et al.
1997, Kruse C. 2004). Kruse C. ve arkadaglar1 tarafindan tekrarlayan diisiik yapan
bayanlardaki HLA-DRB1*03 allel sikliginin kontrollere gore daha yiiksek oldugunu
bildirilmistir. Bizim bulgularimizda ise RSA’I1 bayanlarda en sik rastlanan DRBI
alleli %18,8’lik frekans ile DRB1*04 iken, bu oran Tiirk Popiilasyonundaki
%15,2’lik DRB1*04 (Elbasi M.O. ve ark.,, 2007) allel frekans1 ile benzer

bulunmustur.
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RSA’l1 bayanlarda ve eslerinde en sik rastlanan HLA-DQ alleli HLA-DQ*03
olarak bulunmustur. HLA-DQ*03 alleli saglikli Tiirk Populasyonunda en sik
rastlanan HLA-DQ alleli oldugu, HLA-DQ*03’iin RSA’l1 bireylerde bulunma
frekans1 ile saglikli Tiirk Populasyonunda bulunma frekanslarinin benzer oldugu

tespit edilmistir.

Ekstravillus sitotrofoblast hiicrelerinin, MHK smif II antijenlerini eksprese
etmedigi, klasik MHK simif I antijenlerinden de sadece HLA-C’ yi, klasik olmayan
MHK smif I molekiillerinden HLA-E ve HLA-G’ yi eksprese ettikleri bilinmektedir
(Ian L. et al., 2006). Bizim bulgularimizda da RSA’l1 esler ile saglikli konroller

arasinda MHC smuf II allel frekanslarinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir.

Bulgularimizda RSA’ 11 bayanlarda ve eslerinde en sik rastlanan HLA-A alleli
HLA-A*02 olarak tespit edilmistir. Bu veri HLA-A*02’nin saglikli Tirk

Popiilasyonunda en sik rastlanan HLA-A allelli olmasiyla iligkilendirilmistir.

RSA’l1 bayanlarda en sik rastlanan HLA-B alleli %26,6’1ik frekansla HLA-B*35
olarak tespit edilmistir. RSA grubundaki kadinlarda HLA-B*35, RSA grubundaki
erkeklerden daha sik (p<0.05) olarak rastlanmasina ragmen genel populasyon
dagilim ile karsilastirildiginda yine Tiirk toplumu i¢indeki genel HLA-B35 dagilimi
icinde yeraldigi goriilmiistiir. HLA-B*35 allelilinin saglikli Tiirk Populasyonunda

%19,1 oranla en sik rastlanan ikinci HLA-B alleli oldugu bilinmektedir.

HLA-C allellerinin karsilagtirmasinda; Tiirk toplumunda en sik rastlanan Cw*04
allelinin, RSA’l1 erkeklerde diisiik siklikta oldugu saptandi (p=0.005). Erkeklerde
Cw*07 allel sikliginin ise her iki gruba gore ileri derecede yiiksek oldugu gosterildi
(p=0.001). Cw*06 allelinin ise RSA’I1 kadinlarda genel populasyona gore diisiik
siklikta oldugu bulundu (p=0.01).

HLA-Cw acisindan bakildiginda bulgularimizda RSA’l1 bayanlarda, RSA’ I
Erkeklerde ve Saglikli Kontrollerde HLA-Cw allellerinde anlamli farklar
goriilmiistiir. RSA’l1 bayanlarda en sik rastlanan HLA-Cw alleli %23,2’lik oranla
HLA-Cw*04’tiir. HLA-Cw*04 alleli Tiirk Populasyonunda %31’lik oranla en sik

gozlenen HLA-Cw allelidir. Tiirk toplumunda en sik rastlanan Cw*04 allelinin,
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RSA’l1 erkeklerde diisiik siklikta oldugu saptandi (p=0.005). Buna karsin erkeklerde
Cw*07 allel sikliginin ise her iki gruba gore ileri derecede yiiksek oldugu gosterildi
(p=0.001). HLA-Cw*07 alleli, HLA-C molekiiliiniin agir zincirindeki a heliksindeki
80.pozisyondaki amino asit farkina gore C1 grubuna aittir. Bazi arastiricilar
tekrarlayan diisiiklerde KIR haplotipleri ile HLA-C’nin Cl1 ve C2 alt grup
etkilesimlerinin Onemine dikkat g¢ekmislerdir. KIR/HLA-C iligkisi NK hiicre

aktivasyonunda ya da inhibisyonunda rol oynayan 6nemli bir faktordiir.

Bulgularimizda, RSA tanist konmus bayanlarin eslerindeki HLA-Cw*07
allelinde tespit edilen anlamli yiikseklik, bayanlardaki NK hiicre reseptorlerinden
KIR gen polimorfizimi ile iliskili olabilir. Bu amag¢ dogrultusunda RSA tanisi
konmus bireylerde KIR Haplotipi ve HLA-C Grup dagilimlar incelenmistir. RSA’l1
bayanlarda ve saglikli kontrollerde KIR haplotip dagilimlar1 incelendiginde Haplotip
A, Haplotip B, ya da Haplotip A/B dagilimlar1 ag¢isindan anlamli bir fark
bulunmamistir. Ayrica RSA’l1 bayanlarda ve erkeklerde HLA-C gruplarindan C1,
C2, C1/C2 grup dagilimlar1 agisindan da belirgin bir fark saptanmamaistir. C. Flores
ve arkadaglar diisiik yapan bayanlarda KIR AA genotip frekansinin kontrollere gore
daha yiiksek oldugunu, KIR AA genotipindeki bireylerin KIR2DL3 yoniinden
homozigot oldugunu bildirmislerdir (Flores A.C. 2007). Bulgularimizda RSA’l
bayanlarda ve erkeklerde KIR2DL1, -DL3, -DL4, -DP1, -DS4, KIR3DL1, -DL2, -
DL3, -DP1 sik goriilen alleller olarak tespit edilirken HLA-C1, HLA-C2 veya HLA-
C1/C2 olmanin KIR allel dagiliminda etkisi belirlenmemistir. KIR haplotipi ve HLA
aras1 iliski incelendiginde KIR Haplotip AA olan RSA’l1 erkeklerin %57,2’sinin
HLA-Cw*07 tasidigi, KIR Haplotip AA olan RSA’l1 bayanlarin %37,5’inin HLA-
Cw*07 tasidigt tespit edilmistir. Erkek-bayan arasindaki frekans farki erkeklerdeki
HLA-Cw*07 allel yiiksekligi ile iliskilendirilebilir.

KIR gen repertuarlart incelendiginde; saglikli dogum yapan kontrol grubundaki
bayanlara gore, tekrarlayan diisiik yapan bayanlardaki inhibitér KIR genlerinin, daha
az oldugu bildirilmistir (Varla-Leftherioti M. 2003). Ozellikle inhibitér KIR
reseptorlerinden KIR2DL?2’ nin tekrarlayan diisiik yapan bayanlarda, kontrollere gére
daha diisiik oldugunu bildirilmistir (Flores A.C. 2007). Bulgularimizda RSA’l
bayanlardaki KIR2DL2 gen allel frekansi saglikli kontrollere gore daha diisiik
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goziikmektedir Ayrica diger tiim inhibitor gen frekanslar1 da saglikli kontrollerden
hafifce diisiikk olmasina ragmen fark istatistiksel anlamlilik diizeyinde degildir.
Aktivator KIR genlerinden KIR2DS3 ve KIR2DSS5 allelinin RSA’lh bayanlarda
bulunma yilizdesi, saglikli kontrollerden daha yiiksek olmasina ragmen
aktivatorlerdeki farklillk da istatistiksel anlamlilik diizeyine ulagsmamustir.
Istatistiksel anlamlihgin yakalanamamasi calisma grubumuzun sayisinin azlig

nedeniyle olabilir.

RSA’ll bayan KIR’lar1 ile RSA’lh erkek HLA korelasyonlar1 incelendiginde
ilging olarak, RSA grubundaki erkeklerde HLA-Cw?7 alleli, eslerine ve normal
populasyona gore anlamli derecede yiiksek siklikta rastlanmasina ve eslerindeki
KIR2DS1 ve KIR2DS?2 ile zayif korelasyonu olmasina ragmen, HLA-Cw*07 siklig1
ile aktivator KIR’lar arasinda istatistiksel anlamlilik gosteren bir iliski
saptanmamistir. Bu istatistiksel anlamsizlik incelenen hasta sayis1 ve KIR
poliforfizim yetersizliginden kaynaklanacag: gibi HLA-Cw*07 ‘nin bagimsiz bir risk

faktorii olabilecegini de diislindlirmektedir.

Aktivator KIR2DS5 tasiyan RSA’li  kadmnlar ile eslerindeki Cw*06
pozitifligindeki istatistiksel anlam (p=0,03) ve KIRDS2 ve HLA-BS5I
eslesmesindeki anlam (p=0.006) bu allel eslenimlerinin tekrarlayan diistikler icin bir

risk faktorii oldugunu diistindiirmektedir.

Bulgularimiz, baslangicta evrimsel gelisimde, genetik ¢esitliligin saglanmasi
i¢cin, ayn1 ya da ¢ok benzer genotiplerin ¢ogalmasinda dogal bir eleme olabilir mi
sorusuna klasik MHK Sinif I ve II molekiillerinin RSA’l1 esler arasindaki benzerlik
ya da farkliliklarini arastirarak yanit aradigimiz hipotezimizi desteklememektedir. En
az bir ¢ocugu olan c¢iftler arasinda inceledigimiz MHK Sinif I ve II allellerindeki
benzerlik ve farkliliklar RSA grubundaki ¢iftler arasindaki uyum ya da uyumsuzluk
sikliklarindan farkli degildir. Bu bulgumuz en azindan klasik MHK gruplarindaki
uyum ya da uyumsuzlugun RSA’da rolii olmadigini diisiindiirmektedir. ~ Ancak
bulgularimiz esler arasinda trofoblastlarda immiin tanimanin bozulmasina neden
olabilecek farkli mekanizmalarin olabilecegini ortaya ¢ikarmaktadir. Erkeklerde belli

HLA-C’ler ile kadinlarda belli aktivator KIR haplotiplerinin eslesmesi immiin
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aktivasyona ve diisiiklere neden olabilir. Caligma grubumuzda, HLA-Cw6-KIR2DS5
ve HLA-B51-KIR2DS2 eslesmesi olan c¢iftlerin sikligi, RSA’ da ciftler arasinda
HLA-KIR eslesmelerindeki iliskiler konusunda daha ileri arastirmalar yapilmasi

gerekliligini ortaya koymaktadir.
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