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OZET

Tekrarlayan Gebelik Kayb1 Olan Hastalarda Glutatyon S-Transferaz (GST)
Polimorfizminin Bir Risk Faktorii Olarak Arastirilmasi, Nejmiye AKKUS,
Tibbi Genetik ABD, Sivas, 2015

Tekrarlayan gebelik kaybinin(TGK) toplumdaki sikligi %3-5’dir. Agiklanamayan
tekrarlayan gebelik kayiplarinin sebebinin % 80’in iizerinde genetik nedenli oldugu

ileri strilmektedir

GST genleri tarafindan kodlanan glutatyon s-transferaz enzimleri, cevresel
kaynakli  kimyasallar ~ve dogal olarak olusan  bircok  metabolitin
detoksifikasyonundan sorumludurlar. Yapilan ¢alismalarda farkli toplumlarda farkli
polimorfizmlerin gebelik kaybi riskini arttirdigi goriilmektedir. Literatiir taramasinda
Tirk toplumunda tekrarli gebelik kaybi ve GST gen polimorfizmi ile iliskiyi
arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci, Tiirk toplumunda TGK

patogenezinde bir risk faktort olarak GST gen polimorfizmlerini aragtirmaktir.

Bu ¢alismaya Tibbi Genetik Poliklinigine bagvuran 107 TGK hastasi ile saglikli
dogum yapmus, diisiik 6ykiisii olmayan 107 kisi kontrol grubuna dahil edilmistir. Bu
olgularda GSTM1 ve GSTT1 gen polimorfizmlerii multipleks PCR, GSTP1 gen

polimorfizmi RFLP yontemi ile arastirildi.

GSTT1  null genotipi (X2=4,74;,P=0,029), GSTTLUGSM1 null
genotip(X2=3,333;P=0,047) genotipleri hastalarda istatistiksel olarak anlamli
bulundu. GSTM1 null  genotipi(X2=3,326;P=0,068), GSTT1l  GSTP1,
GSTMLYGSTP1 gen polimorfizmlerine bakildiginda istatistiksel bir anlam tespit
edilmedi. Bu ¢alisma GST gen polimorfizmlerinin TGK etyolojisinde bir risk

faktori olabilecegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Tekrarlayan gebelik kaybi, glutatyon s-transferaz, polimorfizm
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ABSTRACT

Investigation of glutathione s-transferase (GST) polymor phism asarisk factor
in patient swith recurrent pregnancy lost(RPL), Nejmiye AKKUS,

The Deper mant Of Medical Genetic, Sivas, 2015

Risk of having recurrent miscarrige in society is %3-5. It's claimed that more

than %80 of those unexplained recurrent miscarriage cases are genetic-based.

Glutathione s-transferase enzymes which are coded by GST genes are
responsible for environment based chemicas and many naturally created metabolit
detoxification. It can be seen according to the researches that differrent

polimorphisms increase the risk rates in different population.

When we reviewed literature, we found out that there was no research
examining relation between recurrent miscarriage and GST gene polimorphism in
Turkish population. With this research, it’'s the first time our society is evaluated.
Purpose of our research to invesitagate GST gene polimorphism within the RPL

pathogenesis in Turkish population.

In this study, blood samples of 107 paients with TGK were analised who consulted
our clinic. Our control group consisted of 107 individuals gave health birth without
history of miscarriage. GSTM1 and GSTT1 polimorhism was examined via
multiplex PCR and GSTP1 and gene polimorphism was examined via RFLP methods

in our cases.

GSTT1 null genotype (X2=4,74;,P=0,043), GSTM1 null  genotype
(X2=3,326;P=0,046), GSTTL/GSM1 null genotype(X3=3,333;P=0,047) genotypes
were statistically significant in our patients. When GSTTLUGSTP1 gene
polymorphisms and GSTM 1/GSTP1 gene polymorphisms examined, statistically no
significancy detected. GST gene polymorphisms within RPL etiology was detected
as arisk factor according to results of our research, in coherence with the literature.

Keywords:. recurrent miscariage, Glutatyon S-Transferaz polymorphism
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SiIMGE VE KISALTMALAR

TGK: Tekrarlayan gebelik kayiplar
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PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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VNTR: Variable number tandem repeat
WHO: Word Health Organisation (Diinya Saglik Orgiitii)
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MTHFR: Metil Tetrahidrofolat Rediktaz
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LH: Luteinizan Hormon

APA: Anti Fosfolipid Antikor

ACA: Antikardiolipin Antikor

LA: Lupus Antikoagulani

ANA: Anti nikleer antikor

AT: Antitrombin

PC: Protein C

APC: Aktive Protein C

PS: Protein S

APCA: Anti-parenteral sitotoksik antikorlar
Ab2: Anti-idiotipik antikorlar

ML R-Bf: Milslenfosit reaksiyon bloke edici gjanlar
NK: Natural Killer

DM AH: Diistik molekiiler agirlikli heparin
UFH: Unfractionated Heparin

HIT: Heparinin Indiikledigi Trombositopeni
COX: Siklooksijenaz

PG 12: Prostasiklin

TX A2: Tromboksan A2

IUGR: Intrauterin gelisme geriligi

DM : Diabetes mellitus

IM: intramuskdiler

Bp: basepair (baz cifti)
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1.GIRIS

Tekrarlayan gebelik kaybi gestasyonel 20. haftadan once (¢ veya daha fazla
tekrarlayan gebelik kaybi olarak tanimlanir. Bazi uzmanlara gore de tekrarlayan
gebelik kaybi tanisi i¢in tekrarlayan iki gebelik kaybi yeterlidir. Ciinkii tekrarlama

riski ve orani iki gebelik kaybindan sonra aynidir(1).

Bu ¢aligmanin amaci, Tiirk toplumunda TGK patogenezinde GST genlerinin

polimorfizmini arastirmaktir.

Sporadik tekrarlayan gebelik kaybinda fetal kromozomal anomali orant %70
dir(2,3). Tekrarlayan gebelik kaybinin en az % 50’sinde uygulanan herhangi bir tani
testi ile sebep anlagilamamaktadir ve idiyopatik nedenli oldugu diistiniilmektedir.
Tekrarlayan gebelik kaybinda ¢evresel ve yasam sekli ile ilgili risk faktorleri genetik
hassasiyete sebep olmaktadir. Yapilan arastirmalarda 1. derece akrabaarda
tekrarlayan gebelik kaybinin 2 ile 7 kat arttign gozlemlenmistir(4). Kardesler
arasindaki idiyopatik tekrarlayan gebelik kaybinin topluma gore 2 kat yiiksek oldugu
tespit edilmistir(5). Son yapilan baglant1 analizi ¢alismalarinda idiyopatik tekrarlayan
gebelik kaybma sebep olan genetik heterojenite dogrulanmistir(6). Tekrarlayan
gebelik kaybinda potansiyel bir risk i¢in erken tani ve takip, canli dogum oranini

arttirmaktadir(7).

Klinik olarak tanimlanmis gebeliklerin yaklasik % 15’inde sporadik abortus
olugsmasina ragmen, TGK % 1-3 olarak tanimlanmistir(8,9). Birgok etiyolojik faktor
ortaya atilmistir fakat TGK’nin etiyolojisi belirsizdir. Tekrarlayan gebelik kaybinda
endojen ve eksojen maddelere maruziyetde faz 1 ve faz Il enzim sistemleri
arasindaki denge bireysel metabolik detoksifikasyon aktivasyonunun genetik
cesitliligi modifiye edilmelidir(10,11). Son zamanlarda, birgok genetik ¢alismada
metabolik enzimlerle iliskili genetik polimorfizm ve TGK arasindaki iliski ortaya
cikmistir. TGK riskinin, giinliik kahve, alkol ve sigara tiiketimi gibi yasam sekli ile
ilgili faktorler tarafindan arttigi raporlanmistir(12,13). Sigara, kahve ve alkolde de
var olan bir¢ok potansiyel toksik bilesik sitokrom P450-1A1(CYP-1A1) gibi faz |
enzimi ile son reaktif bilesik olusmasi i¢in aktiflenir(14). Bu aktif formlar faz Il

enzimlerinden Ozellikle glutatyon-S-transferazlar(GST) tarafindan detoksifiye edilir.



Toksinlerin faz | enzimleri ile aktivasyonu oksidatif stresi arttirir ve eliminasyonunu
faz Il glutatyon detoksifikasyon sistemi yapar. Sitozolik GST 4 ana sinifa ayrilir: alfa
(A), pi(P), teta(T) ve mu (M)(15,16). Her birisi bir veya daha fazla izoenzimden
olusur. GST ve CYP-1A1 enzimlerindeki genetik c¢esitlilik faz I ve faz II
biyotransformasyonu arasinda ki dengeyi bozabilir ve sigara, alkol, kahve veya diger
toksinle iligkili hastaliklara hassasiyette bireysel farkliliklardan sorumlu olabilir(12).
Bu dogrultuda faz | ve faz Il biyotransformasyon enzimlerinden her biri TGK olan

hastalarla iligkili oldugu diistiniilmektedir(17).

Glutatyon detoksifikasyon yolagimin enzimlerinden olan GSTT1 ve GSTM1
embriyoyu oksidatif stresten korur. TGK, genetik mutasyonlar, uterusun yapisal
anomalileri, diyabet, maternal yas, sigara, genital enfeksiyonlar, kahve veya alkol
kullanimi, kimyasal kullanim1 gibi olas1 epidemiyolojik risk faktorlerinden etkilenen
multifaktoriyel bir hastaliktir(18). Gebelik kaybinda risk stres, alkol, sigara, kahve
tuketimi ve gevresel faktorler tarafindan artmaktadir(19). Anormal plasenta reaktif
oksijen iirlinlerinin iiretimine neden olur ve embriyoyu istila eden zararh etkilerle
sonuglanir.  Oksidatif stresin  abortusun etiyopatogenezinde rol oynadigi

diistintilmektedir(20).

Fizyolojik redoks konsantrasyonu embriyogenez i¢in dnemli olabilir. Diigiik
O, konsantrasyonunda erken embriyo kiiltlirii hem hiicresel mekanizmalar1 hemde
embriyonik gelisimi saglayan genlerin ekspresyonunu etkiler(21). Reaktif oksijen
tirlinlerinin asir1 Uretimi embriyoya zarar vermektedir. Siiperoksid anyonu, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleri fetiis tizerinde zararli etkiye sahip olabilir(22). Asirt
oksidatif stres DNA kiriklarina, gen ekspresyonunda degisikliklere, organel ve
membran hasarina neden olabilir. Bu nedenle oksidatif stres aracili makromolekiil

hasar1 fetal kayipta dnemli rol oynamaktadir(23).

Biyotransformasyon fonksiyonlarin1 bozulan detoksifikasyon genlerinin
allelik varyasyonlari reproduktif toksisiteye hassasiyeti arttirabilir ve TGK’ na neden
olur(24). GST ¢esitli toksik ve karsinojenik elektrofililerin tripeptid glutatyona
konjugasyonunu katalizler. GST substratlarinin gogunlugu ksenobiyotikler veya
oksidatif stres triinleridir. GST toksik yabanci kimyasallara veya oksidatif strese
kars1 hiicresel korumada kritik bir rol oynadigi diisiiniilmektedir(25). TUm genin



homozigot delesyonundan dolayr enzim aktivitesi yoktur bu duruma nul genotip
denir. Hastaliklarda aragtirmak i¢in 6nemli aday gen GST detoksifikasyon yolagiyla
baglantilidir. Sigara veya kimyasallara prenatal olarak maruz kalan bayanlar arasinda
GST izoenzimlerindeki genetik ¢aligmalarda redoks durumunu bozar ve bu durum

gebelik kaybindan sorumlu olabilir(26).

Calismamizda Tirk toplumunda GST gen polimorfizmi ve TGK hastalar

arasindaki iliski arastirilmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Tekrarlayan Gebelik Kaybi

TGK gebeligin sik goriilen bir komplikasyonudur. Ciftler icin maddi ve
manevi travmatik bir siirecin olusmasina neden olmaktadir. Abortusun tanimi 1997
yilinda Diinya Saghik Orgiitii'niin (WHO) tanimmna gore gebeligin ilk 20 haftasi
icinde, agirligi 500 gr’ dan az embriyo veya fetus ve eklerinin tamaminin veya bir

kisminin uterus kavitesi digina atilmasi olarak yapilmastir.
TGK’lar ii¢ ana grup i¢inde incelenmektedir:

1. Primer Tekrarlayan Diisiik: En az ii¢ kez ard arda gebelik kayb1 olan ¢iftin
hi¢ canli dogumu olmamasidir.

2. Sekonder Tekrarlayan Diisiik: En az U¢ kez ard arda gebelik kaybi olan
ciftin gebelik kayiplarindan en az bir tanesinin 20. gebelik haftasi
izerinde gergeklesmis olmasidir.

3. Tersiyer Tekrarlayan Diisiik: Canli dogumu olan ¢iftin, bu dogum

sonrasinda olan en az {li¢ kez ard arda gebelik kayb1 olmasidir.

2.1.1.Tekrarlayan Gebelik Kayiplarinda Etiyoloji

TGK heterojen komponentler iceren bir durumdur ve zemininde birden fazla
neden bulunabilir. Tekrarlayan diisiiklerin nedenlerini Rodger ve arkadaslar1 genel

olarak asagidaki gibi siniflandirmislardir:

Hematolojik hemostaz bozukluguna bagli nedenler: %53
Anatomik nedenler: %15

Endokrin nedenler: %15

Kromozomal nedenler: %17

o ~ w DN PP

Diger nedenler( Enfeksiyon, immiinolojik, ¢evresel): %10(27)



Tablo 2.1. Tekrarlayan gebelik kayiplarinin etiyolojisi

Etiyoloji
Epidemiyolojik

Beslenme

Jinekolojik

Enfeksiyon

Endokrin

Genetik

Immunolojik
otoimmun

Alloimmun
Hematolojik

Hastahk

Hasta yas1

Hastanin tireme dykiisii
Hiperhomosi steinemi
Folat eksikligi

Vitamin B12 eksikligi

Servikal yetmezlik Myoma uteri

Uterus yapisal bozukluklari (uterin septum, uterus didelphis, bikornuat uterus) In uteo
DES maruziyeti

Primer endometria bozukluk (Asherman send., endometrial fibrzis)

Ureoplasma urealyticum
Mycoplasma hominis
Toxoplasmosis
Cytomegalovirus
Listeria monocytogenes
Parvovirus B19
Klebsiella pneumoniae

Hipertroidizm

Hipotroidzm

Diabetes mellitus

Hiperglisemi ve insiilin rezistansi
LH hipersekresyonu
Hiperandrojenemi
Hiperprolaktinemi

Polikistik over sendromu

Fetus veya diisiik materyaline ait kromozomal anomaliler (dengelitranslokasyonlar,
inversiyon)

SY CP3 gen mutasyonu

Oosit mitokondri mutasyonu

ABO uygunsuzlugu

HLA G polimorfizmi

Annexin A5 gen polimorfizmi
Sitokin gen polimorfizmi

TNF-agen polimorfizmi

IFN-y gen polimorfizmi

IL-1 3 gen polimorfizmi

IL-1 reseptdr antagonist polimorfizmi
IL-4 gen polimorfizmi

IL-6 gen polimorfizmi

IL-10 gen polimorfizmi

TGF-3 gen polimorfizmi

Antifosfolipid antikor sendromu Otoimmiin tiroiditis

Romatoid Artrit SLE

Sjogren hastaligi Psoriasis Colyak hastaligi Behget hastaligi
Otoimmiin trombositopenik purpura Otoimmiin hemolitik anemi

Miyastenia Gravis Ig M gamopatisi

Rh uyusmazligit ABO uyusmazligi

Trombofili (akkiz ve konjenital)
Homozigot orak hiicreli anemi



2.1.2 Epidemiyolojik Faktorler

Anne yasi1

Yasa bagl artan anormal kromozomlu gebelikler ya da azalan over ve uterus

islevleri nedeniyle diisiik riski anne yasiyla birlikte artar. (28).

Ureme Oykisii

Onceki gebeliklerin oykiisii, beklenen bir gebeligin gelecegini tek basina
etkiler. Sonraki diisiiklerde risk, arka arkaya 3 gebelik kaybi sonrasinda yaklasik
%40’lara ulasacak sekilde her diisiik sonrasinda yiikselir(29).

Hiperhomosisteinemi

Trombofili etkeni olan bir diger mutasyon ise metiltetrahidrofolat rediktaz
(MTHFR) enzimini kodlayan gende 677. nikleotid olan Timidin yerine Sitozin
gelmes ile ortaya cikar (C677T). Bu mutasyon sonucunda olusan termolabil
MTHFR enzimi hiperhomosisteinemiye, dolayisiile artmis arteriyel ve venoz
tromboz riskine yol agmaktadir (30). Bu mutasyon distk folat seviyeleri ile birlikte
ise artmis derin ven trombozu riskinin belirgin oldugu One strtlmektedir. Yapilan
caismalar feta kaybi olan kadinlarda kontrol grubuna gére homozigot MTHFR
prevalansinda stnirda bir yikselme ve fetal kayipta relatif bir risk artisini géstermistir
(31,32). 17. gebelik haftasindan 6nce gerceklesen iki ve Uzerindeki gebelik kayiplar:
olan kadinlarda kontrol grubunu olusturan ve basarili gebeligi olan kadinlara gére
MTHFR duzeylerinin 2-3 kat fazla oldugu gorilmustir. Diyete folat eklenmesinin
gebelik kaybi riskini azaltip azaltmadigi belirgin degildir (31-34). Yine baska bir
caisma, tekrarlayan dusUklerde Faktor V Leiden ve Protrombin G20210A
mutasyonlarimin rolU oldugunu saptarken, MTHFR C677T mutasyonunun iligkisi
olmadigin belirtmektedir (35)

Mater nal Enfeksiyonlar

Bircok maternal enfeksiyon (viral, bakteriyel, zoonotik ve fungal) teorik
olarak TGK nedeni olabilmektedir. Bakteriyel vajinoz, Chlamydia trachomatis ve
Mycoplasma infeksiyonlarinin TGK ile iligkisi arastirilmis ancak kesin iligki

gosterilememistir (28).



2.1.3. Jinekolojik Nedenler

Konjenital uterin malformasyonlar, miillerian kanal gelisimi, fiizyonu,
kanalizasyonu ve septal rezorpsiyonu sorunlarindan kaynaklanmaktadir. TGK’da
konjenital uterin anormalliklerin ne kadar katkisi oldugu agik degildir. Ciinkii genel
populasyondaki gercek prevalansi bilinmemektedir. TGK hastalarindaki uterus
yapisal bozukluklarin dagilimint %1,8 ile %37,6 arasinda oldukga farkli bildiren
yayinlar bulunmaktadir (28).

TGK’na yol agan ve en sik goriilen uterin malformasyon uterin septumdur ve
major uterin anomalilerin %80-90 nin1 olusturur (36). ikinci en sik neden ise servikal
yetmezliktir. Servikal yetmezligin tanisi; tekrarlayan 2. ve 3. trimester gebelik
kayiplari, agrisiz servikal dilatasyon, membranlarin prolapsusu ya da riiptiirii, canl
fetusun disar1 atilmasidir. Deneysel calismalarda, servikal yetmezlik olgularina
efektif serklaj ile canli dogum oranminin %27’den %93’e yiikseltilebildigi
gosterilmistir (37).

Uterin miyomlar yerlesim yerleri ve biiylikliiklerine bagli olarak gebelik
kaybina neden olabilecek lireme sorunlarina yol acgabilir. Bu durum miyomun yol
actigl; uterin kavitenin mekanik torsiyonu, anormal vaskiilarizasyon, anormal
endometrial gelisim, endometrial inflamasyon, anormal endokrin ortam, kontraktil
bozukluklar gibi faktorler ile aciklanabilmektedir. Intrauterin adezyonlar Asherman
sendromu, gebelik atiklarinin uterus icinde kalmasi sonras1 yapilan kiirtajlarda, yada
zorlamali kiiretaj yapilan olgularda intrauterin olusan travma sonrasi geligir. Buda
endometria inflamasyona neden olarak uterus duvarlar arasinda fibriler adezyonlar

ile sonuglanir (28).
2.1.4. Endokrin Faktorler

Gebeligin baslangici ve saglikli olarak devam etmesi endokrin faktorlerin
kontroliindedir. Gebelik oncesinde kadinlarin ¢gogunda endokrin anomaliler yoktur.
Ancak yaklasik olarak gebelik kayiplarmin %8-12'si endokrin faktorlerin sonucudur
(38). Luteal faz eksikligi, hiperprolaktinemi, polikistik over sendromu, tiroid

hastaliklari, hipoparatiroidizim, kontrol edilemeyen diyabet, azalmis over rezervi



tekrarlayan gebelik kayiplarinin etiyolojisinde yer almaktadir.

Tiroid hormon eksikligi

Tiroid hormonlar1 gelisen fetusun varlig1 icin esansiyeldir. Hipotroid bir kadinin
gebeligi sirasinda ihtiyaci oldugu tiroksin tedavisi normalden daha fazladir ¢linkii
tiroid hormon seviyeleri hem kendisi hem de gelisen fetus i¢in ideal olmalidir. 12.
gebelik haftasinin sonuna kadar fetusun tiroid bezleri gelisimi tamamlanmaz.
Annenin yeterli tiroid hormon diizeyi saglanamaz ise gebelik diisiik ile
sonuglanacaktir. Gebeliklerin birinci trimesterin sonu ve daha ge¢ tami aldigi
durumlarda tiroid hormon profili hakkinda bilgisi olunamayan gebelikler diisiikle
sonuglanabilmektedir. Bu nedenle gebelik tanisi alan kadinda tiroid hormonlar1 en

kisa zamanda degerlendirilmelidir(11).

Luteal faz Defekti

Luteal faz yetmezligi, defektif korpus Iluteumu ifade eden gecikmeli
endometrial gelisim ile birlikte olup yetersiz progesteron salinimi ile giden bir
durumdur. Basarili bir implantasyon ve gebeligin erken donemdeki devamlilig: igin
progesteron gereklidir. Dolayisiyla progesteron eksikligi tekrarlayan diisiiklere neden
olabilir(39).

Polikistik Over Sendromu, L uteinizan Hor mon Hiper sekresyonu ve

Hiperandrojenemi

PCOS (polikistik over sendromu), infertilite ve diisiik ile iligkilidir. Polikistik
overler, yuksek luteinizan hormon ve hiperandrojenemi, PCOS nun klasik
bulgularidir ve tekrarlayan diisiikler icin risk faktorleridir. PCOS olgularinin %36-
56’sinda TGK saptanmaktadir. PCOS olgularinda gebelik kaybi liiteinizan hormon
(LH), testosteron, androstenedion artig1 ve insiilin direncine baglanmaktadir. Bunun
yaninda fertil gruba gore de sadece insilin direnci (PCOS olmadan) olan olgularda
da TGK siklig1 artmaktadir (40).

Diabetes Mdlitus

Pregestasyonel diyabet gebelik komplikasyonlar1 riskini arttirarak maternal,

fetal ve yenidogan doneminde olumsuz etkiler dogurur. Diyabet ayrica kongenital



malformasyon ve spontan abortus riskini de arttirmaktadir (28).
2.1.5. Genetik Faktorler

Bircok spontan diistigiin nedeni embriyonun anormal karyotipe sahip

olmasicir. Ilk trimester gebelik kayiplartmin %50 sinde, ikinci trimester

kayiplarimin %30’ unda ve 6l dogumlarin %3’ inde kromozomal anomali tespit

edilmistir (41,42).

Diisiiklerde tespit edilen kromozomal anomalilerinin %90’ indan fazlasi
sayisaldir (andploidi, poliploidi), geri kalanlar yapisal anomaliler (translokasyon,
inversiyon) ve mosaizmdir. En sk gorilen anomali otozomal trizomilerdir
(kromozom 13, 16, 21 veya 22).

Trizomi insidanst yasla birlikte artar. Trizomi 16 tm trizomilerin %30" unu
olusturur ve en sik rastlamlandir. Daha sonra monozomi X (45X0) ve poliploidiler
gelmektedir. Turner Sendromu sitogenetik olarak anormal olan abortuslarin %20-

25’ ini olusturur.

Diger genetik anomaliler arasinda anormal fertilizasyona bagli olanlardan
tetraploidi ve triploidi gibi anomaliler sayilabilir, ancak bunlar yasamla
bagdasmazlar.

Yapisa kromozom anomalileri Gglncl kategorideki bozukluklardir. Y apisal
degisimler sitogenetik anomalisi bulunan diisiiklerin yaklasik %3’ (nde gordltr
(43).

Son grup ise gen anomalileridir. Genlere ait bazi mutasyonlarin bir hastada
infertilite ya da habitiiel abortus tamsina neden olabilecek bozukluklara yol
acabilecegi agiktir. Habitliel abortuslailgisi kanitlanan tek gen bozukluklarinin en iyi
ornegi yuksek gecisli otozomal dominant bir hastalik olan myotonik distrofidir.
Fetisl etkileyen ve disiige yol acan diger otozoma dominant bozukluklar
thanatoforik displazi ve tip Il osteogenesis imperfecta gibi oOlimcul iskelet
displazileridir.
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Artmis gebelik kayiplarina yol agan anneye bagli bozukluklardan bazilar da
Marfan Sendromu, Ehlers-Danlos Sendromu, homosistiniri ve psddoksantoma
elastikum gibi bag dokusu hastaliklaridir(44)

Tablo 2.2. Diisiik Materyallerinin Kromozomal Yapisi

Normal (46 XX, 46 XY) %46
Anormal %54
Otozomal trizomi %31

Monozomi X (45 X) %10

Triploidi %7

Tetraploidi %2

%4

Genetik faktorler %20 oraninda rol oynamaktadir. Genetik anomaliler fetal ve
parental kaynakli olabilmektedir. Bu anomalilerin saptanmasi; tedavi algoritmasinin
belirlenmesi ve tedavi masraflarinin  diisiiriilmesi aciSindan  biiylikk 6nem

tasimaktadir(45).

TGK olan kadinlarin %75’inde embriyonik anomali ve bos gebelik tespit
edilmistir. Yapilan bir ¢aligmada 233 missed abort olgusunun 200’{inde anansefali,

ensefalosel, spina bifida, sindaktili, psddo-sindaktili, polidaktili, pence & gibi fetal
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anomaliler embrioskopi ile saptanmistir (46).

SYCP3 Gen M utasyonu

Sinaptonemal kompleks mayoz I’in profaz asamasinda homolog kromozomlar
arasindaki baglantiy1 yapan ii¢ par¢ali bir proteindir. SYCP3 (MIM 604759)
singptonemal kompleksin aksial ya da latera elementinin esansiyel olan

komponentidir.

Yapilan bir ¢aligmada SYCP3 genindeki mutasyon kromozomal ayrilma

bozukluguna yol actig1 gosterilmistir (47).

Oosit Mitokondri Mutasyonu

Insan mitokondrisi sirkiiler ¢ift zincirli DNA tasir. Maternal mitokondri insan
oositindeki ve erken embriodaki en 6nemli organellerdir. Mitokondrinin temel gorevi
hiicresel oksidatif ATP tretimidir. Diger 6nemli gorevi olan apopitozis embrionik
gelisim icin cok dnemli gorev listlenmektedir. Mitokondrinin embrionun gelisiminde
¢ok onemli rolii oldugu bilinmektedir. Mitokondrinin ATP {iretim kapasitesi ya da
apopitoz kaskadini aktive edebilme yetenegi ebriyonun uterus icerisindeki varligini
belirlemektedir. Yetersiz mtDNA kopyasi ya da ATP seviyesini etkileyen nokta
mutasyonlar1, kromozomal islevlerin yerine getirilmesini engelleyip preimplantasyon

doneminde embrio gelisiminin duraklamasina neden olabilmektedir (48).

HL A-G Polimorfizmi

Insan 16kosit antijeni-G fetomaternal yiizeydeki ekstravill6z trofoblast
populasyonu tarafindan eksprese edilir. HLA-G’nin hiicresel adezyon ile iliskili
oldugu gosterilmistir ve blastokistin endometrial epitel hiicrelere adezyonunu
saglamaktadir. Baz1 ¢aligmalarda tekrarlayan gebelik kayb1 olan kadinlardaki HLA-
G’de polimorfik olarak farklilik olmadig1 gosterilmis olsa da (49) son ¢alismalarda
tekrarlayan gebelik kayiplar ile iligkili farkli HLA-G proteinlerinin (HLA-G 0105N)
(54), HLA-G 0104 (52), HLA-G 0103 (47) varligindan bahsedilmektedir.

TNF-a Geni

Inflamatuar hiicrelerden salinan TNF-o gebelik kakart ile iliskili
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bulunmustur. Gebe insan calismalarinda bagarili gebelikte Th2 tip immiinitenin
Oonemi anlasilmistir. TNF-o hormon sentezi, embrionikmeeliplasental

fonksiyonlarda diizenleyici rolii olan bir Thl sitokinidir. Farelerde yapilan bir
calismada TNF-o’nin artmis seviyeleri gebelik kaybi ile iligkili bulunmustur. Murin
modellerindeki ¢alismalarda da TNF-a blokaj ile stres ile indiiklenen diisiiklerin
Oniine gecildigi gosterilmistir. Bu da TNF- o’nin direk etki ile doku hasarina neden

olabilecegini diistindiirmistiir (48).

TGF Slper Ailes

Menstirel siklusun her evresinde TGFR sliper ailesine ait gesitli molekiiller
sentezlenmektedir. Ug TGFR(1,2,3) izoformu hem epitel hem de storomal hiicrede
lokalizedir. TGFB1, TGFB2 sentezi menstlirel sikliis boyunca degisiklik
gostermezken, TGFR3 ge¢c sekretuar fazla yiuksek miktarda sentezlenir. Bu da
TGFB3’iin  endometriyumun  implantasyona  hazirhiginda rolii  oldugunu

diistindiirmektedir (54).

Son ¢alismalarda MMP2 gen expresyonu ve bu genin implantasyona etkileri
tizerinde durulmaktadir ve implantasyon sahasinda MMP2’nin aktivitesinin arttigi
gosterilmistir (50-55). Skrzypezak ve arkadaslarinin ¢alismasinda TGK olan hastalar
ve ayni sayidaki kontrol gurubundan 7, 8.ve 9. giinlerde alinan endometrial biopsiler
incelenmis ve bu dokularda TGFB2, MMP2, MMP9, TIMPI ekspresyonu
incelenmistir. TGK olan kadinlarda endometrial dokuda TGFB2 sentezinin 2,8 kat

dahafazlaiken, MM P9 sentezinin belirgin oranda azaldigi saptanmistir (50).

2.1.6. Otoimmiin Faktorler

Antifosfolipid Antikorlar

Antifosfolipid antikorlar negatif yUklt fosfolipidier ile kompleks yapan
proteinlerdeki antijenik belirleyici bolgelerle etkilesen heterojen otoantikor ailesidir.
TGK etyologjisinde klinik dnemi en fazla olan ¢ AFA tipi; lupus antikuagulan (LA),
antikardiolipin antikorlar (ACA) ve anti beta-2 glikoproteini I’ dir (58).

Fosfolipid antikorlar1 hiicre membraninin komponentleridir. Plasenta

yapisinda yer aan hucreleri bir arada tutar. Fizyolojik kosullarda anyonik
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fosfolipidler; plazma membraninin i¢ yiizeyinde yer alirlar.

Antipospolipid antikorlarin neden oldugu trombozlarin mekanizmasi farkl bir
cok mekanizmanin sonucu olarak agiklanabilir. Antifosfolipid antikorlar tek
baslarina fetal kayiba neden olmazlar. Damar duvarina i¢ yiizeyden baslayarak
hasarlarlar ve hasar géren bu bolgelerde piht1 olugur. Bu da plasental beslenmenin
azalmasina ve fetusun gelisme geriligine yol acar (59). Ayrica antifosfolipid
antikorlar1 trofoblast yiizeyindeki annexin V molekiiliinii uzaklastiran anyonik
fosfolipidlerin acikta kalmasina neden olur ve bu da trombin iiretiminde artis ile

sonuclanir.

Yapilan bir ¢caligmada yetersiz trofoblast invasyonu ve intervilloz trombozun
antifosfolipid iliskili TGK’daki temel histolojik anormallik oldugu gosterilmistir
(60). Yapilan bir calismada antifosfolipid antikorlarin extra-vill6z trofoblast
farklilagsmasini da bozdugu gosterilmistir (61). Baska bir ¢alismada da tiimor nekroz
faktor alfa (TNF-alfa), IL-6 gibi sitokinlerin antifosfolipidlere bagli trombozlara
aracilik yaptigi gosterilmistir (61).

Antifosfolipid sendromu tanisi i¢in asagida verilen klinik kriterlerinden bir
tanesinin ve ek olarak en az alti-sekiz hafta arayla alinan iki 6rnekte ACA, LA’nin

pozitif olmas1 gerekmektedir (62):
* li¢ kez ilk trimester gebelik kayb1 veya
* bir kez midtrimester gebelik kayb1 veya

* otuzyedi haftadan evvel dogumu gerektiren ciddi preeklampsi, IUGR veya

ablasyo varlig.

Antifosfolipid antikorlarin protein C antikuagulan sistemine de zarar verdigi

diistiniilmektedir (63).

Non-APA Faktorler

Tekrarlayan gebelik kaybi1 Oykiisii olan hastalara ANA (anti niikleer

antikor)’larin  yliksek diizeylerde saptanmasi farkli otoimmiin etkenlerin de
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olabilecegini diisiindiirmektedir (64). Fetal kayip ayrica yiiksek tiroglobulin
antikorlar1 ve tiroid peroksidaz antikorlar ile iligkili bulunmustur. Tekrarlayan
gebelik kayb1 olan hastalarin yaklasik %31’inde bu antikorlarin pozitifligi
saptanmistir. Normal gebelik Oykiisii olan hastalarda %10-18 oraninda
antitiroglobul in ve anti-tiroperoksidaz antikorlar1 pozitif saptanmistir. Implantasyon
sirasinda trofoblastik mononiikleer hiicrelerin endovaskiiler gocii oldugu saptanmigtir
ve bu go¢ antiendotelial hiicre antikorlar1 ile inhibe edilip fetal kayiplar ile

sonuclanabilir (65).

Tiroid Otoimmunites

Bircok c¢alismada mekanizmasi net olarak agiklanamasa da tiroid

otoimmunitesi ile tekrarlayan diislikler arasinda iliski oldugu belirlenmistir.
Muhtemel mekanizmalar su sekilde siralanabilir:

1) Feto-plasental iiniteye kars1 viicudun verdigi asir1 reaksiyon: Tiroid
otoimmun hastalig1 olan kadinlar daha uyarilabilir yapida bir immiin sisteme
sahip olabilirler. Calismalar sunu gostermistir ki; APA’1n varliginda diisiikler
22 gestasyonel haftada, tiroid antikor taramasi olan hastalarda fetal kayip
fetusun anne tiroidlerine kritik diizeyde bagimli oldugu 1. trimesterde

gerceklesmektedir (66).

2) Tiroid otoantikorlarmin varligi konsepsiyona engel olarak infertilite faktori
olabilir. Tiroid otoantikoru olan kadinlarin gebelikleri daha ge¢ yaslarda

olmakta ve yiiksek diisiik riski ile kars1 karsiya kalmaktadirlar (66).

3) Otiroid kadinlardaki tiroid otoantikorlarmin varligi tiroid hormon
konsantrasyonlarinda minimal eksilme veya tiroid bezi gebelik drinune
adaptasyonda yetersiz kalabilir. Ek olarak TSH’nin ortalama serum degerleri
tiroid otoantikorlar1 olan kadinlarda olmayan kadinlara gore daha yiiksektir.
Bu durum tiroid hormonlarina daha fazla gereksinim duyulan gebelik
durumunda diisiik tiroid rezervine yol acabilir. Dahasi tiroid otoantikorlar
pozitif olan kadinlarda serum TSH seviyeleri gebelik basladiginda diismeye

basglar ve gebelerin%19’unda TSH seviyeleri yiiksek saptanmaktadir (67).
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Tiroksin tedavisinin gebeligin erken ddonemlerinden itibaren verilmeye
baslandiginda diisiik sayisinin azaldigir goriilmektedir. Ciinkii maternal otoimmiin

tiroid hastaliginda diisiikler ilk trimesterde gergeklesmektedir (68).

Unutulmamasi gereken bir nokta da selenyum ve iyod gibi tiroid hormon
sentezinde sorumlu maddelerin eksikliginde de tekrarlayan gebelik kayiplar
goriilebilmektedir. Gebelik boyunca selenyum uygulamasinin tiroid otoantikor

konsantrasyonlarini diisiirdiigii saptanmustir (69).

2.1.7. Hematolojik Nedenler

Hemostaz, inflamasyon ve Koagulasyon Sistemi

Hemostaz kanama kontroliinden sorumlu defans mekanizmasidir. Damar
duvarinin hasar1 ile baslar, trombosit aktivasyonu, koagulasyon kaskadi, dogal
antikoagulan ve fibrinolitik sistem aktivasyonu ile devam eder. Inflamasyon
yaralanma ya da enfeksiyona bagl gelisen doku hasarinin tarihidir. Kuagulasyon ve
inflamasyon sistemleri ortak kisa yollar ile aktive edilirler. Intrensek kisa yol hasarli
yuzey ile FXII"nin kontakt aktivasyonu ile baglar. Bunu FXI ve FIX’nin aktivasyonu
ile devam eder. Sonunda ekstrensek yol ile birlikte ortak yolun baslangicindaki FX

aktive olur.

Zedelenen doku veya damar bolgesinden doku faktorii aciga ¢ikar. Doku
faktoru-FVIla kompleks etkisi ile FIX aktive olur ve ortak yolun ilk basamagindaki
FX aktive olur ve pihtilagma kaskad1 baglatilir.

Hasarlanan damar dokusu ile uyarilan trombositler sitokinler, biiylime
faktorleri, ¢esitli proinflamatuar mediatorlerin salinmasina neden olur. Doku faktorii

ve trombin inflamasyon ve koagulasyon sistemlerini birlestirmede aktif gorev yapar.

Inflamatuar sitokinler, 16kositlerde ve endotel hiicrelerde doku faktoriiniin
ekspresyonunu indiikler. FVIla yada FXa ile doku faktorii’iin kompleks olusturmasi

inflamatuar progeslerin baglatilmasinda direkt etki olusturur (70).

Dogal antikoagulanlar arasinda en 6nemli ii¢ tanesi; doku faktorii kisa yolu

inhibitort, antitrombin, protein C/S'dir. Trombin endotelial trombomoduline
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baglanir, protein C ve kofaktorii olan protein S aktive olur, FVave FVllla inaktive
edilerek koagulasyon kaskad: kontrol altina alinir. Bu mekanizma ayrica

antiinflamatuar rol Ustlenmektedir (70).
Heparin antitrombin III ile trombin arasinda koprii gérevi yapmaktadir.

Gebelik Boyunca Gelisen Koagulasyon Degisiklikleri

Ostrojen total Protein S seviyelerini diisiise neden olurken ve C4b
seviyelerinde yukselmeye neden olur. Bu da gebelikteki koagulan faktorlerinde
ozellikle de faktor II, VII, VIII, IX, X ve Willebrand faktér seviyeleri yiikselise,
protein S seviyelerinde ise ilk trimesterden iribaren %40-%60’a kadar diisiise neden
olur. Ayrica postpartum 3 ay boyunca diisiik seviyelerde seyreder. Artan Faktor V ve

azalan protein S seviyeleri aktive olmus protein C rezistansina yol acar (71).

Trombofili

Trombofili pihtilasmaya egilim anlamina gelmekte ve bati populasyonunun
en az %]15’ini etkilemektedir. Yenidoganlarin %50’sinde vendz tromboemboli ile
kendini gosterir. Gebelikle iliskili derin ven trombozunun ve pulmoner embolinin en
onemli nedenidir. Trombofilinin neden oldugu obstetrik komplikasyonlar;

tekrarlayan gebelik kayiplari, preeklampsi, IUGR (intrauterin gelisme geriligi) (45).

Faktor V Leiden Mutasyonu

Faktor V plazmada inaktive kofaktdr olarak bulunur ve trombin tarafindan
aktive olur. Aktive olmus Faktor V (Va), Faktor Vllla ile birlikte protrombinin
trombine doniisiimiinde kofaktor olarak gorev yapar. FV Leiden mutasyonu; 1691.
nikleotid olan Adenin yerine Guanin gecmesi ve bunun Faktor V’in 506.
pozisyonunda bulunan Argininin Glutamin ile yer degistirmesiyle sonuglandigi nokta
mutasyonudur. Bu da aktive protein C i¢in hatali baglanma bdlgesi olusturarak F

Va’nin daha yavas inaktive olmasina yol agar (71).

Aktive protein C rezistanst olan vakalarin %95’inde FV Leiden mutasyonu

saptanmistir. FV Leiden mutasyonu otozomal dominant kalitilir (1g21). Dolayisiyla
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tim tastyicilar etkilenmistir. Vendz tromboz riski heterozigot olgularda 3-10 kat,

homozigot olgularda 50-100 kat artar (72).
F V Leiden heterozigot mutasyonu en sik kongenital trombofili nedenidir.

Tastyicilarin yaklasik %?2’sinde gebelikle iligkili ventz tromboemboli(VTE)
gelisir ve en fazla puerperium doneminde meydana gelir. F V Leiden homozigot

kalitim1 ¢ok daha nadir goériilmesine ragmen tromboz riskini Odss Ratio 34 oranina

yukselir (73).

Normalde gebeligin 2. ve 3. trimesterinde active protein C rezistansi
gelismektedir. F V Leiden mutasyonu tastyicilarinda 28. gebelik haftasindan 6nce
gebelik kaybi riski vardir. Mutasyonu tasiyan fetuslarda kontrollere gore abort
riskinin 2 kat arttig1 gosterilmistir. Tasiyic1 annelerde TGK riski ise 2 kat artmaktadir
(73).

Protrombin Gen Mutasyonu

Protrombin gen mutasyonu TGK olgularinin %4-9’unda goriiliir. Kalitsal
trombofililer arasinda ikinci siklikta goriilen protrombin G20210 gen mutasyonu ilk
kez 1996 yilinda Poort ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir. Genis serileri
kapsayan meta-analiz sonuglarina gére, protrombin gen mutasyonu tim TGK’y1, ilk
trimester TGK ve ge¢ donemdeki fetal kayiplar iki-li¢ kat arttirmaktadir. Protrombin
genindeki 20210. pozisyondaki Adenin yerine Guanin gegcmes ile protrombin
mRNA 3’ end sentezi artar ve transkripsiyon hizindan bagimsiz olarak protrombin
sentezinin artmasi ile sonuglanir. Heterozigot hastalarda gebelikte VTE insidansi
%2.3’e ve puerperiumda VTE insidans1 %1.9’a yiikselirken homozigot tasiyicilarda
%?26’ya ulagir (73).

Kombine Heterozigot Mutasyon

F V Leiden ve Protrombin gen mutasyonunun birlikte olmasidir. Cok nadirdir

ve Kafkas populasyonunun %0.01’ inde gordl Or.
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Antitrombin III Eksikligi

Antitrombin 111 olarak da bilinen antitrombin; karaciger hiicreleri ve endotel
hiicrelerinden sentezlenen dogal bir glikoproteindir. Trombinin temel inhibitoriidiir
ve ayrica pihtilasma faktorlerinden FX, FIX, FXI, FXII ve FVIla’ya baglanmis doku
faktoriinii inhibe eder. Heparin varliginda inhibitor aktivites 5000-40.000 kat artar
(74).

Antitrombin (AT) eksikligi heterogen bir bozukluktur:

1. Tip-I eksikligi: AT molekiilii az miktarda sentezlenir, dolayisiyla
fonksiyonel testlerde bozuk bulunur. Simdiye kadar bu eksiklige neden olan 39

mutasyon bildirimistir.

2. Tip-1I eksikligi: Varyant AT molekiiliidiir. AT miktar1 normal, fonksiyonu

bozuktur. Bunun 3 tipi vardir:
* Tip Il RS: AT’ nin reaktif site defektidir. 11 mutasyon tanimlanmuistir.
* Tip Il HBS: Heparin binding site defektidir. 11 mutasyon tanimlanmastir.

* Tip Il PE (Pleitropic Effect): Multipl fonksiyonel defektir. 9 mutasyonu

tanimlanmustir.

Antitrombin eksikligi ilk tanimlanmis kalitimsal trombofilidir ve trombofili
nedenleri arasinda en trombojenik olandir. Eksikligi nadirdir ve toplumda 600-1000
kiside bir goriiliir. Tedavi almayan hastalarda tromboembolik atak riski %70-90’nin
Ustiindedir (75). Gebelik ven6z trombo emboli riskini gebe olmayan kadinlara gére
4-5 kat arttiran bir durumdur (76). Gebelikte antitrombin eksikliginde VTE riski daha
fazla yiikselir ve bir ¢aligmaya gore %73’e kadar ulasir (73), puerperiumda ise %30

oraninda devam eder (75).

Protein C ve Protein S Eksikligi

Protein C ve protein S, karacigerde vit K bagimli sentezlenen proteinlerdir.
Protein S ayrica megakaryositlerde sentezlenir. Protein C aktive edildiginde F Va ve

F VIIIa’y1 inhibe eder. Inhibitér etkisi Protein S’in kofaktdr etkisi ile arttirilir.
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Protein C ve S eksikligi populasyonda nadir goriiliir ve toplumun sirasiyla

%0,2-0,5 ve %0,03-0,2'sini etkiler.

PC pihtilagsma sisteminin aktivasyonu sirasinda trombin tarafindan kesilerek
aktive protein C (APC) halini alir. APC, FVa ve FVIIla’y1 selektif olarak proteolize
ugratir. PC geni 2. kromozomdadir (2q13-2q14). PC geninde simdiye kadar 160’dan
fazla mutasyon tarif edilmistir.

Iki tip eksiklik tanimlanmaktadir:

1) Tip I PC eksikligi: Hem PC miktar1 hem de fonksiyonu azalmistir,
dolayisiyla fonksiyonel testlerde bozuk ile sonuglanir.

2) Tip II PC eksikligi: PC miktar1 normaldir, ancak fonksiyonu bozuktur.
PS, APC’nin FVa ve FVIIIa’y1 inaktivasyonunda nonenzimatik kofaktordiir.

Plazmada %401 serbest, %60’1 C4b- baglayici1 protein (C4b-BP) ile bagh
dolasir. Sadece serbest kism1 APC’ye kofaktorliik yapar. PS kinaz ve protrombinaz
komplekslerini inhibe edebilir, bu reaksiyon APC’den bagimsizdir. PS ayrica tirozin
kinaz reseptoriine ve damar diiz kas hiicrelerinde spesifik reseptorlere baglanarak
hiicre proliferasyonuna katilir (77). PS geni 3. kromozomdadir (3p11.1 - 3p11.2). Ug

tip eksiklik tanimlanmigtir:

1) Tip | PS eksikligi: Total ve serbest PS miktarlar1 azalmistir ve fonksiyonel
testlerde bozuk bulunur.

2) Tip II PS eksikligi: Total ve serbest PS miktarlar1 normaldir, fonksiyonu

bozuktur.

3) Tip III PS eksikligi: Total PS miktar1 normaldir, serbest PS miktar
azalmistir, fonksiyonel test bozuktur. Gebelik sirasinda Protein S eksikligi
tanis1 konulamaz, ¢iinkii 0stogen varliginda Protein S seviyesi fizyolojik
olarak diiser. Tan1 ancak dogumdan ya da Ostrojen tedavisi birakildiktan 3 ay

sonrave 1.derece akrabalarda arastirilabilir.
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PS seviyeleri bakilarak ailesel eksiklik arastirilabilir (71). Dogal antikoagilan
olan PC, PS ve AT eksikligi nadir goriiliir. PS, PC eksikligi ile faktér Va, VIlla
inaktivasyonu, AT eksikligi ile de trombin ve diger enzimlerin inaktivasyonu bozulur
ve tromboz riski artarak fetal kayip riski artmaktadir. PS, PC veya AT eksikligi olan
ailelerde, olmayanlara gére hem erken hem de ge¢ fetal kayip riskinde iki kat artig
olmaktadir. Ancak literatiirde fetal kayip, dogal antikoagiilan eksikligi ile ilgili
arastirmalar tartismali sonuc¢lar vermektedir. Genis serili meta-analiz sonucglarina
gore PS eksikliginde TGK riskinde 15 kat, 22 hafta sonrasi gec fetal kayip riskinde
Ise 7 kat artis saptanirken, protein C ve antitrombin eksikligi ile fetal kayip riski

arasinda anlamli iligki gosterilememistir (78).

Metilen Tetrahidrofolat Rediktaz Polimor fizmi

Artmis homosistein ve azalmig folat seviyeleri arteriyel ve vendz tromboz ile
iliskili bulunmustur. Oysaki son randomize, plasebo-kontrollii calismalara gore
hiperhomosisteiniirili hastalarda; folat, pridoksin ve Vit B12 kullanilarak homosistein
seviyeleri normale indiginde VTE tekrarlamasinda ya da ilk atagin ortaya
¢ikmasinda azalma olmadigi sonucuna varilmistir(79). EK olarak homosistein
seviyeleri gebelikte %50 oraninda azalir ve folat tedavisi noral tiip defektlerini

engellemek icin gebelikte rutin olarak verilir (73).

Metilen tetrahidrofolat rediktaz (MTHFR) gen spesifik nokta mutasyonu
(C677T) termolabil enzim aktivitesine neden olup, homosisteinin remetilasyonu
bozulur. Bu enzim homozigot mutasyonu genel popilasyonda %10-20 oraninda
gorulup hafif hiperhomosisteinemiye neden olup plasental vaskilopati yaparak fetal
komplikasyonlara neden olduguna inanilmaktadir. Heterozigot mutasyonda
hiperhomosisteinemi olmaz, arteryel-vendz tromboz ve gebelik komplikasyonu icin
risk olusturmaz. Birkag¢ arastirmada homozigot mutasyonun TGK’ya neden oldugu
sOylenmesine ragmen, meta-analiz sonuglarina gore tekrarlayan erken ve geg gebelik

kaybu ile iligkisi yoktur (80).

Trombomodulin

Trombomodulin 559 aminoasitten olusan ve temel olarak biiyiilk damarlarin

endotel hicrelerinde, plasental sinsityotrofoblastlarda sentezlenen glikoprotein
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reseptoriidiir. Saglam endotelde trombomodulin trombin ile kompleks olusturur ve

bu kompleks PC’nin APC’ye doniismesini saglar.

Alloimmun Faktorler

Plasenta gebelik boyunca maternal immuin reaksiyonu engelleyen bir bariyer

olarak gorev yapar. Gebeligin baslangicinda bu gorevi mekanik yapisi ile yapar.

Gebeligin ilerleyen donemlerinde trofoblastlarin yiizeyindeki histokompatibil
antigenler de barier gorevine katilir. Gebelik boyunca maternal immiin sistem ¢esitli
alloantikorlarin sentezini indiikler, bu antikorlar trofoblastlar1 sararak maternal
immunitenin sitotoksik cevabindan korur. Yapilan c¢alismalarda bu alloantikor

sentezinde eksikliginde gebeliklerin fetal kayip ile sonlanabilecegi gdsterilmistir
(81).

NK (Natural Killer) Hiicre Sitotoksisitesi

NK (natural killer) hiicreler istilac1 trofoblastlara karsi immun savunmada
anahtar rol oynar. Ayni zamanda TNF-alfa tarafinda NK hiicreler aktive edildiginde
trofoblastlarda apopitozu indiikleyerek diisiiklere yol acabilirler. Yapilan bir
caligmada saglikli fertilitesi olan gebe ve gebe olmayan kadinlara gore, tekrarlayan
gebelik kayb1 olan hastalarda periferik kanlarinda CD56+ NK hiicre sayis1 daha fazla
saptanmigtir. Dolayisiyla gebelikte ve gebelik oncesi kanda bakilan CD56+ NK
hiicre sayis1 tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlarda gebelik sonuglar1 hakkinda
Onceden bilgi verebilir.

TGK olan kadinlarda implantasyon sahasinin immunhistokimyasal
incelemesinde; aktive l6kositlerin ve CD57 NK sayisinin 6énemli oranda artmis
oldugu saptanmistir. Bu da TGK’daki muhtemel patofizyolojiyi aciklayabilir. TGK
olan kadinlardaki uterus NK hiicreleri trofoblast yiizeyindeki HLA-Cw molekullerine
spesifitesinin  eksik oldugu dolayisiyla NK hiicre aktivitesinin inhibisyonu

bozulmakta ve embriyo yabanci hiicre reaksiyonundan korunamamaktadir (82).
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NK T hicreer

Desiduada bulunan TCR dfabeta lenfosit populasyonunun Gyesi olan
CD3+T hiicrelerin bir kism1 NK hiicre markir1 olan CD56 eksprese etmektedirler. Bu
hiicrelere NK T hiicreler denir. Bu hiicreler NK ve T hiicreleri tantyan CD3+/CD56+

reseptorleri igerirler ve CD3+ insan desidual hiicrelerinin %0.48’ini olustururlar.

Normal gebelikte desidual NK T hiicrelerin orani periferik hiicreler ile
aynidir. Ancak missed abortus ve TGK'da desidual NK T hiicre oran1 periferik
kandan daha diisiik saptanmaktadir (83).

Th1-Th2 Denges

Gebelik boyunca maternal immiiniteyi temel olarak sivisal bagisiklik sistemi
olusturur (84).Feto-maternal yilizeyde Th2 sitokin cevabi trofoblastlar ve desidual
|6kositler tarafindan yonetilir. Spontan diisiikten sorumlu tutulan 2 temel sitokin

mevcuttur;

TNF-alfa ve IFN-gama. Bu sitokinler in vitro ortamda trofoblastlarin
apopitozunu indukler. Ek olarak IFN-gama ve TNF-alfa Fas ekspresyonunu uyarir ve
trofoblastlarin Fas aracili apopitozusa duyarliligini arttirir. Fas/Fas ligandi sistemi
hiicre proliferasyonunu kontrol eden en onemli kisa yoldur. Bu nedenle Fas

ekspesyonunun arttirtlmasi gebelik kaybinin indiiklenmesi ile iligkili olabilir (85).

Regulatuar T Hucreler

Regulatuar T hicreler (Treg) periferik kandaki CD4 ve CD25 eksprese eden CD4+
afabeta T lenfositlerdir. Gebelik siiresince estrodiol ve TGF-’ nin etkisi ile
CD4+CD25- Treg hiicre prekiirsorleri; CD4+CD25+ hiicrelere doniisiir.

Fertil ve gebe olmayan kadinlarda CD4+25+FoxP3+ Treg hiicreler serum
Ostrogen seviyelerine paralel olarak follikiler faz boyunca sentezlenir. TGK 6ykUsl
olan kadinlarda bu Treg hiicrelerin hem follikiiler hem de luteal fazla sayilarinin
postmenapozal donemde oldugu gibi diisiik oldugu saptanmistir. Diisiik sayiya ek

olarak TGK olan kadinlarda Treg hiicre aktivitesi bozuk olarak saptanmistir (86).
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Anti Laminin 1 Otoantikorlari

Laminin-1 embrionun implantasyonu ve plasentasyonu, embriogenez
asamasinda en erken sentezlenen proteinlerden biridir. Basal membranin temel
komponenti olan bir glikoprotendir. 3 subiinitesi vardir; alfa-1, beta-1 ve gama 1

zincirleri.

Lamininlerin ¢esitli islevleri vardir; hiicre adesyonu, g0¢, proliferasyon,
farklilagma. Erken embriodan kaynaklanan Laminin-1 tip IV kollagen sentezini
arttirir  ve peri-implantasyon asamasinda trofoblastlarin maternal matrikse
tutunmasinda gorevlidir. Anti- Laminin otoantikorlar1 ilk kez 1989 yilinda Carey ve
Klein tarafindan iireme bozuklugu olan maymunlarda saptanmigtir. Bu makalede
TGK ile bagvuran 177 kadinda %31.1 oraninda IgG anti-laminin-1 antikorlar
saptanmistir. Ayrica bu antikorlarin seviyeleri TGK olan kadinlarda saglikli gebe ve
gebe olmayan kadinlara oranlara cok daha yiUksek oranda saptanmustir (sirasiyla;
P=0.0043 ve 0.0073). IgG anti-laminin-1 otoantikorlar1 pozitif olan TGK olan
kadinlarda negatif olan kadinlara oranla sonraki gebeliklerinde canli dogum oranlar1

onemli oranda daha az saptanmistir (P=0.032) (89).
2.2. Blastokistin implantasyonu

Implantasyon siireci fertilizasyondan sonraki 6-7 giin iginde baslar ve temel

olarak 3 evreden olusur: apposizyon, adesyon ve invazyon.

Appozisyon ilk evredir; apika uterus epiteli ylzeyindeki mikroprotrizyonlar
olan pinodopodlar, blastokistin yiizeyindeki apikal sinsisyotrofoblastlarin
mikrovilliisleri ile hiicreler arasi iliskiye girer. ikinci basamak adezyondur; blastokist
ve uterus epiteli arasindaki yiiksek fiziksel etkilesim ile gerceklesen yapigmadir. Son

evre; invasyon evresidir.

Sinsityotrofoblastlar uterus epitel hicrelerine penetre olur ve bunu
mononukleer sitotrofoblastlarin uterus epitelinin derinliklerine, myometriuma ve
uterus damarlarina infiltrasyonu ile devam eder. Villoz sitotrofoblast hucreleri
villislerin tepesinde yer alir, bazal membranin altinda g¢ogalip maternal spiral

arterlere invaze olur ve endovaskiiler trofoblast hiicrelerini olustururlar. Trofoblast
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invasyonu ve migrasyonu temel olarak trofoblastlarin kendileri ve maternal

mikrogevre tarafindan kontrol edilir (90).

Apozisyon, adezyon ve invazyon asamalarinda; blastokist endometrium
arasindaki iliskiyi olusturmaktan sorumlu olan molekiiller uzun zamandir
calisilmaktadir. Bu molekiiller arasinda en 6nemli olanlar integrinler, MUC-1,
ekstrasellUler matriks proteinleri, implantasyondan sorumlu blyime faktorleri olarak

siralanabilir.

Integrinler menstiirel siklusun midluteal evresi boyunca, progesteron cevabi

altinda, uterus epitel hiicrelerinin apikal ¢ikintilar1 olan pinodopodlar ortaya cikar.

Pinodopodlarin  biyolojik yapist tanimlanamamigtir. Fakat implantasyon
surecindeki kisa siireli varliklari, blastokistin yiizeyel sinsisyotrofobalstlarinin apikal
yuzeyi ileiliskiye gecip implantasyonu sagladiklarini diistindiirmektedir. Blastokistin
trofektoderm hiicrelerinin pinodopodlara adezyonu, pinodopod membraninda yer
alan E-katedrin gibi adeziv molekiiller araciligiyla olmaktadir. In vitro ¢alismalarda

trofektoderm ve pinodopodlar arasinda higbir direkt iliski olmadig1 gozlenmemistir.

Ayrica Dblastokistin, kiiltiire edilmis endometriyum epitelyum hicreleri
ylzeyinde pinodopodlar aracihigiyla  yiiriidiigii =~ gozlenmistir.  Integrinler
heterodimerik membran proteinleridir ve alfa ve beta subiinitelerinden olusur, gesitli
extraselliiler matriks (ECM) yapilarina baglanma kapasitesi tagirlar ve migrasyon,
invazyon, hicre iskeleti reorganizasyonu, hicresel sinya iletimi gibi goérevleri
tistlenirler. Endometrial integrinler hormon bagimlidir ve menstirel siklus boyunca
degiskendir. Endometriumun integrin igeriginin basarili implantasyonda ©6nemli
gorev tstlendigi diistiniilmektedir (91). Embriyo yerlesimi sirasindaki integrinlerin
expresyonunda aVP3 ve o4B1 integrinleri uterusta saptanmistir (92). aVp3
embrionun adesyonu sirasinda yiiksek oranda sentezlendigi saptanmistir ve eksik

sentezinin infertiliteile iliskili oldugu gosterilmistir (93,94).

Tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlardd4fl ve aS5PB1 integrinlerinin,
implantasyon  siirecinde  diisik konsatrasyonda oldugu bulunmustur(71).

Trofoektodermda ayrica ¢esitli integrinler sentezlenmektedir; a3, a5, B1, B3, p4, B5
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ve bu integrinler blastokist adesyonu ile iliskili oldugu dsiiniilmektedir (73). Farkli
bir siirii molekiiliinde integrin molekiilleri ile iliskili oldugu saptanmustir. Ornegin

IGF-1, ekstravill6z trofoblat hiicrel erinin migrasyonunu indiklemektedir.

Uterin hiicre yiizey glikoproteinleri (6rmegin  MUC 1), trofoblast
invasyonunda bariyer saglar. MUC 1 endometrial dokuda proliferatif fazdan
sekretuar faza dogru artar ve ge¢ sekretuar fazda azalmaya baslar. Progesteron
Ostrogenle birlikte MUC 1’in sentezini arttirirlar. Blastokistlerin implantasyon
sahasinda MUC 1°1 lokal olarak tiikettigi gosterilmistir. Yani MUC 1 bdylece
embrionun uterusa girisinden 3 giin sonra blastokistin endometriuma blastokistin

yerlesimini engelleyen anti-adeziv molekiil gibi davranmaktadir (98)

Trofoblastik hiicrelerin bazal membrana ve matriks proteinlerine tutunmasini
saglayan extraselliller matriks proteinleri: kollogenler (Col), fibronektin (FN),

laminin (LN), vitronektin (VN), trofin ve tastindir (98).

Implantasyondan sorumlu bilyiime faktorleri: Epidermal growth factor,
Heparin baglayici EGF —benzeri blyume faktori, Transforming Growth Faktdy,
Insiilin benzeri growth faktor baglayici protein-1, Sitokinler; Lokemi inhibitor faktor,
Interlokin-1, Hormonlar: Human koryonik gonodotropin, Progesteron, inflamatuar
Faktorler olan Kortiko-salgilatact faktor, Tumor nekrosiz faktor- a, Prostaglandinler,
Extraselliiler matriks proteinazlari; MMPs (Mattiks metalloproteinslart), TIMPs
(Tissue inhibitors of matriks metalloproteinazlari), Serin proteinazlari olarak

siralanabilir (98)
2.3. Plasental Histopatoloji

Plasenta cift 2 dolagim sistemine sahip fetal gelisimden sorumlu organdir.
Plasental trofoblastlar hemostaz ve plasental farklilasmadan sorumlu koagulasyon
triinlerini  sentezlerler. Gebelik boyunca fetal gelisim icin gerekli olan uterin
degisimler gerceklesir; dilatasyon, spiral arterlerde asir1 genisleme, spiral arter
endotelinde destriikksiyon ve trofoblastlar tarafindan invasyonu. Sadece yeterli
plasental kan akimi saglandiginda normal plasental gelisim saglanabilir. Gebelikte

meydana gelen normal uterin farklilagsmalarin yetersiz oldugu durumlarda plasental
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gelisiminde yetersizlige neden olur. Bu da intrauterin biiyiime kisitliligi (IUGR),
erken dogum, preeklampsi, gebelik toksemisi ile sonuglanacaktir. Tekrarlayan
gebelik kayb1 ya da kotii gebelik sonuglar1 olan kadinlarda plasentadaki temel
patoloji trombozdur (97).

2.4. Tekrarlayan Gebelik Kaybinda Tarama
TGK o6ykiisii olan kadinlarda tarama kriterleri, risk faktorleri ile belirlenir.

Onceden tromboembolik atak gegirme dykiisii olanlarda tarama yapilmalidir.

Bu hastalarda trombofili saptanir ise antikoagulan tedavi baslanmalidir.

Tromboembolik atak Oykiisii olmayip aile Oykiisii olan hastalarda tarama
konusu hala tartismalidir. Ancak birinci derece akrabalarda antitrombin III,
protrombin gen mutasyonu, FV Leiden homozigot mutasyonu var ise hastanin

yiiksek risk tasidigi diisiiniilerek tarama yapilmalidir (98).

TGK 6ykust olup sekonder yada tersiyer habituel abortusu olan hastalarda,
onceki gebeliklerinde IUGR, preeklampsi, ikinci ve tglncu trimesterde intrauterin
fetal 6lUm ve plasenta dekolmani Oykiisii varliginda antifosfolipid sendromu ve

herediter trombofililer arastiriimalidir (98)

Homosistein MTHFR polimorfizmi ve PAI-1 polimorfizmi ile TGK nedeni
olmas1 konusunda net veriler bulunmadigindan TGK tarama panelindeki veri netlik

kazanmamustir.

2.5. Genetik Polimorfizm

2.5.1. Tanim

Insan Genom Projesi’nin sonuglanmasini izleyen yillarda bilimsel ilgi daha
cok genetik varyasyonlarin haritalarinin ¢ikarilmasi tizerine yogunlagmistir(99). Bir
genin belli bir lokusta yer alan alternatif kopyalarindan her birine allel denir. Alleller
genel populasyonda %1°den daha fazla siklikta bulunuyorsa, bu durum °‘genetik

polimorfizm(genetik ¢esitlilik)’ olarak adlandirilir. Aksine, alleller %1’den daha az
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siklikta ise ‘nadir degisimler’ olarak isimlendirilir. Genetik hastaliga neden olan

zararli mutasyonlarin bir¢cogu nadir degisimlerdir.

Genetik polimorfizm teriminden toplumda yaygin olarak rastlanan ve
genellikle hastalik etkeni olmayan genom degisiklikleri anlasilir. Genetik
polimorfizm, Mendel kurallarina gore aktarilir. Genetik polimorfizm, kodlanan veya
kodlanmayan DNA dizilerinde meydana gelebilir. Intronlarda ve genler arasindaki
DNA dizilerinde meydana gelen degisikliklerin genellikle etkisi yoktur. Ancak intron
bolgelerindeki bazi polimorfizmlerin gen ekspresyonunu etkileyerek fenotipik
degisiklikler ~meydana getirebilecegi  belirtilmektedir. Genlerin  kodlanan
bolgelerindeki (ekzon) polimorfizmler ise protein fonksiyonuna etki edehilir..
Promotor bdlgede meydana gelen polimorfizm ise transkripsiyon dizeyinde

degisiklige neden olabilir.

Polimorfik degisiklikler cok ¢esitli tiplerde olabilir. DNA dizisinde her 1000
bazda bir tek baz farklilig1 gozlenir. Bu da ayni tiir i¢erisinde genom farkliliginin bir
gostergesidir. SNP insan genomundaki en basit ve en yaygin genetik polimorfizm
cesitidir. Tiim polimorfizmlerin %90’ 11 olusturur(100). ikinci siklikta goriilen
polimorfik degisiklik ise genomda ardisik olarak tekrarlayan DNA dizilerinin
sayisinda goriilen degisikliklerdir. Insan genomunda ardisik tekrarlayan DNA dizileri
vardir(Minisatellite ya da VNTR; ‘Variable number of tandem repeats 5-55 tekrar
dizis iceren 10-60 baz uzunlugunda; kisa DNA dizileridir. Microsatellite ya da
‘short tandem repeats’; STR; 1-6 bazlik tekrarlardan olusan kisa DNA dizileridir).
Bu dizilerin tekrar sayilart her bireyde farklidir(101). SNP’lerin bazi alt gruplari
vardir. SNP’leri; Amino asit degisimine neden olmayan SNP’ler (synonymous) veya
amino asit degisimine neden SNP'ler (nonsynonymous) olarak ikiye ayirabiliriz.
Amino asit degisimine neden olan SNP’ler, protein fonksiyonuna etki ederek fenotip
tizerinde etki meydana getirebilecegi One siirlilmektedir. SNP’ler DNA dizisinde
restriksiyon enzim(RE) kesim bolgesi meydana getirebilir veya mevcut kesim
bolgesini ortadan kaldirabilir. Bu degisiklikler RE’lerince DNA’nin farkli uzunlukta
kesilmesine yol agar. DNA bantlarinin uzunlugu ve sayisi kiyaslanarak elde edilen

cesitlilige RFLP (restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi) denir. Genetik
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polimorfizmler, membran proteinlerinin  ekspresyonu, enzimlerin  katalitik
aktivitesini, yapisint veya ekspresyon diizeyini etkileyebilir ve fonksiyonel

degisimlere yol acabilir(101).
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2.6 .Glutatyon

2.6.1 Glutatyon ve K senobiyotik Iliskisi

Glutatyon (y glutamil sisteinil glisin) glutamik asit, sistein ve glisinden olusan
bir tripeptiddir (102,104). Ilk defa 1888'de izole edilmis, fakat yapis1 40 sene sonra
aciklanmistir (105). DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi,
hiicre igi ve hiicre dis1 transportlar gibi hiicresel fonksiyonlar1 disinda antioksidan

olarak hiicre savunmasinda da rol oynar.

co0- | .
b eUsiN

N

c-0
HS - CH, - CH
6-SH HN
¢-0
CH,
CH.  GLUTAMAT
HONH,*

|
COO-

SISTEIN

N

.<

J

(v-glutamilsisteinilglisin)

Sekil 2.1. Glutatyon’un Yapisi
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Ksenobiyotik metabolizmasinda Fazl ve faz II reaksiyonlar1 olmak iizere iki
ayr1 reaksiyon kullanilir. Faz I'e katilan temel reaksiyon, monooksijenazlar veya
sitokrom P-450 olarak adlandirilan enzimlerce katalizlenen hidroksilasyondur. Faz
I'in diger reaksiyonlari rediiksiyon ve hidrolizdir. Faz I'de olusan hidroksile bilesikler

faz I1'de cesitli polar metabolitlere dontistiiriilmektedir(97)

Faz II reaksivonlar (detoksifikasyon)
Konjugasyon Enzimleri
(siilfat. asetat. glukuronik asit, glutatyon.

glisin)
.
m@}l

Faz I reaksivonlar: (aktivasyon)
CYP P450 (oksidasyon,
rediiksiyon, hidrolizis)

Nontoksik
Metabolit

Reaktif
Metabolit

FAZIII
Idrar ve Safrayla atilin

Sekil 2.2. Detoksifikasyon reaksiyonlari (Faz I, Faz II, Faz III)
Ksenobiyotik metabolizmasindaki bu iki fazin bastan sona amaci ksenobiyotiklerin

sudaki ¢oziiniirliikklerini (polarite) artirmak ve bu sekilde viicuttan atilimlarin

kolaylagtirmaktir (103).
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\{/\)\ /L‘/NHJCDUH + Xenobiotic (X)

COOH Glutathione
Stransferase

\(\/L /[rNH\V/' COOH

COOH

Glutathione S-co njugate
Sekil 2.3. Glutatyon Ksenobiyotik Mekanizmasi

Glutathione

Kanserojenik etkilerden korunmada glutatyonun 6nemli bir rolii vardir.
Reaktif ara metabolitler olan epoksidler ve diger bazi toksik bilesikler dokularda
niikleofilik endojen bilesiklerle ozellikle glutatyon ile konjuge edilerek inaktif

duruma getirilirler.
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Glutamat

Sistein

A

v — Glutamilsistein Sentetaz

ATP

ADP+P;

N 4

v — Glutamilsistein

Glisin

/

ATP Glutatyon Sentetaz

ADP+P;

R\

r
Indirgenmis Glutatyon

NADP (2) GSH H,0,

Glutatyon rediiktaz Glutatyon peroksidaz

(GR) _ (GPx)
NADPH GSSG 2H,0
A Oksitlenmis Glutatyon

: (Glutatyon disiilfid)
:
|
|

ATP
ISKEMIi
ADP+P;

L J

Salgilanma

Sekil 2.4. Glutatyon Sentezi ve Siklusu(104)

Glutatyon (GSH), organizmada L-glutamik asid, L-sistein ve glisinden, y-
glutamilsisteinsentetaz ve glutatyon sentetaz enzimlerinin etkisiyle iki asamada
meydana gelmektedir (102,107).
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Glutatyon genelde GSH olarak kisaltilir; SH, sisteinin siilfidril grubuna isaret
eder ve molekiiliin aligveris yapan kismuidir. Glutatyon ile ksenobiyotiklerin
reaksiyonlari1  katalizleyen enzimlere '"glutatyon- S-transferazlar", kisaca
"GST"denir (108).

GST'lar ve onlarin merkaptiirik asit biyosentezindeki rolleri ilk kez 1961'de
Booth ve arkadaslar1 tarafindan  tanimlanmistir  (108).  Ksenobiyotik
metabolizmasinda glutatyonun rolii; faz I enzimlerince olusturulan reaktif tiirlerin
glutatyon ile konjugasyona girmesi ve sonugta hticre makromolekilleri (DNA, RNA,
protein) ile baglanmasin1 engelleyerek hiicre hasarim1  Onlemesi seklinde
gerceklesmektedir. Ksenobiyotigin reaktif tiirleri, bir proteine baglanip onu
degisiklige ugratip antijenik 6zelligini degistirebilir. Ksenobiyotikler bir hapten, yani
tek basina antikor sentezini uyarmayan ancak antikorla birlesince hiicreyi hasara

gotirebilen molekullerdir (97).

Glutatyon (GSH), OH ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirevlerinin
temizleyicisidir. Serbest radikalerle ve peroksitlerle reaksiyona girerek hicreleri
oksidatif tahribata kars1 korumaktadir. Bunun disinda GSH protein yapisindaki —SH
gruplarini indirgenmis halde ve demirin de ferr6z (Fe+2 ) halinde tutulmasinm
saglayarak pek ¢ok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu engelleyebilir ve hatta

rejenere olmalarini saglayabilir (105).

Glutatyon-s-transferazlar  elektrofilik  ksenobiyotikleri inaktive ederek
viicuttan atilmak {izere konjugasyonunu saglayan dimerik enzimlerdir (102,109).
Glutatyon konjugasyonu elektrofilik merkezi bulunan bir bilesikle glutatyonun bir

tiyoeter bagi olusturmasi esasina dayanir (102,105).

GST, dektrofilik merkez iceren bilesiklerle GSH'u baglama kabiliyetindedir
(110).

Konjugasyon reaksiyonu icin gerekli elektrofilik fonksiyonel gruptabir C, bir
N veya bir S atomu yer almalidir. GST aym1 zamanda pestisidlerin, g¢evresel
Kirleticilerin, oksidatif stres dUriinlerinin, kemoterapide kullanilan ilaglarin

detoksifikasyonunda yer alir (111). GSH ve elektrofiller arasinda bir bag olusumu,
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ana bilesikten daha az reaktif bir konjugat olusturur ve bdylece detoksifikasyon
gerceklesir (112).

Reaktif elektrofiller, niUkleik asitler ve selliler proteinlerde bulunan
niikleofilik gruplarla kovalan bag yaparak toksik etkilere, yani doku zedelenmesi,
kanser olusumu, gen yapisinda bozukluk ve teratojenik etki gibi durumlarin ortaya
¢ikmasina neden olurlar (107). Glutatyon, nikleofilik siilfidril grubu ile bilesiklere
baglanarak organizmay1 reaktif kimyasal bilesiklere karsi korur (106).

Cogu dokularda mevcut olan tripeptid yapisindaki glutatyon ksenobiyotiklere
baglandiktan sonra daha ileri bir biyotransformasyonla karaciger ve bobreklerde
bulunan mikrozoma gama-glutamiltranspeptidaz ve sisteinilglisinaz enzimleri
yardimi ile peptid baglar1 agilir. Peptid (amid) baglarinin hidrolizi sonucu sadece
sistein kalir, sisteinin mikrozomal asetilasyonu ile merkaptiirik asid konjugati olusur

(107).

2.6.2 Glutatyon-S-Transferaz Enzimleri

GST'lar dogada bakteriler, maya, kiif, yumusakcalar, kabuklular, solucanlar,
kurbagalar, bocekler, bitkiler, baliklar, kuslar ve memelilerde bulunur. En c¢ok

siganlarda ve insanlarda ¢alisilmigstir (108).

Farkli GST enzimlerinin dokuya spesifik ekspresyonlart goriilmistiir.
Substratla ilgili spesifikligi ve fiziksel karakteristikligine gore siniflandirilmigtir.
Insanlarda bircok dokuda ekspresyonu vardir. Bununla birlikte karaciger ve
akcigerde yiliksek diizeyde ekspresyon tespit edilmistir ve de toplam soliibl

proteinlerin %4 linden daha fazlasini olusturur(128).

GST genleri tarafindan kodlanan glutatyon-s-transferaz enzimleri, gevresel
kaynakli  kimyasallar ~ve dogal olarak olusan  bircok  metabolitin

detoksifikasyonundan sorumludurlar (97,105,107).

GST'lar membrana bagli ve sitosolik olmak {izere iki grupta
incelenmektedirler (107,108). Vertabralilarda yedi smuf sitosolik GST tespit

edilmistir: alfa, mii, kappa, pi, sigma, theta ve zeta. Bu sinif ayrimlar1 yapisal
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farkliliklara dayanilarak yapilmaktadir. Bir smif i¢inde farkli GST'lar en az % 40,
siiflar arasi ise en az % 30 aminoasit benzerlikleri gosterirler. Tiirlere gore 6zel

siniflara dayandirilarak yapilan insanlar ve diger memeliler i¢in siniflandirma

belirtilmistir (107,108).

GST'lar (sitoplazmik GST) iki ayn1 alt tiniteden homodimerler veya farkl: alt
tiniteden heterodimerlerden olusmuslardir. Siniflandirma olarak Mannervik ve
ark.'min Onerdikleri smiflandirma kullanilmaktadir. Bu siniflandirmada tiirlerin
belirtilmesi i¢in bir 6n ek (6rnegin, insan i¢in h) kullanilirken, A, P, M, S veya T

harfleri sirastyla alfa, pi, mii, sigma ve thetay1 isaret etmektedir (109).

LT K1-1 GRTOI-1 GST Z1-1 MOLST-1

Sekil 2.5. GST Enzimlerinin Yapist

Bir GSTnin ii¢ boyutlu yapisi domuz akcigerinden pi smif enzimi igin
1991'de belirlenmistir. Insandaki GSTP1-1'in yapis1 1992'de plasentadan purifiye
edilmigtir. Daha sonra da insan GSTAI1-1 ve GSTMZ2-2 enzimlerinin yapilar

tanimlanmaistir.

GST'lar herbir altbirim icin katalitik bolgeye sahip globular dimerik
proteinlerdir. 23.000- 29.000 dalton molekiiler agirhigindadir. Her bir alt birim 200-
240 aminoasitten olusur. Herbir GST altbiriminin polipeptid zinciri kisa baglayici

bolgelerce birlestirilen iki domainden olusur. N-termina domain bir beta-sheet ve ¢
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alfa-heliks yapisinda diizenlenmis 80 aminoasitten olusan GSH'nun baglanma
bolgesi (G bolgesi) ve hidrofobik elektrofillerin baglanmalar1 i¢in olan H
bolgesinden olusmaktadir. C-terminal domain kalan 5 veya 6 alfa-heliks yapisindaki

aminoasidi icerir (107).

GST M1 p mufindadir. Kromozom 1p13,3 de yer alir. Karaciger, akciger,
beyin adrenal, bobrekte ekspresse edilir. Katekolaminlerin quinon metabolitleri
(nochrone,dopachron,noradrenochrone), aflatoksin-B8-9-epoksid, oksipoliaromatik
hidrokarbon detoksifikasyonunda rol alir (113-117).

GST M1 benzo(a)-piren metabolitlerinin hidroksilasyonu ve epoksidleri gibi

sigara ile iligkili karsinojenlerin detoksifikasyonlarinda etkindir(128).

GST M1 homozigot delesyonundan dolayr insanlarin %20-50" sinde
ekspresyonu yoktur. GST M1 enziminin ekspresyonunun olmadigi insanlarin orani
Beyaz irkta ve Asyalilarda Afrikalilardan daha fazladir(128). GST M1’in yabanil ve
null tip olmak Gzere iki genotipi vardir. Null tipinde gen delesyonu olmasi nedeniyle
bu tipe sahip allel protein GUrind vermez (116). Genotipi ¢esitli popiilasyonlarda
%50-74 siklikta goriiliirken tilkemizde %55-61 oranda rapor edilmistir (113-117).

Chromosome 1p13.3

G5TMA G5TM] oy GSTMS G5TM3
GSTM2

& pler 110230418bp 110,236 367bp

wos 4 ||| 1 =
T 143 5 7 3
U oy 76ty G5y §2bp 101bp %bp 111bp 40t
Sekil 2.6. GSTM1 gen bolgesi
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GSTT1 theta sinifindadir ve 22q11.23 de lokalizedir. Bobrek, karaciger, ince
bagirsak, beyin, prostat ve akcigerde ekspresse olur. GSTT1 oksidize lipid, DNA ve
etilen oksiti substrat olarak kullanir (119).

GST T1 sigara tiitiiniiniin igerdigi butadin, etilen oksid gibi agir halojenik
toksinlerin diisik molekiillere biyotransformasyonunda rol alir(128). GST T1'in de
yabanil ve null tip alleleri vardir. Null genotip populasyonda %25-47" dir (124,125).

Null tipinde gen delesyonu sbz konusu olup protein Griind yoktur.

Yaklagik olarak Asyalilarin % 60’inda, Afrikalilarin % 40’inda ve Beyaz
irkin % 20’sinde GST T1 ekspresyonu yoktur(128).

GST Pl mmmifindadir ve krom ozom 11qg13,3 de lokalizedir(104). Beyin,
kalp, akciger, testis ve pankreasta bulunur (122).

DNA oksidasyonundan olusan baz profenolleri (adenin, timin, profenal),
benzoprin, benzofenantren, lipid ve DNA oksidasyon drdnlerini detoksifiye eder
(122).

GST P1’in dort alleli vardir ve bu alleller 105 ve 114 deki aminoasit
farkliliklarina gore adlandirilir (120,121). 114. aminoasitte sitozin yerine timin
oldugunda {iriin alaninin yerine valin olur, ancak bu 114. aminoasit katalitik bolgede
olmadigi i¢in detoksifikasyonda onemi yoktur (123). 105. aminoasit ise katalitik
bolgede yer alir (118). 105.aminoasiti kodlayan adeninin guanin olmasi durumunda
Urdin izolésin yerine vain olur (124). Bu degisim enzim fonksiyonu {izerine gesitli
etkilere sahiptir (116,117).

Assembly exceptions d ' ! i ; :
= o W CE PE TN EENT D

Assembly exceptions

Sekil 2.7. GSTP1 Gen Bdlges

GST aktivitesi insanda tiim dokularda bulunmaktadir. Sigcanlarda yapilan
caligmalarda cGST'larin bircok dokuda bulunmamasiyla birlikte en yiiksek

konsantrasyonlar1 testislerde ve karacigerde tespit edilmistir. cGST'larin seviyeleri
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uzerinde bircok enzim indikleyicisinin kiiciik artiric1 etkileri bulunmaktadir. Ornegin
benzo(a)piren, etanol ve fenobarbitol gibi. Herbir dokuda spesifik GST izoenzim
grubu mevcuttur. Buna ek olarak, cesitli izoenzimler farkli miktarlarda ifade
edilmektedir. Bir dokudaki hticre tiplerinde GST alt tinite profilleri dzellikle gelisme
doneminde degisebilmektedir, drnegin, insan ve siganlarin fetal hepatositlerinde
GSTP1-1 oldukga yiiksek seviyede ifade edilirken yetigkin hepatositlerinde normal
olarak dahi ifade edilmemektedir (129).

TUm GST'lar 1-kloro-2,4-dinitrobenzenden substrat olarak faydalanirlar ve
GST'larin karakterizasyonunda bir ara¢ gorevi yaparlar. 2-kloro-5 nitrobenzonitrilin
de GST'lar icin substrat gorevi yaptigi bulunmustur. GSTTI1 i¢in diger spesifik
substrat  p-nitrobenzil klorid, diklorometan, etilen oksid ve metilbromiddir.
Diklorometan boyalarda ¢oziicii, temizlik maddelerinde, sogutucularda, kahve
dekafeinizasyonunda kullanilan 6nemli bir endiistriyel bilesiktir. Bu bilesigin
toksisitesinde genis tiirsel farkliliklar bulunur. Farelerde bu bilesigin GSH
konjugasyonuyla aktive edilerek akciger ve karaciger kanserlerine neden oldugu

belirtilmistir (108).

2.6.3 GST Polimorfizminin Kaynag

Polimorfik yapida olan ve c¢ok sayida maddeyi metabolize edebilme
kabiliyetlerinden dolayr olduk¢a fazla ilgi ¢eken ii¢ gen ailesi bilinmektedir:
Sitokrom P450, N-asetiltransferaz ve glutatyon-s- transferaz (103).

Kimyasal karsingjenlerin aktivasyonu ya da detoksifikasyonunda yer alan

enzimler biyotransformasyon enzimleri olarak adlandirilir(126).

Insanlarda GSTM1’in polimorfik oldugu ve bireylerin % 35-60'inda
bulunmadigr gosterilmistir. Bu enzim beyaz popiilasyonun % 50-60'inda
bulunmazken, Kuzey Amerikali siyahlarin % 28'inde ve Nijeryalilarda ise % 22 gibi
daha diisiik yiizdelerde bulunur. Benzer sekilde GSTT1 de polimorfiktir ve insan
popiilasyonlarinin % 10-65'inde bulunmamaktadir. Amerikali beyazlarin % 17'si,
Nijeryalilarin % 39'u, Hindistan'da yasayan Ingilizlerin % 3.2'si GSTT1-1 enzim
aktivitesi bulundurmazlar. GSTM1 ve GSTT1 aktivitesinin yoklugu (null genotip) bu

genlerin homozigot olarak delesyona ugramasindan kaynaklanmaktadir (112).
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Organizmanin antioksidan kapasitesinin korunmasi, canlilifin devami
acisindan ¢ok Onemlidir. Glutatyon eksikligine bagli olarak bircok dokuda cesitli
mitokondriyal deenerasyonla baglantili olarak hiicre hasari meydana gelmektedir.
Normal bir hicrede, spesifik olarak hiicresel kompartmanlara yerlestirilmis olan
oksidan-antioksidan sistemler dengesindeki herhangi  bir bozukluk bir gok
patofizyolojik durumun (nérodejeneratif hastaliklar, yaslanma, kanser, immiin
hastaliklar gibi) ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir. Bir¢cok hastaligin
patofizyolojisinde yer alan glutatyonun eksikliginin, GSH veya GSH onciilleri
verilerek  Onlenebildigi veya geriye dondiiriilebildigi c¢esitli ¢alismalarla

gosterilmistir.
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3.ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismanin  verileri SPSS  22.0 programina yiiklenerek verilerin
degerlendirilmesinde 2x2 diizenlerde khi-kare testi, cok gozlt dizenlerde khi-kare ,
iki ortalama arasindaki farkin onemlilik testi kullanilmis ve yanilma diizeyi 0,05

olarak alinmistir.
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4MATERYAL VE YONTEM

Calismamiz kapsaminda GST T1 ve M1 genlerinde tUm geni icine aan
delesyon mutasyonlar1 ve GST P1 geninde ekzon 5 Ilel05Val polimorfizmlerinin

frekanslar arastirildi.

Calismamizda 01.01.2014-01.01.2015 tarihleri arasinda poliklinigimize
bagvuran 107 TGK hastasi ile diisiik dykiisii olmayan ve saglikli dogum yapmis 107
kisi kontrol grubuna dahil edilmistir.

Calisma EDTA’l tiip ortamina alinmis periferik tam kan kullanilarak yapildi.
Hasta ve kontrol kanlari ¢alisma anina kadar -200C’de muhafaza edildi. Mutasyon
analizi yapilmadan 6nce her bir kan 6rneginden total genomik DNA izole edildi. Bu
DNA’lardan once multipleks PCR yontemi kullanilarak GST T1 ve M1 delesyonlari
saptandi. GST P1 ekzon 5 Ilel05Val polimorfizmleri ise PCR-RFLP yontemi

kullanilarak arastirildi.

4.1. Kullamlan Cihaz ve Aletler

e Buzdolab: (+4 °C arcelik)

e Derin Dondurucu (-20 °C Regal)

e Mikropipet seti (0,5-10 x|, 10-100 £ |, 100-1000 1)
e Mikro Santrifij (MIKRO120)

e Vorteks (VELP SCIENTIFICA)

e Digtile su cihazi (Ultrapure (typel) Water)

e PCR cihazi (Therma cycler) (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler)
e Spektrofotometre (MaestroGen nano)

e Bloksitict (Mixing Block MB-102)

e Mikrodalga firin (arnica)

e Gii¢ kaynag (cleaver scintific Ltd CS-300V )

e Elektroforez tanki

e UV Transilliminator (SYNGENE)
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Kullanilan yéntemlerin protokolii agagidaki gibidir.

4.2, Periferik Kandan Total Genomik DNA izolasyonu

Total genomik DNA periferik kandan UltraClean BloodSpin DNA

(MO,BIO,Cardbard,Kanada) kiti kullanilarak izole edildi

10.

11.

DNA izolasyon protokolii
200 pl kan 2 ml ependorf tiipe alindi1 ve 10 pl proteinaz K pipetiendi.

200 pl B1 soltisyonu eklendi ve 15 sn vortekslendi . B1 soliisyonu katatrofik

tuz ve deterjan iceren lizis ajanidir.
Tupler 65°C de 10 dk inktibe edildi.

200 pl B2 soltisyonu eklendi ve 15 sn vortekslendi. B2 soliisyonu DNA’nin

baglanmasi i¢in optimal sartlar1 saglar ve % 100 etanol igerir.

Lizat spin filtreli tlplere transfer edildi ve 13.000 rpm’'de 1 dk santrif(j
edildi.

Filtreli tipler 2 ml’lik yeni ependorf tlplere transfer edildi.

500 mlI’lik B3 solUsyonu filtreli tlplere eklendi. 13.000 rpm’ de 30 sn
santrifllj edildi. B3 soliisyonu filtreli tiipe baglanan DNA’y1 temizleyen tuz

bazli yikama soliisyonudur.

Filtreli tiip kaldirilip altta kalan igerik dokiildii. Filtreli tiip aym 2 ml’lik
ependorf tiipe yerlestirildi.

Filtreli tipe 500 ml B4 solisyonu eklenir. 13.000 rpm’de 30 sn santrif(j

edildi. B4 soliisyonu DNA’y1 temizleyen etanollii yikama soliisyonudur.

Filtreli tiip kaldirild1 ve altta kalan igerik atildi. Filtreli tiipler ayn1 ependorf
tiipe yerlestirildi.

Filtreli tiiptin membranimi kurutmak icin 13.000 rpm’ de 30 sn santrifdj edildi.
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12. Filtreli tiipler ¢ikartild1 ve yeni 2ml’lik ependorf tiiplere transfer edildi.

13. 200 pl B5 soliisyonu eklendi. 65°C de 5 dk bekletildi. B5 soltisyonu 10 mM
Tris1 mM EDTA icerir.

14. 13.000 rpm’de 1 dk santrifij edildi.
15. Filtreli tiip ¢ikartildi. Genomik DNA izolasyon islemi tamamlandi.

16. DNA konsantrasyonunun ve safliginin tespit edilmesi icin MaestroGen nano
spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boyunda 1518in sogurma (OD)
Olctimii yapildi. Konsantrasyonu diisiik 6rneklerden tekrar DNA izolasyonu

yapildi.

17. Genomik DNA ¢aligilmak tizere -20°C’ de muhafaza edildi.

4.3 GST T1veM1 Genotiplerinin Multipleks PCR Y 6ntemi ile Saptanmasi

GST T ve GST M genlerindeki tim genin yok olmasi ile sonuglanan
delesyonlar alblimin geninin pozitif kontrol olarak kullanildigi multipleks PCR

yontemi ile saptandi.
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Tablo4.1. GSTT1, GSTM1 ve Albumin primer dizileri(130)

GSTT1 Forward S'-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3
Reverse 5 -TCACCGGATCATGGCCAGCA-3

GSTM1 Forward 5 -GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3
Reverse 5-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3

Albimin  Forward 5 -GCCCTCTGCTAACAAGTCCTAC-3
Reverse 5'-GCCCTAAAAAGAAAATCCCCAATC-3

GST T1 geni igin forward 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3' ve
reverse 5 -TCACCGGATCATGGCCAGCA-3'; primerleri; GST M1 geni igin
forward 5-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3 ve reverse 5-
GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3' primerleri ve pozitif kontrol olan albumin
geni icin ise forward 5-GCCCTCTGCTAACAAGTCCTAC-3 ve reverse 5'-
GCCCTAAAAAGAAAATCCCCAATC-3’ primerleri kullanildi. GSTT1, GSTM1
ve abiminicin elde edilen PCR iiriinlerinin biiyiikliikleri siras1 ile 459 bp, 219 bp ve
350 bp idi. PCR karisim1 25 pl’lik toplam hacimde 100 ng DNA, 2.5 mmol/ L dNTP,
0.8 pumol/l GSTT1 primeri, 0.4 pmol/L GSTM1 primeri, 0.8 umol/L abumin primeri,
5 ul 10x buffer, 2 mmol/L MgCI2 ve 5 U DNA Taqg polimeraz (New England
Biolabs) seklinde hazirland.

PCR kosullar asagidaki gibi ayarlandi:
e 95°C'de 15 dk ilk denatiirasyon

e 94°C’de 1dk (denattirasyon),
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58°C’de 1 dk (baglanma)

68°C’ de 1 dk (uzama)

68 °C’ de 10dk (son uzama), 35 dong(i.

PCR Urunleri %2’ lik agaroz jelde goruntilendi.

4.4 Agaroz Jel Elektroforezi

1 gr agaroz (Agarose-Basica LE, Prona, Ispanya) 50ml TAE (Sigma-
Aldrich) tamponuna eklendi. Mikrodalga firinda 4 dk kaynatildi. Diiz bir zeminde
kaliba dokiildii uygun biiytikliiklerde tarak takilarak oda sicakliginda donduruldu.
Donmus Agaroz jele 2ul yiikleme tamponu ile karistirilmig Sul PCR trtuni yukle ndi.
100 volt’da yarim saat elektroforeze tabi tutuldu. Jel etidyumbromid soliisyonunda

bir siire bekletilip UV 151k altinda incelendi.

Her bir 6rnek i¢in Oncelikle albiimin bandinin olusup olusmadigina bakildi.
Alblimin bandinin var oldugu hastalarda GST T1 ve GST M1 bantlarinin olmasi

genin mevcut oldugunu ve olmamasi ise genin delesif oldugunu gosterdi.

4.5 GST P1 ekzon 5 11e105Val Polimorfizminin PCR-RFLP Y dntemi ileT ayini

PCR 25 ul’lik toplam hacimdeki PCR karsimi 3 mmol/L MgCl,, 5 ul of 10x
buffer 2,5 mmol/L dNTP, 10 U Taq polymerase (New England Biolabs) i¢in 0.3 uM
GSTP1-5F (5-GTA-GTT-TGC-CCA-AGGTCA-AG-3') ve GSTP1-5R (5'-AGC-
CAC-CTGAGG- GGT-AAG-3’) primerleri kullanarak hazirlandi.
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Tablo 4.2. GSTP1 Primer Dizileri(130)

GSTP1

Reverse 5’ -AGC-CAC-CTGAGG- GGT-AAG-3

PCR kosullari
e 94°C’de5 dk

e Ik 5 dongii asagidaki gibi baslatildi ve her dongiide baglanma 1s1s1 1°C

diisiiriildii.
e 94°C'de30sn
e 64°C'de30sn
e 72°C'de30sn
Daha sonra asagidaki dongii 25 kez tekrarlandi.
e 94°C'de30sn
e 59°C'de30sn
e 72°C'de30sn

Polimeraz zincir reaksiyonu 433 bp uzunlugunda PCR firlinleri olusturdu.
PCR drina 5 Onite BsmAl (Fermentas, Litvanya) restriksiyon endoniikleaz ile
37°C’ de 16 saat boyunca kesime tabi tutuldu.

Restriksiyon kesim sonrasi olusan fragmanlar 9%3’liik agaroz jelde
elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonrasi ekzon 5 kesim iiriinleri yabanil tip

(AA) 328 ve 105 bp olmak iizere 2 bant olustururken, heterozigot genotip (AG) 328,
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222, 106 and 105 bp buyukluklerinde 4 bant ve homozigot mutant genotip ise 222,
106 and 105 bp biiyiikliiklerinde 3 bant olusturdu.
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5.BULGULAR

Bu ¢alismada, TGK ve GST gen polimorfizmi arasindaki iliskiyi arastirmak
icin, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na
bagvuran hi¢ ¢ocuk sahibi olamamis iki ve iizerinde abortus dykiisii olan 107 kadin
TGK hastast alinarak hasta grubu olusturuldu. Abortus ykiisii olmayan ¢ocuk sahibi
olmus 107 saglikli kadin kontrol grubuna dahil edildi. Hasta grubunda yas ortalamasi
26,54+-6,67 olarak, kontrol grubunda yas ortalamasi 38,32+- 9,23 olarak belirlendi.

Calismaya alian hasta ve kontrol grubundaki bireyler GST polimorfizmleri

acisindan degerlendirildi.

Calisma kapsaminda degerlendirilmeye alinan hasta ve kontrol grubu sigara
ve alkol kullanimi agisindan sorgulandi ancak sigara ve akol tuketimi

gozlemlenmedi.

GSTT1 null genotipli hasta sayist 35(%32,7), kontrol grubundaki null
genotipli birey sayis1 21(%19,6) , GSTT1 pozitif genotipli hasta sayis1 72(%67,3),
kontrol grubundaki GSTTL1 pozitif olan birey sayis1 86(%80,4) olarak bulunmustur.
Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak o6nemli bulundu(X2=4,74,;P=0,029
;P<0,05)(Tablo5.1)

Tablo 5.1. Hasta ve kontrol gruplarinda GSTT1 genotipi

%95 ClI %95ClI
En En
Disik | Yiksek
GSTT1
- 72(%67,3) 86(%80,4)
Pozitif
0,029 1,99 1,06 3,71
GSTT1
| 35(%327) 21(%19,6)
Null Genotip

X2=4,74
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Sekil 5.1. Hasta ve kontrol gruplarinda GSTT1 genotipi

GSTM1 null genotipli hasta sayisi 48(%44,9), kontrol grubundaki null
genotipli birey sayist 35(%32,7) , GSTM1 pozitif genotipli hasta sayis1 59(%55,1),
kontrol grubundaki pozitif genotipli birey sayis1 72(%67,3) olarak bulunmustur.
Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz
bulundu(X?=3,326;P=0,068;P<0,05)(Tabl05.2).

Tablo 5.2. Hasta ve kontrol gruplarinda GSTM 1 genotipi

%095 CI %095 CI
HASTA Kontrol
DEGISKEN =\ =\
(107) (107) - .
DUSUK | YUKSEK

GSTM

59(%55,1 72(67,3
Posz ( ) ( )

GSTM1
. 48(%44,9) 35(%32,7)
Null genotip

X?=3,326

0,068 1,67 0,96 2,91
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GENOTIP
Sekil 5.2. Hasta ve kontrol gruplarinda GSTM1 genotipi

459 bp
350 bp
219 bp

Sekil 5.3. GSTT1, GSTM1 ve Albimin Agaroz Jel Elektroforez Gorinumt

M sitinu 100 bp’lik DNA markiridir. Goruntlye gére 2. 3. 4. ve 10.
sutunlarda GSTT1 ve albumin band1 goriildii, GSTM1 delesyonu saptandi. 5. 7. ve 8.
stitunlarda sadece albumin band1 goriildii, GSTT1 ve GSTM1 delesyonu saptandi. 6.
9. ve 11. siitunlarda her ¢ bantta gorilmekte delesyon saptanmad.
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GSTP1 ekson 5 1105V polimorfizminde genotip sikligi hasta grupta | aleli
165, V dldi 49, kontrol grubunda | alleli 166, V alldli 48 olarak bulundu(X2=0,013;
P>0,90;P<0,05).

GSTP1 yabanil genotipi hasta grubunda 64(%59,5), kontrol grubunda
65(%60,7), heterozigot genotipli hasta 37(%34,6), kontrol 36(%33,6), homozigot
genotipli  hasta  6(%5,6), kontrol 6(%5,6) olarak bulunmustur(X?=0,021;
P=0,989;P>0,05)(Tabl05.3). Gen polimorfizmleri agisindan gruplar arasindaki fark

onemsiz bulundu.

Tablo 5.3. Hasta ve kontrol gruplarinda GSTP1 gen polimorfizmi
DEGISKEN HASTA (107) | Kontrol (107)

GSTP1 IIe/IIe 64(%59,5) 65(% 60,7)

GSTP1 IIe/VaI 37(%34,6) 36(% 33,6)
GSTPLVa/Vd 6(%5,6) 6(%5,6)

X2=0,021 P:0,989

70

60 -

50 -

40 -

M hasta

M kontrol

20 A

10 A

GSTP1 lle/lle GSTP1 lle/Val GSTP1 Val/val

Sekil 5.4. Hasta ve kontrol gruplarinda GSTP1 gen polimorfizmi
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GSTT1 ve GSTMI1 pozitif ve null genotipi kombine edildiginde null
genotipler hasta grupta anlamli bir sekilde yiliksek bulundu(X?=5,57;P=0,018;
P<0,05)(Tabl05.4)

Tablo 5.4. Hasta ve kontrol gruplarinda GSTT1 ve GSTM1 genotipinin birlikte
degerlendirilmesi

DEGISKEN HASTA (107) Kontrol (107)

GSTT1 pozitif

. 34(%31,8) 57(53,3)
GSTM1 pozitif
GSTT1 pozitif
_ 38(35,5) 29(27,1)
GSTM1 null genotip
GSTT1 null genotip
= 25(23,4) 15(14)
GSTM1pozitif
STT1 null genotip
, 10(%9,3) 6(%5,6)
STM1 null genotip
P:0,047
M hasta
M kontrol
GSTT1 pozitif ~ GSTT1 pozitif GSTT1 null GSTT1 null
GSTM1 pozitif ~ GSTM1 null genotip genotip
genotip GSTM1pozitif ~ GSTM1 null
genotip

Sekil 5.5. Hasta ve kontrol gruplarinda GSTT1 ve GSTM1 genotipinin birlikte

degerlendirilmesi
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GSTM1 ve GSTPl gen polimorfizmleri birlikte karsilagtirilldiginda gen
polimorfizmleri acisindan gruplar arasindaki fark onemsiz

bulundu(X2=4,07,P=0,131;P<0,05)(tabl 05.5).

Tablo 5.5. Hasta ve kontrol gruplarinda GSTM1 ve GSTP1 genotipinin birlikte

degerlendirilmesi

DEGISKEN HASTA KONTROL

GSTM1 pozitif
GSTP1 normal

GSTM1 pozitif
GSTP1 heterozigot

20(%18,7) 21(%19,6)

GSTM1 pozitif
GSTP1 homozigot

GSTM1 null genotip

26(% 24,3) 17(%15,9)
GSTP1 normal

GSTM1 null genotip
GSTP1 heterozigot

GSTM1 null genotip

5(%4, 3(%2,8
GSTP1 homozigot (64.7) ( )

X?=4,07 P:0,131
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GSTT1 ve GSTP1 gen polimorfizmleri birlikte karsilagtirildiginda gen

polimorfizmleri agisindan gruplar arasindaki fark Oonemsiz
bulundu(X2=5,02,P=0,081;P<0,05)(tabl 05.6).

Tablo 5.6. Hasta ve kontrol gruplarinda GSTT1 ve GSTP1 genotipinin birlikte

degerlendirilmesi

DEGISKEN HASTA KONTROL

GSTT1 pozitif
GSTP1 norma
GSTT1 pozitif
_ 30(% 28) 29(% 27,1)
GSTP1 heterozigot

GSTT1 pozitif
GSTP1 homozigot
GSTTL1 null genotip
GSTP1 normd

GSTT1 null genotip
_ 7(%6,5) 7(%6,5)
GSTP1 heterozigot

GSTTL1 null genotip
GSTP1 homozigot
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6.TARTISMA

TGK; kimyasal maruziyet, akol ve kahve tuketimi, genital enfeksiyonlar,
Sigara igimi, maternal ileri yas, DM, uterusun yapisal anomalileri ve genetik
mutasyonlarin neden oldugu olas1 epidemiyolojik risk faktorleriyle karakterize bir
multifaktoriyel hastaliktir.(18)

TGK sikligi toplumda %]1-3'tur. Fetal kromozomal anomalileri sporadik
gebelik kayiplarinin %70’ inden sorumludur(2,3). Klinik pratikte TGK riskini arttiran
birkag potansiyel faktorl inceleyen testler; parental kromozom anomaliler, maternal
trombofili, anatomik, endokrin ve immiinolojik hastaliklardir(131). TGK’nin en az %
50’sinin nedeni tespit edilememektedir. Klinik, ¢cevresel ve yasamsal risk faktorlerine
ek olarak TGK da genetik hassasiyet de onemli bir nedendir. 1996 yilinda
Christiansen ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada birinci derece kan bagi olan akrabalar
arasinda TGK prevalansinin 2 ile 7 kat arttig1 gozlemlenmistir(5). En son yapilan
ortak genom baglant1 analizi ¢caligmalarinda idiyopatik TGK olan kardeslerde genetik

faktorlerin katkisinin heterojenitesi dogrulanmaktadir(6).

Gebelik kaybi riskini alkol, sigara, kahve tiiketimi, stres gibi yasamsal ve

cevresel faktorler arttirir (132).

GST, detoksifikasyon sistemleri faz Il izoenzim ailesindendir ve hicreleri
oksidatif stres iirlinlerinin yol actig1 hasara karst korumada 6nemli bir rol oynarlar.
GST enzimlerinin primer fonksiyonu faz 1l metabolik reaksiyonunda redikte
glutatyonun elektrofilik bilesikler ile konjugasyonu araciligiyla detoksifikasyonudur.
Merkapturik asit gibi ilaclarin, toksinlerin ve karsinojenlerin atilimini konjugasyon
saglamaktadir(128). Faz | enzimleri araciligi ile bu toksinlerin oksidatif stres etkisi
artar ve faz Il glutatyon detoksifikasyon sistemi enzimleriyle ise eimine edilir.

Oksidatif stresin abortus etiyopatogenezinde de etkili oldugu 6ne siiriilmektedir.(7).

Hucrelerin oksidatif durumu, anjiyogenezisi indukleyerek embriyonik
blylime ve endometriyal farklilasmada kritik rol oynar. Oksidatif stres idiyopatik
TGK ile ilgili fonksiyonel degisikliklere neden olur. Bu durum htcresel ve
endometriyal zarar olusturarak plasental vaskilarizasyonu tahrip eder (26).
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TGK yaygin bir gebelik komplikasyonudur ve epidemiyolojik ¢aligmalara
gore genetik predispozisyona sahip multifaktoriyel bir hastaliktir (133).

TGK olgularinin sadece % 30-50 °‘sinde neden tespit edilmistir(134).
TGK’nin altta yatan nedeni tartismalidir, patofizyolojik ve etiyolojik mekanizma tam
olarak agik degildir. TGK igin potansiyel bir risk faktorii oksidatif strestir. Gebelik
boyunca embriyonik farklilagma ve gelismeyi kolaylastiran plasentadaki artmis
oksidatif yiiktiir. Antioksidan ve oksidan dengedeki bir degisiklik asir1 oksidatif
yiikiin olusmasina veya oksidatif yiikii temizlemekte yetersiz bir antioksidan
savunmaya neden olabilir(135). Bir hicrenin oksidatif stresini yénetim kapasitesi
oncelikle oksidatif stresin yikici ajanlarini uzaklagtiran metabolizmanin fazl ve fazll
enzimleri aracilifiyladir. Antioksidan enzimlerin genetik polimorfizmi ile ilgili
birgok ¢alisma oksidatif stresle iligkili hastaliklarin riskinde artigla ilgilidir(136,137).
Yapilan ¢alismalarda metabolik enzimlerin genetik polimorfizmi ve TGK arasindaki
olasi risk oOne stiriilmistiir(17,138). Bu ¢alismalarin ¢ogu GST genleri {izerinedir.
GST faz Il detoksifikasyon sisteminin bir enzimidir. Glutatyon ve GST sistemi
karsinojenler, ksenobiyotikler ve reaktif oksijen drlnlerinin detoksifikasyon ve

metabolizmasinda en 6nemli mekanizmalardan biridir(139).

GST; sitozolik, mikrozomal ve mitokondriyal olmak iizere 3 aileden olusur. Sitozolik
GST genlerindeki fonksiyonel genetik varyantlarinin aydinlatilmasi i¢in yapilan
bir¢ok ¢alismalardan ¢ikan sonuglar, farkli multifaktoriyel hastaliklarin riskinde bir
artisla  ve  oksidatif  strese  hassasiyetin  sagliga  olast  etkisi ile
iliskilendirilmektedir(140-142). Fakat , GST varyanti ve hastalik riski arasindaki
genetik iligki caligilan toplumun etnik kokeni ve cevresel faktorler tarafindan giiclii
bir sekilde etkilenmektedir. TGK da GST gen polimorfizmi bizim toplumumuzdailk
defa arastirilmistir(143).

TGK’nin patolojisinde GST genlerinin roliinii arastiran ¢alismalarda, ti¢ farkli
fonksiyonel GST varyant: analiz edilmistir. GSTM1'in pozitif/null genotipi, GSTT1
genotipi ve null genotipli bireylerden GSTM1/GSTT1 pozitif genotipli bireylerin
ayrimi ve ayni olmayan tasiyiciligin ayrimi i¢in GSTP1 genindeki 1105V yer
degisimi incelenmistir. Bu calismalarda elde edilen sonuglar ¢alisilan toplumlarin

etnik kokenine gore onemli farkliliklar gostermektedir. Ozellikle Japonlarda yapilan
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iki calismada GSTMI1 null genotipinin TGK ig¢in risk olusturabilecegi ileri
stirilmiistiir(139-144). Diger taraftan Hintlilerde yapilan iki g¢aligmanin birinde
GSTT1 null genotipinin TGK ile iliskili olabilecegi bulunmustur(138-145).
Hollandalilarla yapilan bir ¢alismada TGK riski ile GSTP1 1105V polimorfizmi
arasinda 6nemli bir iliski oldugu gbze ¢arpmaktadir(146). Bu sonuclara gore gebelik
strecinde  GST enzimleri antioksidan savunmada anahtar enzim olarak rol
oynamaktadir. Enzimlerin aktivitelerindeki ve ekspresyonlarindaki azalmanin
oksidatif strese hassasiyeti arttirarak TGK riskini artirabildigi gosterilmistir. GST
genleri TGK genetigine yeni bir bakis agis1 olabilir. Fakat bu hipotezi dogrulamak
i¢in yeni ¢aligmalar gerekmektedir(133).

Gebeligin basariyla sonuglanmasinda detoksifikasyon mekanizmasinin
onemli rol oynadigi diistiniilmektedir. Desidual veya plasental detoksifikasyon
sistemindeki bir eksiklik embriyonun endojen veya eksojen toksinlere maruziyetini

arttirmakta bu da erken gebelik kaybina neden olmaktadir(138).

GST’nin allellik varyasyonlar1 detoksifikasyon fonksiyonunu bozarak genetik
zarar oranini arttirir ve reproduktif toksisiteye hassasiyeti arttirir. Bunun sonucunda
endometriyozis, TGK veya basarisiz gebeliklerle sonuglanir. TGK ¢esitli ¢evresel
toksinlerle ve iyonizan radyasyon, agir metaller, alkol, organik solventler gibi

teratojenlerden etkilenmektedir(144).

Bunun yaninda genetik ¢esitlilik ve epigenetik faktorler gametogenezden
doguma tiim fertilite ve lireme yetenegini etkilemektedir. Son yillarda yapilan bir¢ok
genetik calismada metabolik enzimler, sitokinler, koagiilasyon faktorleri, MTHFR,
histakompabilite antijenleri ve NK reseptorleri ileilgili genetik polimorfizm ve TGK
arasinda iligki arastirilmistir (138).

Plasenta araciligiyla maternal sirkiilasyon ilk trimesterin sonlarina dogru
gestasyonun 10-12 haftalarinda hizli bir sekilde yiikselmesine ragmen ilk birkag
haftada ¢ok sinirlidir(7). Bu donemde plasentada embriyonik farklilasma ve gelisme
gibi olaylar1 kolaylastiran oksidatif yiik artar. Gebelik boyunca plasentadaki oksidatif
stresin en Onemli kaynagi oksidasyon ve antioksidasyon arasindaki dengenin

bozulmasi olabilecegi 6ne sUrilmektedir(135). Plasental oksidatif stresin asir1
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oksidatif yiikii ve yetersiz antioksidan savunmasi sonucunda embriyo gelisimine letal
etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Metabolik detoksifikasyon aktivitesindeki bireysel
genetik varyasyonlarin modifikasyonu bu durumu etkilemektedir(138).

2013 yilinda Nair ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada ; TGK ve EGK (erken
gebelik kaybi) olan grupta GSTT1 null genotipli grup ile kontrol grubu
karsilastirildiginda gebelik kaybi olan grupta GSTT1 null genotip 6nemli oranda
yiiksek saptanmistir (%10.92, P=0.004; %10.77, P=0,006). GSTM1 null allel siklig1
EGK’da % 37.36 ve TGK’da % 36.15 ve kontrol grubunda % 28.89 bulunmustur.
Fakat GSTM1 null genotipi ile EGK ve TGK arasinda 6nemli bir iliski tespit
edilmemistir. GSTM1 ve GSTTL1 bhirlikte analiz edildiginde GSTT1 ve GSTM1'in
bilesik null genotipinin EGK icin 4,74 kat, TGK icin ise 5,67 kat yiksek riske sahip
oldugunu gostermislerdir(147).

TGK ve GSTT1, GSTM1 null polimorfizmi arasindaki iligkiyi kesinlestirme
konusunda bu sekilde nisbeten dar Olgekli calismalar yeterli degildir. Yapilan
caligmalarda biiyiik heterojenite goriilmektedir. Bu ¢alismalar biitiin toplumlar igin
genellenemez. Ozellikle toplumlardaki etnik farkliliklar klinik olarak &nemli
farkliliklar olusturmaktadir(3). Bu bulgular kesin sonuglar degildir fakat TGK riski
ile polimorfizmlerin arasinda bir iliski oldugunun yeterli bir gostergesidir. Diinya
genelinde yapilacak ¢alismalarla daha fazla kanit elde edilmelidir. TGK ile gen-cevre

etkilesimini arastiran ¢alismalara ihtiyag vardir(147).

Polimantini ve ark. 2012 yilinda italyan toplumunda yaptiklar1 ¢alismada
TGK riski ile GSTA1 geni arasinda onemli bir iliski saptamislardir. TGK riski
konusunda ilk defa saptanan bir sonugtur(133). GSTA1 enzimi en sik karacigerden
sentezlenen GST izoformudur ve bir¢ok toksik bilesigin detoksifikasyonunda 6nemli
bir rol oynar. GSTA1 akilleyici ganlar, sigaradaki polisiklik aromatik hidrokarbon
diolepoksidler, cevresel toksik metabolitlerin GSH bagimli detoksifikasyonunu
katalizler(148). Bazi arastirmalarda kahve tiikketimi ve maternal sigaranin toksik
bilesiklerinin etkisi fetal GSTA1 genindeki varyasyonun onemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Arastirmanin diger bir sonucu da GSTA1 ve GSTM1 varyasyonlari
arasinda onemli bir etkilesim oldugudur(133). GSTA1 69C/T varyantt GSTAI
enziminin ekspresyonunda eksiklige neden olur. Ozellikle GSTAL1 deki -69T
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allelden en az birine sahip olanlar ile GSTM1’in bir kopyasina sahip olanlar da TGK
riski 4.61 kat arttigr saptanmistir(133). Benzer bir ¢alismada Hint toplumunda
raporlandirilmistir: GSTT1, GSTM1 ve GSTPI1 varyasyonlarinin en az bir kopyasi
olan kadinlarda TGK’ nin 3.4 kat artig1 tespit edilmistir(149).

Parveen ve ark. 2010 yilinda kuzey Hindistanli kadinlar arasinda yaptiklari
bir caligmada GSTTI1 null genotipinin kontrol(%15) grubuyla karsilastirildiginda
TGK (%26) olan grupta anlamli bir sekilde daha yiiksek oldugunu
saptamiglardir(p=0.0034, OR=1.99, CI=1.27-3.12). Faz Il genlerinin birlikte andlizi
yapildiginda kuzey Hindistanli kadinlar arasinda GSTP1 varyant allelleri veya
GSTM1 null genotipi ile kombinasyonlarinda hastalik riskinin 4 kat arttif
gozlemlenmistir. GSTT1 ve GSTMI null genotipi ile GSTP1 varyant allellerinin
kombinasyonunda da riskin 7 kat arttigimin goriilmesi, TGK ile ¢ok guglu bir

iliskinin oldugunu gostermektedir(149).

Sata ve ark. 2003 yilinda Japon toplumunda yaptiklar1 ¢alismada GSTM1 null
genotipini TGK olan grupta kontrol grubundan daha yiiksek oranda saptamigslardir
(%65.2, %45.6; OR=2.23, %95 Cl=1.36-3.66). Primer ve sekonder TGK olan her iki
gruptada GSTM1 null genotip sikligi kontrol grubundan anlamli olarak yliksek
bulunmustur. Ug¢ veya daha fazla TGK olan kadmnlar arasinda GSTMI null
genotipinde TGK riskinde dnemli bir artis saptanmistir(OR=2.90,%95 CI=1.58-
5.34). GSEC (International Project on Genetic Susceptibility to Environmental
Carcinogens) verilerine gore Japon toplumunda GSTMI1 null genotip siklig1
%47.5dir, bu oran Beyaz irkta daha yiiksek bulunmustur; Amerika’da %54. 3 ve
Hollanda da %50. 4 oldugu tespit edilmistir. Japon toplumunda GSTM1 null genotip
sikliginin  daha diisik olmast TGK riskini istatistiksel olarak daha da
anlamlandirmaktadir(144).

2011 yilinda, Nonaka ve ark. yaptiklar1 calismada, her gun kahve tiketen
hastalarda GSTM1 null genotipi sikligi kontrol grubuna gore anlamli olarak daha
yiksek bulunmugtur (%61, OR 2.25; %95 Cl 1.13-4.49;P=0.025). Desidua ve
plasental detoksifikasyon sistemindeki eksiklikte embriyonun endojen veya eksojen
toksinlere maruziyetinin artmast TGK patofizyolojisinde &nemli bir rol oynadigi

tahmin edilmektedir(17). GST glutatyonun siilfidril grubuna ¢ok ¢esitli elektrofilik
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bilesikleri baglayarak bir¢ok zararli maddenin transportu ve baglanmasi ve de
oksijen radikallerinin detoksifikasyonunu katalizler(12). Dahasi plasental GST’nin
fetal ve maternal detoksifikasyonda onemli bir rol oynadigi goriilmektedir(150).
Japon toplumunda TGK olan bireylerde, kafein detoksifikasyonunun azalmasi ile

GSTM1 enzimi null genotipinin iligkili oldugu goriilmiistiir(17).

GSTM1 null genotipine sahip olan bireylerde akciger kanseri, mesane
kanseri, deri timdrleri, kronik bronsit endometriyozis daha yiliksek oranda goriildigii
bildirilmistir (151).

GSTT1 ve GSTM1 delesyon polimorfizmi olan insanlarin ayni g¢evresel
sartlarda yasayan insanlara oranla kanser ve diger hastaliklara daha hassas olduklari
bulunmustur(152). GST enzim ekspresyonunun olmadigi, kromozomun 1pl3
bolgesinde GSTM1 geninin null genotipine sahip bireylerin diinya ortalamas1 %20-
50 oraninda saptanmistir(153). Benzer sekilde farkli cografik bolgelerdeki bireylerin
%20-60’1inda 22. kromozoma lokalize GSTT1 homozigot delesyonundan dolayi
GSTT1 enzim ekspresyonu yoktur(154). Yapilan ¢alismalarda goriildiigi gibi farkli
etnik toplumlarda GST gen delesyon polimorfizminin GST geninde ekspresyon
farkliligina neden oldugu tespit edilmektedir(155). GST genlerindeki bu
delesyonlarin polimorfizminin kanser gelismesinde de hayati rol oynadigi

gorulmektedir(156).

GST lar ilaglara kars: hiicresel direncte ve hiicre korunmasinda 6nemli rolii
olan faz Il detoksifikasyon sisteminin bir Gyesidir(157). Son zamanlarda cevresel
etkenlerin karsinojenik etkilerini belirlemede polimorfik genlerin rolini anlamaya
yonlenilmistir(158). Faz | ve faz Il enzimlerinin ve farkli genlerin polimorfizmi
toksik kimyasallara yanitta bireysel farkliligt genetik yapidaki cesitlilik
aciklamaktadir(159). Piacentini ve ark. yaptigi ¢alismada GSTT1 null genotip sikligi
1ta1yanlar’da %14.5-29.5, Avrupa ve Akdenizliler’ deki %10.4-42.5 bilinen aralikla
uyumlu olarak %28.3 bulunmustur. Ispanyollar’da %27.7 olarak tespit edilmistir.
Afrikalilarda GSTT1 null genotip sikligi Kameron da %46.8, Etiyopya da  %37.3
olarak belirlenmistir. GSTM1 null genotip siklig1 Italyanlar da %49.2, ispanyollar da
%55.3, Kamerun da %27.8, Etiyopya da %43.8 bulunmustur. GSTT1 ve GSTM1
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null genotip sikligi farkli  toplumlarda ¢ok genis farkliliklar gosterdigi
goriilmiistiir(160).

2004 yilinda, Adave ark. Turk toplumunda yaptiklari ¢galismada GSTM1 null
genotip sikligi %51.9, GSTT1 null genotip sikligi %17.3 olarak bulunmustur(161).
2001 yilinda Toruner ve ark. Tiirk toplumunda GSTM1 null genotip siklig1 %45.5,
GSTT]1 null genotip sikligt %17.4 olarak bulmuslardir(162). Aktas ve ark. yaptiklar
calismada GSTMI1 null genotip sikligi %34.7(163), Pmarbasi ve ark. yaptiklar
calismada GSTM1 null genotip sikligi %16 olarak tespit edilmistir(164).

Karaca ve ark 2014 yilinda yaptiklar1 aragtirmada GSTM1 null genotipi %52
ve GSTTL1 null genotipi %23 olarak bulunmustur(165).

Toplumlar arasindaki genetik heterojenite bazi hastaliklara karsi
hassasiyetteki farklilik, toksinlere maruziyette farklilik, farkli yasam sekilleri
temelindeki seleksiyon, her toplumun evrimsel tarihindeki farklilik gibi faktorlerin
etkilesimi GSTT1 ve GSTMI1 null fenotip sikligindaki dagilim farkliligini
aciklamaktadir(160).

DM antioksidan savunmadaki yetersizlik ve reaktif oksijen radikalerinin
artig1 ile iliskilidir. Oksidatif stres DM de 6nemli bir patojenik faktordiir(166,167).
Calismalar antioksidan kapasitesi azalan bireylerde DM riskinin arttigim
gbstermektedir(168,169). Genetik olarak belirlenebilen  detoksifikasyondaki
yetersizlik DM gelisimi icin bir risk faktorii olabilir(170). Ozellikle GSTT1 ve
GSTM1 null mutasyonu, GSTP1 polimorfizmini belirlemek klinik olarak 6nemli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Yalin ve ark. Mersin bolgesinde DM hastalarda yaptig
calismada GSTMI null genotipinin hasta ve kontrol grubu arasinda 6nemli oranda
farklilik gosterdigini tespit etmislerdir(%64.3 ve %32.7). GSTT1 null genotipi ve
GSTP1 polimorfizmi ile DM arasinda énemli bir iliski saptanmamistir(130).

Tamer ve ark. 2004 yilinda yaptig1 calismada astimli hastalarda GSTM1 null
genotipi prevalansini (%63.4) kontrol grubundan®%40.8 daha yiiksek oldugunu tespit
etmiglerdir (OR=2.34; CI=%95, 1.31-4.20). GSTP1 Va/Va homozigot genotipi
hastal arda daha yiiksek %22.8, kontrol grubunda %7.8 olarak tespit etmislerdir. Buna
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gore GSTP1 Va/Va homozigot genotipi kontrol grubu ile karsilastirildiginda
hastalik riskini 3.68 kat arttirmaktadir(OR=3.68; C1=%95,1.44-9.38)(171).

GST enzimleri glutatyon ile hem endojen hem de ekzojen kaynakli kimyasal
bilesiklerin konjugasyon reaksiyonunu katalizler(172,173). GST enzimleri
heterosiklik aromatik aminler gibi c¢evresel kanserojenler, kemoterapotikler,
prostaglandinler, lipid peroksidasyon Urunlerini detoksifiye eder(173). GST
enzimleri glutatyon ile reaktif elektrofilik Grinlerinin konjugasyonu proteinler veya
nikleik asitler gibi hayati 6nemi olan hicresel komponentlere gucli reaktif
bilesiklerin olas1 zararh etkilerini Onler(174). Diger birgok etkisiyle birlikte GST
enzimlerinin rolU oksidatif zarara karst DNA’y1 koruyarak kanser sebebi olabilecek
mutasyon olusumunu da Onler. Gastrointestinal kanser gelisiminde GST gen
polimorfizmini arastiran birgok ¢alisma vardir. Son yillarda Cin toplumunda yapilan
bir meta-analiz ¢alismasinda GSTT1/GSTMI1 null genotipi ile hepatosellUler kanser
gelisim riskinin arttig1 gOriilmiistiir(175).

Hindistan’da 300 hasta iizerinde yapilan bir calismada GSTMI1 null
genotipinde rektal kanser ve GSTT1 null genotipinde de kolon kanseri riskinin arttigi
tespit edilmistir. GSTT1, GSTM1 ve GSTP1 polimorfizminin Hint toplumunda
kolorektal kanser gelisiminde Onemli bir predispozan faktor oldugu
goriilmiistiir(176). Iran’da yapilan bir ¢alismada 60 yasin {izerindeki bireylerde
GSTMI null genotipinin kolorektal kanser gelisiminde predispozan bir faktor oldugu
goriilmistiir(177). Liibbnan’da yapilan bir ¢alismada GSTM1 null genotipli bireylerde

gastrik kanser ve kolorektal kanser de 6nemli bir artis goriilmiistiir(178).

Sonug¢ olarak; caligmamizda TGK’nda ve saglikli bireylerde GSTMI,
GSTT1, GSTP1 hiyotransformasyon enzimlerinin genotiplemesi yapilmistir. GSTT1
null genotipi hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli bulundu. Calismamiza gore
Tirk toplumunda da GSTM1 ve GSTT1 null genotipinde TGK riskinde 6énemli bir
artig saptanmistir. GSTM1 ve GSTP1 gen polimorfizmi ile TGK arasinda istatistiksel
bir iligki saptanmamistir. GSTM1 ve GSTPI1 birlikte degerlendirildiginde de
istatistiksel olarak anlam tespit edilmedi.
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Calismamiz TGK ile GSTM1, GSTT1, GSTP1 biyotransformasyon
enzimlerinin  genotiplendirilmesi agisindan iilkemizde yapilan ilk ¢alismadir.
Biyotransformasyon enzimleri ile ilgili yapilacak genetik polimorfizm ¢alismalar ile
TGK patogenezine 151k tutabilecegi diinya genelinde yapilan c¢alismalarda

gosterilmistir.
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7. SONUCLAR

1. GSTT1 gen polimorfizmi TGK ve kontrol grubunda degerlendirildi. TGK olan
grupta GSTT1 null genotipi TGK olan grupta istatistiksel olarak anlamli
bulundu(p<0,05).

2. GSTM1 gen polimorfizmi TGK ve kontrol grubunda degerlendirildi. TGK olan
grupta GSTM1 null genotipi TGK olan grupta istatistiksel bir anlam tespit
edilmedi.

3. GSTP1 gen polimorfizmi TGK ve kontrol grubunda degerlendirildi. GSTP1
gen polimorfizmi agisindan gruplar arasindaki fark anlamsiz bulundu.

4. Hasta ve kontrol grubunda GSTT1 ve GSTM1 gen polimorfizmi birlikte
degerlendirildi. TGK olan grupta GSTT1 ve GSTMI null genotipi istatistiksel
olarak anlamli bulundu(p<0,05).

5. Hasta ve kontrol grubunda GSTM1 ve GSTP1 gen polimorfizmi birlikte
degerlendirildi ve istatistiksel olarak bir anlam tespit edilmedi.

6. Hasta ve kontrol grubunda GSTM1 ve GSTP1 gen polimorfizmi birlikte

degerlendirildi. Gruplar arasindaki fark anlamsiz bulundu.

Tekrarlayan gebelik kaybi etyopatogenezinde arastirilmasi ve acikliga
kavusturulmasi gereken bir¢cok nokta mevcuttur. GST gen polimorfizmide bunlardan
birisidir. Literatiirle uyumlu olarak bizim ¢alisma grubumuzda da GST null genotip
oranlar1 hastalarda istatistiksel olarak anlamli bi¢imde yiiksek tespit edilmistir. Sivas
populasyonunda GSTT1 ile GSTT1 ve GSTM1 null genotipinin gebelik kaybinda
risk faktorii olarak tespit edilmistir. GSTP1, GSTM1 gen polimorfizmleri, GSTM1
ve GSTP1 gen polimorfizmi birlikte degerlendirildiginde ve GSTT1 ve GSTP1 gen
polimorfizmleri birlikte degerlendirildiginde TGK ile arasinda herhangi bir iliski
bulunamamistir. GST gen polimorfizminin - TGK  etyolojisindeki  yerinin
aydinlatilmasi i¢in daha genis kapsamli hasta ve kontrol grubu ile yapilacak

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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