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BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar tiim asamalarda etik dig1 higbir davranisimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez galismasi sonucu elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlar i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarmi ihlal edici

bir davranigimin olmadigini beyan ederim.
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SiIMGE VE KISALTMALAR

ACOG Kadin Hastaliklar1 ve Jinekologlar Amerikan Kongresi
B¢ Baz Cift

CL Corpus Luteum

CSF Koloni Stimule edici Faktor

dH,0O Distile Su

dk Dakika

DNA Deoksiribontikleik Asit

EBV Epstein-Barr Viriis

EDTA Etilendiamintetraasetik Asit

EtBr Etidyum bromiir

EtOH Etil Alkol

F-V Leiden Faktor V Leiden

G-CSF Graniilosit Koloni Stimule edici Faktor
GM-CSF Graniilosit Makrofaj Koloni Stimule edici Faktor
HOX Homeobox

IFN Interferon

IL Interldkin

IL-1RI Interlokin-1 Tip I Reseptdr

IL-1RII Interlokin-1 Tip IT Reseptor

LIF Losemi Inhibitdr Faktor

LPS Lipopolisakkarid

LT Lenfotoksin

MAG Mouse Ascites Golgi

M-CSF Makrofaj Koloni Stimule edici Faktor
MHC Biiyiik Doku Uyumu Kompleksi

MIF Migrasyon Inhibitér Faktor

ml Mililitre

MTHFR Metilentetrahidrofolat Reduktaz
MUC-1 Miisin-1

NaOAc Sodyum asetat


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F11525897&ei=F2nKUtypJIGK4ATlwIDACQ&usg=AFQjCNGZbErtExDohm-kU0-lUMcNc3u-6w&sig2=ZRSW7T72oYxmsiKsCf20JA&bvm=bv.58187178,d.bGE

NK Dogal Oldiiriicii

O.D Optik Densitite
pmol Pikomol
PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu
rpm Dakikadaki Donme Sayis1 (Revolutions Per Minute)
sn Saniye
TBE Tris-Borik Asit-EDTA
TGF Transforme edici Bliyiime Faktori
TGK Tekrarlayan Gebelik Kayiplari
Th Yardimc1 T Lenfosit
Thl Tip1Th
Th2 Tip2Th
m Yapisma Sicakigi (Annealing Temperature)
TNF Tiimor Nekrozu Faktori
TORCH Toxoplasma gondii, Rubella, Sitomegalovirus ve Herpes simple
VCAM-1 Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilii-1
WHO Diinya Saglik Orgiitii
o Alfa
Beta
Y Gama
ul Mikrolitre
0 Sonsuz
Etik Kurul Karar:

Karar No: 14.03.2013/03-14

Asagida belirtilen ¢alismamz 14.03.2013 tarihli Universitemiz Klinik Arastirmalari
Etik Kurulu incelenmis, caligmanin yapilmasinda etik ve bilimsel acidan bir sakinca

olmadigina oy birligi ile karar verilmistir.

Arastirma Proje No: TBG/1102012
BAPKO Karar No: 2013-01-03



1. OZET

Sitokinler gestasyonel siirecin temelini teskil eden “immiinolojik adaptasyon” ve
“gelisimin” en Onemli mediatorleridir. Basarili bir gebelik bir yandan yeni doku
gelisimleri, invazyon ve yeni bir yapilanma (fetal ve plasental formasyon) gibi olaylarin
eksiksiz tamamlanmasini gerektirirken diger yandan da paternal genlerin expresyonlari
nedeniyle anne i¢in semiallojenik doku niteliginde olmasina ragmen maternal immiin
reaksiyonun olmadig1 veya olmamasini gerektiren bir prosestir.

Tekrarlayan gebelik kayiplari tim kadmlarin %0,5-2 kadarin1 kapsamaktadir. Bu
vakalarin %40 kadarinda sebebe yonelik bulgu elde edilememekte olup bilinmeyen
endometrial veya plasental fonksiyon bozukluklar1 6ngdriilmektedir.

Graniilosit Makrofaj Koloni Stimule edici Faktér (GM-CSF) geni plasental gelisim
ve fonksiyonu iizerinde énemli etkiye sahip, 5. kromozomun uzun kolunda (5q21-5032)
lokalizedir. Dort ekzon igeren ve yaklasik 2.5 kb uzunlugunda bir gendir.

Calismamizda GM-CSF geninde olabilecek varyasyon ve mutasyonlarin, sebebi
bilinmeyen ilk trimester tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda rolii olup olmadig
arastirllmistir. Bu amagla, ilk trimester gebelik kaybi bulunan vakalardan olusturulmus
calisma grubu ile normal yoldan gebe kalmis, diistik Oykiisii ile sistemik/kronik hastaligi
bulunmayan kontrol grubuna ait olgular karsilastirilmislardir. Her iki gruba ait vakalarin
periferik kan materyallerinden elde edilen Deoksiriboniikleik asit (DNA) 6rneklerinden
dizi analizleri gergeklestirildi.

Calisma grubu ile kontrol grubu arasinda GM-CSF genine ait tespit edilen
degisimler tek tek dikkate alindiklarinda istatiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmamais
olmakla birlikte tiim degisimleri birlikte dikkate aldigimizda oldukga anlamli farkliliklar
saptanmigstir. Bu sonuctan yola ¢ikarak vaka sayilarinin arttirilmasi ve benzer ¢alismalarin
yapilmasi ile GM-CSF gen arastirmasinin diisiik etiyolojisi arastirma testleri arasinda yer

alabilecegi ongoriilmiistiir.



2. SUMMARY

Cytokines comes as the most important mediator of "immunological adaptationand
"development™ which forms the basis of the gestational process. Development of new
tissues, invasion and restructuring (fetal and placental formation) is required for a
successful pregnancy. Although this is a semi-allogenic process for the mother, there
should not be an immunologic reaction against it.

Up to 0.5-2% of all women experience recurrent pregnancy loss. The cause of
approximately 40% of these cases are unknown. It is believed that, unknown endometrial
and placental dysfunctions are the reason of these recurrent pregnancy losses.

Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF) have a significant
effect on placental development and function. GMCSF is a gene which is located on the
long arm of chromosome 5 (5921-5q32), approximately length of 2,5 kb and contains 4
exons.

In our study, we have examined the possible variations and mutations which might
be the cause of recurrent pregnancy loss in GM-CSF gene. To come to a conclusion, we
compared the study group consisting of women with recurrent miscarriages, to a control
group consisting of women with no pregnancy loss and no systemic/chronic disease. We
performed a DNA sequence analysis from the blood samples we took from both of the
groups.

Evaluation of the results show that there is no statistically significant differences
between the study group and the control group when detected individually. However, when
all the detected variations were considered together, quite significant statistical results were
observed. Based on this result, increasing the number of cases and additional similar
studies suggest that the GM-CSF gene test could be a part of etiology of pregnancy loss

research tests.



3. GIRIS VE AMAC

Tiim gebelik kayiplarinin %0,5-2 kadarini tekrarlayan gebelik kayiplari olusturmakta
ve bu saymin yaklasik %40’nin sebebi bilinmemektedir. Klasik olarak ilk trimester
tekrarlayan gebelik kaybi1 olgularinda eslerden yapilan karyotip analizleri vakalarin bir
kism1 igin etiyolojiyi aydinlatmaktadir. Dengeli translokasyon tastyiciliklart yanisira
sitogenetik diizeyde bulunan bazi polimorfizmlerde son yillarda (heterokromatin veya
satellit artislar1 9. kromozomun perisentrik inversiyonu vs) tekrarlayan gebelik kayiplari ile
iliskilendirilmistir. Yine trombofili genlerinde saptanan degisiklikler (F-V leiden,
protrombin ve MTHFR gen mutasyonlari) 8. hafta ve sonrasindaki diistikler ile
iligkilendirilmektedir.

Aciklanmamis infertilite ve tekrarlayan gebelik kayiplar ile ilgili yapilan ekspresyon
calismalarinda baz1 mediatorler ile diisiikler arasindaki iliski gdsterilmistir. Interlokin-10
(IL-10), Losemi Inhibitér Faktor (LIF), GM-CSF ve Transforme edici biiyiime faktorii
(TGF) ekspresyonlart diger regiilasyonlariyla yakindan baglantili bulunmusken, 6zellikle
IL-6 ve IL-1’in endometriumdaki yetersiz ekspresyonlari diisiikler i¢in predispozan olarak
ortaya konmustur.

GM-CSF sitokini fetal-plasental dokulara kargi maternal toleransin saglamasinin yani
sira preimplantasyon embryo gelisimini ve trofoblast gelisimini regule ederek gebeligin
progresi lizerine de belirleyici bir rol oynamaktadir. Yapilmis olan ¢calismalar GM-CSF’in
embriyonal implantasyon, plasental formasyon ve gebeligin devami ile ilgili onemli
fonksiyonlar iistlendigini ortaya koymustur.

GM-CSF gen mutasyonu yapilmis farelerde kontrol grubuna oranla fertilitenin
azaldigi, fetal kayiplarin arttigi gosterilmistir (1,2). Bunun yani sira tek doz GM-CSF
verilen farelerde verilmeyen grupla karsilastirildiginda fetal kayip ve fetal rezorpsiyon
oranlar1 anlamli 6l¢lide azalmis bulunmustur (3).

Bunun yaninda, GM-CSF de dahil olmak {izere bazi sitokin ve diger mediatorlerin
fertilite {izerine etkileri ile diisik yapan grupta bunlarin ekspresyonlarinin kontrol
gruplariyla karsilagtirmalar1 yapilmig ancak GM-CSF geni ile tekrarlayan gebelik kaybi
olgulart arasinda korelasyonu gosterecek ¢alisma dizayn edilmemistir. GM-CSF ve benzeri

mediatdrlere ait yapilmis ¢aligmalar, bu sitokinlerin gebelik olusumu, gebeligin devamliligi



ve disiikler iizerine etkili olduklarimi ortaya koysalar bile bunlarin rutin tarama testleri
arasinda yer almalarina zemin hazirlayacak sonuglar vermemistir.

Bu calisma ile GM-CSF geninde olabilecek varyasyon ve mutasyonlarin sebebi
bilinmeyen ilk trimester tekrarlayan gebelik kayb1 olgularinda rolii olup olmadiginin ortaya
konulmas1 amaglanmstir.

Calismamiz GM-CSF’in gen diizeyinde degisikliklerinin gebelik kayiplarina etki
edebilecegi diisiincesinden yola ¢ikarak sebebe yonelik bir iligkinin var olup olmadigini
ortaya koyacaktir. GM-CSF geni ile tekrarlayan diistikler arsinda bir iliski ortaya konulursa
gebelik kayiplarinin takip testleri arsinda yer alabilecek, hatta bu hastalarin diisiiklerinin

onlenmesi konusunda tedavi girisimlerinin giindeme gelmesini saglayacaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1 IMPLANTASYON FIiZYOLOJiSi

Implantasyon hiicresel, hormonal ve molekiiler bircok faktoriin rol aldigi kompleks
ve hala tam aydinlatilamamis bir siirectir. Implantasyon, embriyonun oncelikle desidua
icerisine yerlesip sonra da annenin dolagim sistemine plasentay1 olusturmak i¢in ulagsmasini
kapsayan bir seri islem olarak tanimlanmaktadir (4). Bu esnada endometrium ile embriyo
arasinda biiylime faktorleri, hormonlar, adezyon molekiilleri, ekstraseliiler matriks ve
prostoglandinler ile olusan karmasik bir diyalog vardir. Embriyo bu etkenlerle epitele
yapismakta bazal membrana dogru inmekte ve stromaya invaze olmaktadir (5). Insanda
implantasyon siireci; oosit matiirasyonunun erken donemlerinde baslayan, embryo ve
endometrium arasindaki kompleks ve karmasik bir iliski ile kontrol edilmektedir (6).
Implantasyon progressif ve siirekli degisen bir siirece sahiptir. Uterus *‘implantasyon
penceresi’’ olarak adlandirilan kisa bir siire i¢in embryonun implantasyonuna uygundur.
Bu dénemin disinda implantasyon olanaksizdir (7). Implantasyonun basarisi; blastokistin
reseptif endometriumla dogru zamanda bulugsmasina baglidir. Endometrium menstriiel
siklus boyunca siirekli yeniden diizenlenir ve sadece implantasyon penceresi doneminde
reseptiftir. Menstriiel siklus boyunca bircok endometrial genin ekspresyonunun degistigi
gosterilmistir. Ornegin endometriozis veya submiikdz myoma gibi durumlarda gelisen

Homeobox (HOX) gen disregiilasyonu, implantasyon defektine yol agabilir (8).

Ovulasyondan 4 giin sonra embriyo kaviteye ulasir. Oviilasyondan 6-8 giin sonra ise

endometrium blastokist implantasyonuna reseptif olur ve bu reseptivite 4 giin siirer.

Embriyo implantasyonu apozisyon fazi, adezyon fazi ve invazyon fazi olmak iizere 3
fazdan olugsmaktadir. Salgilanan molekiiller araciligi ile maternal ve fetal hiicreler arasinda
bir iletisim saglanir. Bu amagla aktive edilmis blastositin endometriyal epitele yerlesmesi
apozisyon fazini olusturur. Maternal ve fetal hiicreler arasinda gerceklesen bu iletisim her
iki hiicre tipinin yiizeyinde yer alan adezyon molekiilleri ile gerceklesir. Bu molekiiller
vasitasi ile blastositin endometriumun epiteline tutunmas: adezyon fazini igerir. Invazyon
fazinda ise blastosit epitele penetre olur ve trofoblast hiicrelerinin tomurcuklanmasi ile

endometriyal desidua invazyonu gergeklesir.



Oviilasyondan sonra corpus luteum (CL) embriyonun rahime tutunmast ve
implantasyonunu kolaylastirmak igin 0Ostrojen ve progesteron salgilamaya baslar.
Endometriumun epitelinde yer alan ve L-selektinlere baglanma 6zelligi olan L-selektin
ligantlar burada 6nem kazanmaktadir. Ciinkii embriyonun endometriuma ilk baglanmasi
trofoblast tarafindan salgilanan L-selektinin endometrium yilizeyinde yer alan L-selektin
liganta baglanmasi ile gergeklesir. Bundan sonra, trofoblastin endometriuma daha saglam
baglanmasi ve daha basarili bir invazyonun gergeklesmesi amaci ile bir dizi sinyal yolagi
aktive olur. Trofoblast tarafindan siirdiiriilen L-selektin iretimi ise maternal

vaskiilerizasyon etkilesimi ile plasenta olusumunu etkilemektedir.

4.1.1. Steroid Hormonlar ve implantasyon

Uzun zamandir 6strojenin endometriumdaki dstrojen ve progesteron reseptdrlerini
arttirdigr  bilinmektedir. Progesteron ise Iuteal fazda Ostrojen ve progesteronu
azaltmaktadir. Progesteronun azalmasi ile uterin reseptivite baglamaktadir. Ostrojen ve
progesteronun siklusun 20. giiniinden sonra kaybolmasiyla overin etkisinin azalmasi ve
ayrica implante olacak embriyonun endometriumda yaptig1 degisiklikler implantasyonda
onemli rol oynamaktadir. Ostrojen ve progesteron ile suprese olan bazi gen
ekspresyonlarinin reseptorlerdeki azalma ile tekrar eksprese olmalart muhtemel olarak
gorlilmektedir. Mekanizma ne olursa olsun Ostrojen ve progesteronun azalmasi

implantasyonun baglamasinda kritik bir roli oldugu diistiiniilmektedir.

4.1.2. Hiicre Adezyon Molekiilleri

Implantasyona hazirlanan endometrium bazi glikoproteinler salgilar. Implantasyon
donemindeki epiltelde ylizey negatifligi azalir ve glikokaliks yap1 daha fibriller yapiya
dontisiir. Hiicre adezyonunda gorev alan en onemli molekiiller miisinler, integrinler ve

trofinindir.



4.1.2.1. Miisinler

Miisinler, hiicrelerin ylizeyelerinde bulunan bilyiik glikolize molekiillerdir.
Apoziyonda rol oynadiklari diisiiniilmektedir. Misin-1 (MUC-1) ¢ok sayida epitel
hiicresinde bulunan ve siklus evrelerine gore ekspresyonu degisen bir miisindir. Insanda
peri-implantasyon donemde MUC-1 ekspresyonu artar. Diger bir miisin olan Mouse
Ascites Golgi (MAG) ise implantasyonun ¢ok erken evrelerinde endometriumda gozlenir.
Yapilan bir calismada aciklanamayan infertilitesi olan kadinlarin %60’inda MAG

ekrpresyon bozukluklarina rastlanmistir (8).

4.1.2.2. integrinler

Kaderinler immiinoglobulin ailesine ait transmembran glikoproteinlerdir. Hiicre
fenotipinin devamlilig: igin &nemlilerdir. Integrinler hiicrelerin dokudaki lokalizasyonu,
sekil, polarite, steroid hormonlara verilen cevap gibi Ozellikleri belirler. Fibronektin,
laminin, kollajen gibi bazi ekstraseliiler matriks proteinleri i¢in reseptdr gorevi goriirler.
Endometriumda en ¢ok galisilmis adezyon molekiilleri integrinlerdir. Endometriumda ilk
saptandiklar giinden sonra hem sabit hem de siklik degisen integrinlerin bulundugunun
anlagilmasi endometriuma 6zel bir durumdur. Fibronektin reseptorii olan osf; endometrium
stromasinda devamli bulunan tek integrindir. Diger stroma integrinleri asfi, asBi, oePi,
owP3, oPs, siklus icerisinde degisiklikler gdsterir. Impantasyon déneminde, endometrium
epitel hiicrelerinde Ostrojen ve progesteron reseptorleri bulunmamaktadir. oyf3’lin artmasi
ile beraber progesteron reseptorlerinin kaybolmasi bu integrinin implantasyonda énemli bir

rolii oldugu ve reseptivitenin bir belirteci olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

4.1.2.3. Trofinin/Tastin

Trofonin, trofoblast adezyonunda rol oynayan 6nemli bir membran proteinidir.
Tastin ise trofoninin fonksiyonu i¢in gerekli sitoplazmik bir proteindir. Her iki protein de

insan endometriumunda sadece implantasyon doneminde eksprese olur.
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4.2. GEBELIK KAYIPLARI

Spontan gebelik kayiplar1 sasirtict derecede yaygin olarak gozlenen bir durumdur.
Spontan gebelik kayiplari, klinik olarak tanimlanmig gebeliklerin yaklasik %15’ini
olustururken, klinik olarak tanimlanmadan 6nce gerceklesen gebelik kayiplar1 ¢cok daha
fazladir (9). Gebelik kayiplarinin ¢ogu 8. gebelik haftasindan o6nce olurken 12. haftadan
sonra bu say1 diismektedir (10).

Tiim gebeliklerin sadece %30°u canli dogum ile sonug¢lanmaktadir (11). Diisiiklerin
ise %80’ni erken abortus olarak gergeklesmektedir. %50-%75 orani ile fetal kromozomal
anomaliler bu durumun en sik goriilen nedenini olusturmaktadir (12). Normal karyotipli
gebeliklerin sadece % 10’u abortusla sonuglanirken kromozomal bozukluk olan
gebeliklerin nerdeyse tiimii 10. haftadan 6nce abortusla sonuglanir (13,14). Bu sebepten bu
tirdeki gebelik kayiplarinin dogal bir seleksiyon olarak is gordiigii sylenebilir.

1977 yilindan Once abortus tarifi, 28. haftadan Once sonlanan gebelikler icin
kullanilirken 1977 yilinda Diinya Saghk Orgiiti (WHO) yeni bir abortus tanimi
gelistirmistir. Bu tanima gore, gebeligin ilk 20. haftasi i¢inde, agirligi 500 gramdan az
embriyo veya fetus ve eklerinin tamaminin veya bir kisminin uterus kavitesi disina
atilmasina abortus denilmektedir (15).

Tekrarlayan gebelik kayiplar1 (TGK) son adet giiniinden itibaren 20. gebelik
haftasindan Once birbirini izleyen li¢ ya da daha fazla gebeligin spontan olarak
sonlanmasidir.

Abortus riskinin ge¢mis jinekolojik hikaye ile degistigi yapilan bircok c¢alisma ile
gosterilmistir (10,16,17,18). Bir onceki gebeligi abortusla sonlanan kadinlarda sonraki
gebeligin abortus ile sonuglanma olasiligi yiiksektir. TGK olmayan kadinlarda bir kez canli
embriyo ultrasonografi ile saptandiktan sonra fetal kayip orani %5 iken, TGK olan
kadinlarda fetal kardiyak aktivite saptandiktan sonra fetal kayip oran1 4-5 kat daha fazladur.
Buna karsin hi¢ canli dogum yapmayan ve TGK olan kadinlarin tekrar diisiik yapma riski
%40-45 dir (19).

Spontan gebelik kayiplarina ait verilere bakildiginda TGK’nin yaklasik %0,3 (300°de
1) olmasi beklenirken yapilan epidemiyolojik g¢alismalar bu saymin %1-2 oldugunu
gostermistir (20). Bir kez spontan gebelik kaybi1 %20, iki kez ardarda spontan gebelik
kayb1 %4, li¢ kez ard arda spontan gebelik kaybi ise %0,8 oraninda ger¢eklesmektedir (21).



Ayrica yas ile abortus riskinin arttigi da bilinmektedir. ilerleyen yas ile beraber
abortus oraninin da %19-24 artmaktadir (22). 30 yasindan once risk %7-15, 30-34 yasinda
%8-21 iken 35-39 yaslarda %17-28 arasinda bir artis gostermektedir. 40 yas ve iizerinde
ise bu oran %34-52’ye ¢ikmaktadir (23,24,25,26). 40 yas iizerinde ise bu oran %52 olup
goriildiigii gibi ileri anne yasi1 abortus riskini artirmaktadir (26,27,28).

Abortuslar ¢esitli sekillerde siniflandirilabilir.

4.2.1. Olus Zamanina Gore
4.2.1.1. Subklinik Abortus

Bu tip abortus dollenmeden hemen sonraki gilinlerde gerceklestigi ve gebelik fark
edilemedigi i¢in belirlenemeyen abortus olarak da isimlendirilmektedir. Subklinik
abortuslarda ya zamaninda bir menstriiel kanama veya birkag¢ gilin geciken bir menstriiel
kanama ile gebelik sonlanir.
4.2.1.2. Erken Abortus

12. gebelik haftasinin sonuna kadar olugan abortuslardir.
4.2.1.3. Ge¢ Abortus

13. ve 20. haftalar arasinda olusan abortuslardir.

4.2.2. Olus Sekline Gore

4.2.2.1. Spontan Abortus

Disaridan herhangi bir miidahale olmadan gebeligin 20. haftasindan Once

kendiliginden gelisen abortuslara denir.



4.2.2.2. indiiklenmis Abortus

T1bbi miidahale sonucu gebeligin sonlandirilmasidir. 1987 yilinda Kadin Hastaliklari
ve Jinekologlar Amerikan Kongresi (ACOG)’in yaptigi tanimlamaya gore, gebeligin
devami anne hayatina veya sagliina ciddi zarar veriyorsa, gebelik tecaviiz veya ensest bir
iliski sonucunda olustuysa, gebeligin siirdiiriilmesi sonucu agir anomalili ¢ocuk dogumu
gerceklesecekse tibbi miidahale ile gebelik sonlandirilir. Tiim bunlarin disinda maternal
agir sistemik hastaliklar, bobrek hastaliklari, kalp hastaliklari, gebelik psikozu, sarilik,
kanser veya fetiiste anomali tespit edilmigse, gebelikte teratojenik ila¢ kullanilmissa,
ozellikle ilk ti¢ ayda Toxoplasma gondii, Rubella, Sitomegalovirus ve Herpes simplex
virus (TORCH) enfeksiyonu gecirilmisgse, genetik hastalik tespit edilmisse, pelvise asiri
radyasyon uygulanmissa, fenilketonuri-galaktozemi gibi dogustan metabolik hastaliklar
varsa, veya ortada anne ve fetiis acisindan hicbir tibbi sorun yokken, istenmeyen bir
gebelik olgusu mevcut ise 20. gebelik haftasindan 6nce medikal abortus yaptirilir. Ayrica
istenmeyen bir gebelik olgusu mevcut ise herhangi bir sebep olmaksizin yasal haftalar

icerisinde medikal abortus (kiiretaj) yaptirilabilir.
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4.3. SITOKINLER

Sitokinler, immiin sistem hiicreleri arasindaki iliskileri kontrol eden ve kimyasal
haberci olarak rol alan, kiigiik molekiil agirlikli mediatorlerdir. Sitokinler lokal veya
sistemik, immiin yaniti desteklemenin yaninda hematopoiesis olaymi da diizenlerler.
Bunun yaninda mitoz, hiicre diferansiyasyonu, apoptoz ve onkogenesisde de rolleri vardir.
Yapisal olarak birbirinden farkli ve genetik olarak da ilisiksiz goriinen yiizden fazla sitokin
tanimlanmistir. Cogu 6.000-60.000 molekiil agirliginda olan, polipeptid veya glikoprotein
yapisindadir. Cok diisiik konsantrasyonlarda bile, spesifik reseptorleri ile hedef hiicreye
baglanarak etkilerini gosterirler (29).

Aktive T lenfositleri tarafindan sentezlenip salinan sitokinler “lenfokin™ olarak
adlandirilirken aktive monosit ve makrofajlardan sentezlenip salinan sitokinler “monokin”
ve lokositler arasinda etkilesim yapan sitokinler ise “interlokin” olarak adlandirilmaktadir.
Antijene 0Ozgiil olmayan, lenfosit uyarilmasini ve farklilagmasini yoneten faktorler
interlokinlerdir (29, 30).

Bir¢ok farkli 6zellik gostermelerine ragmen her sitokin spesifik bir uyarana kars
yanit olarak spesifik hiicre tipleri tarafindan sentezlenir ve hedef hiicrelerin biiylime,
hareketlilik, farklilagma ve fonksiyonlari iizerine etkilerini gosterir. Birden fazla etkisi olan
sitokinler i¢in pleotropik tanimi kullanilirken, bu 6zellige de pleotropism adi verilir.

Sitokinlerin, tiretildikleri hiicreleri etkilemeleri otokrin, yakindaki bagka bir hiicreyi
veya hiicreleri etkilemeleri parakrin, dolasim araciligi ile farkli bir yerde etki gdstermeleri
ise endokrin olarak adlandirilir (29, 30).

Hematopoez genis bir sitokin spektrumu tarafindan diizenlenir. Hiicre siklusuna
giren kok hiicrenin (stem cell) aktivasyonu IL-1 ve IL-6 ile gergeklestirilirken biitiin
hematopoetik serideki onciil hiicrelerin biiyiimesi IL-3 ve GM-CSF ile saglanir. Eritrositler
icin eritropoetin, graniilositler veya makrofajlar i¢in koloni stimiile edici faktor (G-CSF,
M-CSF) gibi tiire 6zgii olan sitokinler hiicre farklilasmasinda 6nemli bir rol oynar. Platelet
tiretiminin kontrolii hakkinda ise pek az sey bilinmektedir. GM- CSF, M-CSF ve G-CSF
aktivasyon faktorleri olarak olgun hiicreler iizerinde etkilidir. Yalniz ¢ok az sitokinin
immiin sistemin inhibisyonunda etkili oldugu bilinmektedir. TGF-f birbiri ile iligkili 5
molekiilden olusan bir ailedir ve biitiin immiinite ve hematopoetik fonksiyonlar {izerinde

inhibitér gorevi vardir. Interferon (IFN) o, B, y immiin sistem hiicrelerinin
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proliferasyonuna engel olmaktadir. IFN o ve B, IFN y vasitasi ile Biiyiik Doku Uyumu
Kompleksi (MHC) Smuf II indiiksiyonunu engeller. IFNy ise IL-4 araciigi ile B
lenfositlerinde MHC sinif II indiiksiyonunu engelleyebilir (29,30,31).

Sitokinler, genel olarak birbirleri ile baslica su etkinlikleri gosterir:

a) Lenfoid hiicreler ile bazi hiicrelerin gogalmasini ve farklilasmasini saglamak.

b) Immiin cevabi siddetlendirerek veya baskilayarak diizenlemek.

¢) Enflamasyon olaylarina katilan hiicreleri aktive etmek, reaksiyon yerine toplayarak
orada tutmak, cesitli biyolojik etkinlik gostermek.

d) Kemik iligine etki ile hematopoetik regiilasyona katilmak.

e) Bazi hipofiz hormonlarinin ve diger biyolojik maddelerin sentez ve salinmalarina
neden olmak.

f) Ates ve akut faz cevabi olusturmak.

g) Antiviral etkinlik gostermek.

4.3.1. 1. Grup Sitokinler

Dogal immiinitenin mediatorleridir. Infeksiydz ajanlarin  uyarrm  sonucunda
sentezlenirler. 1L-1, Timor nekrozu faktori (TNF), IL-6, Tip I IFN ve kemokinler bu

grupta yer alir.

43.1.1. 1L-1

Temel olarak karaciger, akciger, beyin, kemik gibi dokulara gecen makrofajlar yani
aktive mononiiklear fagositler tarafindan sentezlenir ve T hiicre stimiilatoriidiir. Bunun
yaninda farkli uyaranlar aracilig ile degisik hiicreler tarafindan da sentezlenebilir. Gram
negatif bakterilerin hiicre duvarindan koken alan lipopolisakkaridler (LPS) monosit
makrofajlar, dendritik hiicreler, Langerhans hiicreleri, endotelyal hiicreler, mikroglial
hiicreler, epitelyal hiicreler ve B lenfosit serilerinin IL-1 sentezlemesini uyarir. Ayrica

aliminyum hidroksit notréfiller tizerinde, muramyl dipeptid fibroblastlar iizerinde, solid
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partikiiller, hidroksi iire ve aktif hale ge¢gmis T lenfositleri monosit makrofajlar iizerinde
ayni etkiyi gosterir (29,30,32,33,34,35,36).

IL-1 diisiik konsantrasyonlarda lokal inflamasyon mediatérii olarak etki eder.
Ozellikle, mononiiklear fagositler ve vaskiiler endotelyal hiicreler iizerinde, IL-1 sentezinin
daha artmasini ve IL-6 sentezinin indiiklenmesini saglar. Lokosit adhezyon molekiillerinin
hiicre ylizey ekspresyonunu arttirabilir. Notrofiller gibi inflamatuar 16kositleri dogrudan
etkilemez ancak kemokin sentezlemeleri icin mononiiklear fagositleri ve endotelyal
hiicreleri uyararak bu hiicrelerin uyarilmasini saglar. Yiiksek konsantrasyonda ise kan
dolagimina katilir ve endokrin etki gosterir. Ates ylikselmesine ve akut faz plazma
proteinlerinin sentezinin uyarilmasina neden olur.

IL-1 pleotropik etkiye sahiptir. T ve B lenfositlerini etkileyerek sitokin ve
immiinglobulin sentezini artirir.

IL-1’in IL-1a ve IL-1f olarak iki ayri formu bulunur. Her ikisi de ayni hiicre yiizey
reseptoriine baglanir.

IL-1’in iki farkli reseptorii vardir. Tip I reseptdr (IL-1RI) ve Tip II reseptor (IL-
1RI). IL-1RI, IL-1 ile baglandiktan sonra sitoplazma igerisine sinyal iletir ve IL-1’e yanit
veren tiim hiicrelerde, sinyalden sorumlu oldugu distiniilmektedir. IL-1RIl ise sinyal
iletiminde rol oynamaz ancak sistemik inflamasyon sirasinda solubl halde serum igerisine

salgilanir ve genellikle IL-1pB’ya baglanir (29,30,32,33,34,35,36).

4.3.1.2. TNF

Insanda 6. kromozom iizerinde, MHC gen kompleksi bélgesinde iki ayri gen
tarafindan kodlanmasina ragmen MHC proteinleri ile yapisal benzerlikleri bulunmaz. LPS
kars1 konak tarafindan gelistirilen cevabin ana mediatoriidiir. TNF, LPS ile aktive olan
mononiiklear fagositler, antijenle uyarilmis T hiicreleri, aktive dogal oldiiriicii (NK)
hiicreleri ve aktive mast hiicreleri tarafindan sentezlenir. Insanlarda TNF-o. ve TNF-B
olmak iizere iki ayr1 form bulunur. TNF-a daha ¢ok aktiflesmis makrofajlardan ve daha az
olarak da diger hiicreler tarafindan iiretilir. TNF-f ise aktiflesen T lenfositleri tarafindan
tiretilir ve lenfotoksin olarak isimlendirilir. TNF-a ve TNF- hedef hiicre yiizeyinde ayni
reseptore baglanirlar ve ayni etkiyi gosterirler. Tip 1 ve Tip II olmak iizere iki reseptorii

vardir. TNF-oo ve TNF- Tip II reseptorii ile daha yiiksek afinite ile baglanir. Tip I
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reseptOrii araciligy ile sitotoksik aktivite ve fibroblast proliferasyonu yonlendirilir. Tip II
reseptorii ile ise T lenfosit proliferasyonu yonlendirilir. IL-1 ve TNF benzer biyolojik
aktivite gosterirler. Her ikisi de endojen pirojendir (29,30,32,33,34,35,36,37,38).

Diisiik konsantrasyonlarda, l6kositlerin ve endotelyal hiicrelerin otokrin ve parakrin
regiilatorii olarak etki gosterir. Vaskiiler endotelyal hiicrelerin adezyon molekiilleri
eksprese etmesine neden olur ve bdylece endotelyal hiicre yiizeyi lokositler, nétrofiller ve
daha sonra monositler ve lenfositler i¢in daha adezif hale gelir. TNF, inflamatuar
16kositleri aktive eder. Ozellikle nétrofil aktivasyonu iizerine giiclii etkisi vardir. Eozinofil
ve mononiiklear fagositleri de etkiler. Mononiiklear fagositleri ve diger hiicre tiplerini IL-
1, IL-6 ve kemokin gibi sitokinleri iiretmesi i¢in uyarir. Viriisle infekte CD8" hiicrelerin,
MHC smif I ekspresyonunu arttirir.

Yiiksek konsantrasyonlarda ise endojen pirojen etki gosterir. Mononiiklear
fagositleri, dolagima IL-1 ve IL-6 sentezlemeleri i¢in uyarir. Hepatositleri etkileyerek bazi
serum proteinlerinin sentezini arttirir. IL-1 ile benzer etki gostererek akut faz yanitini
baslatir. Koagiilasyon sistemini etkileyerek, vaskiiler endotelyal hiicrelerin prokoagiilant ve
antikoagiilant aktivitelerinin dengesini degistirir. Kemik iliginde kok hiicre boliinmesini

inhibe eder (29,30,32,33,34,35,36,37,38).

4.3.1.3. IL-6

IL-6 ¢ok yonlii biyolojik aktiviteye sahip olup bu etkilerini IL-1 ve TNF ile sinerjist
olarak gosterir. Aktif T ve B lenfositleri, monositler, endotelyal hiicreler, epitelyal hiicreler
ve fibroblastlar tarafindan sentezlenir. Yardimci T lenfositleri (Th) iizerine mitojenik
aktiviteye sahiptir. B hiicre proliferasyonuna ve immiinglobulin sentezi artigina neden olur.
Karacigerde akut faz cevabin gelisimini etkiler. IL-11 ve TNF ile birlikte hematopoiesis
tizerinde uyarici etkisi vardir.

IL-6 i¢in iki ayr1 reseptdr (IL-6Ra ve IL-6Rp) olup ¢esitli hiicrelerde eksprese edilir.
Makrofajlar, miyelomonositik hiicre serisi, hepatositler, dinlenme halindeki T hiicreleri,
aktif veya Epstein-Barr viriis (EBV) ile infekte B lenfositleri ve plazma hiicreleri bu
reseptorleri eksprese eder. 1L-6, alfa reseptdriine daha diisiik bir afinite ile baglanir ve
olusan kompleks yapt IL-6RB’ya baglanarak sitoplazmik sinyal iletisini olusturur

(29,33,34,35,37,38).
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4.3.1.4. Tip I Interferon (IFN)

Viriisle infekte olan hiicreler tarafindan sentezlenir. IFN-a ve IFN-B olmak iizere iki
farkli formda bulunur. Immiin yamtta bu ikisi birlikte sentezenir. Makrofaj ve
mononiiklear fagositler tarafindan sentezlendigi icin “Iokosit interferonu” olarak da
isimlendirilen IFN-a., 16kositler tarafindan olusturulan ana IFN’dur. Birbirleriyle iliskili 18
ayr1 gen tarafindan kodlanir ve 14°i fonksiyonel olan proteinlerin aminoasit dizileri %90
oraninda benzerdir. IFN-B ise viriisle infekte olan fibroblastlarca iiretilir ve tek bir gen
tarafindan kodlanir. Antijenle aktive olmus T lenfositleri, mononiiklear fagositleri IFN
sentez etmesi ic¢in uyarir. Her iki tip de hemen hemen tiim hiicrelerde bulunan, tek bir
reseptore baglanarak etkilerini gosterir. Sitotoksik T lenfositlerinin MHC simf [
molekiilleri ekspresyonunu artirir. Viral replikasyonu inhibe eden Tip I IFN ayni1 zamanda
hiicre proliferasyonunu da inhibe eder. NK hiicrelerinin litik potansiyelini arttirir. MHC

simif I molekiillerinin ekspresyonunu arttirir, sinif II molekiillerinin ise ekspresyonunu

azaltir (29,31,36,37,38,39).
4.3.1.4. Kemokinler

Iki ayr1 kromozom iizerinde bulunan genler tarafindan kodlanirlar. Alfa formu 4.
kromozom iizerindeki genler, beta formu ise 17. kromozom {iizerindeki genler tarafindan
kodlanir. Kemokinler, mononiiklear fagositler, endotelyal hiicreler ve fibroblastlar
tarafindan sententezlenir (29,31,36,37,38,39).
4.3.2. 11. Grup Sitokinler

T lenfositleri tarafindan taninan, spesifik antijenlere karsi yanit olarak gelistirilen ve

lenfosit aktivasyonu, biiyiime ve farklilasmasin1 yonlendiren sitokinlerdir. 1L-2, IL-4 ve

TGF-B, bu gruta yer alan sitokinlerdir.
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43.2.1.1L-2

Sadece aktif hale gegmis T lenfositleri tarafindan transkribe edilir, sentezlenir ve
sekrete edilir. T hiicreleri i¢in biiyiime faktorii olarak da bilinir (T cell growth factor,
TCGF). 4. kromozom iizerindeki tek bir gen tarafindan sentezlenen IL-2’nin hem otokrin
hem de parakrin etkisi vardir. T hiicrelerinin G1 fazindan S fazina gegmelerini saglayarak
DNA replikasyonu i¢in sinyal iletir. NK hiicrelerinin biiyiimesi ve sitolotik
aktivasyonlarin1  etkiler. Bunun yaninda B lenfositlerinin proliferasyonunu ve
immiinglobulin sentezini uyarir. IL-2 miktari, immiin yanitin biiyiikliigiiniin 6nemli
kanitidir. IL-2 molekiilleri, hedef hiicre lizerindeki etkilerini reseptorii araciligi ile gosterir.
Reseptor, dinlenme halindeki hiicrelerde goriilmez. Aktif hale gecen T lenfositleri yiiksek
ve diisiik afiniteli iki ayr1 reseptor gosterir. Diistik afiniteli reseptor tek zincir (o veya )
icerirken ytiksek afiniteli reseptdr iki zincir (o,f) igerir. IL-2 her iki zincire de baglanir.
Alfa zinciri hizla IL-2 ile baglanir ve kolayca kompleksten ayrilirken beta zinciri ise yavas
baglanmasina karsin, kurulan bag araciligi ile yanmit gelisimini saglar. Yiiksek afiniteli
reseptor, IL-2R, iki zincirin uygun birlesmesi ile olusan alfa-beta dimeridir. IL-2’ye hizli
baglanir ancak yavas ayrilir. Hiicre, sinyali B zinciri araciligi ile alirken o zinciri de

ligandin baglanmasini saglar (38,39,40,41,42,43).

4322, 1L-4

Aktif hale gelmis CD4" T hiicrelerinden salmir. Bu sitokin, IL-6, IL-5 ve IL-4
salgilayan CD4" T hiicre alt gruplarindan Tip 2 Th (Th2) igin otokrin biiyiime faktorii
etkisi gosterir. Buna karsin IL-2’nin, IFN-y ve lenfotoksin tireten klonlarin {izerine ters bir
etkisi vardir. Mast hiicreleri i¢in biiyiime faktoriidiir ve IL-3 ile proliferasyonuna neden
olur. IFN-y’nin makrofaj aktivasyon etkisini bloke eder ve IL-1 ve TNF iiretimini de inhibe
eder. B hiicrelerinde MHC sinif II molekiillerinin ekspresyonunu artirir. Antikor sentezini
uyarir ve immiinglobulin izotipinin degistirilmesinde (isotype switching) de 6nemli bir
etkiye sahiptir. Ozellikle Vvaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM-1) olmak iizere bazi
adhezyon molekiillerinin endotelyal hiicrelerin lizerinde ekspresyonunu arttirir ve sonucta

lenfositlerin, monositlerin  ve  ozellikle eozinofillerin  baglanmasim1  arttirir

(38,39,40,41,42,43).
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4.3.2.3. TGF-B

Aktif T hiicreleri, makrofajlar ve diger somatik hiicreler tarafindan salgilanir. TGF-
B nin B1, B2 ve B3 olmak iizere {i¢ ayr1 formu vardir. Bir¢ok sitokinin sentezini, sinif II
MHC molekiillerinin ve IL-2 reseptoriiniin ekspresyonunu baskilar ve, T ve B lenfositleri
tizerindeki IL-2 etkisini ve timositler {izerindeki IL-1 etkisini bloke eder. Bunun yaninda B
hiicrelerini etkileyerek IgA sentezini uyarir. Ayr1 genin {iriinii olan bu molekiillerin hepsi
ayni hiicre ylizey reseptorlerine baglanir. Tip I, Tip II, Tip III, Tip IV ve Tip V olmak
tizere 5 adet reseptorli bulunmaktadir. Tip I ve II reseptorleri sinyali iletiminde gorevliyken

diger reseptorlerin fonksiyonlari tam olarak bilinmemektedir (29,38,39,40,41,42,43).

4.3.3. I11. Grup Sitokinler:

T lenfositleri tarafindan taninan spesifik antijenlere karsi nonspesifik inflamatuvar
hiicreleri aktif hale gegiren mediatorlerdir. IFN-y, 1L-10, IL-5, IL-12, Migrasyon Inhibitor
Faktor (MIF) ve Lenfotoksin (LT) bu grupta yer alir (36,37).

4.3.3.1. Tip Il Interferon (IFN-y)

Aktif hale gecen CD8" T lenfositleri, Tip 1 Th (Thl) ve az da olsa NK hiicreleri
tarafindan sentezlenir. Hemen tiim hiicreler IFN-y reseptorii eksprese eder. Etkilenen
hiicreler, sinif I MHC molekiillerinin ekspresyonunu artirir. IFN-y, monokinlerin (IL-1, IL-
6, IL-8, TNF) sentezi icin makrofajlar1 aktif hale getirir. Yabanci antijenlere karsi T
lenfositlerini daha yetenekli hale getirirken B lenfositlerinin de immiinglobulin sentezini
uyarir. Notrofilleri, NK hiicrelerini ve vaskiiler endotelyal hiicreleri aktif hale getirir. IFN-y

varliginda, venlerin endotel hiicreleri notrofiller i¢in daha adezif hale gecer (36,37).
4.3.3.2. Lenfotoksin (LT)

LT genleri, TNF genleri ile beraber MHC gen bélgesi iizerinde bulunur. insanda,
dogrudan salgi proteini seklinde sentezlenir. TNF ile %30 oraninda homologtur ve ayni

hiicre ylizey reseptoriine baglanir. TNF daha ¢ok mononiiklear fagositler tarafindan
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sentezlenirken lenfotoksin aktif hale gegen T lenfositleri tarafindan sentezlenir.
Notrofillerin aktif hale gegmesini saglar ve bu etkisi IFN-y’nin etkisinden daha giicliidiir.
Ayn1 zamanda vaskiiler endotel hiicrelerini aktif hale getirerek 16kositlere kars1 daha adezif

olmalarini ve sitokin sentezlemelerini saglar.

4.3.3.3. 1L-10

Aktif T hiicrelerinin sitokin iiretimini inhibe ettigi i¢in, sitokin sentezini inhibe eden
faktor olarak da isimlendirilir. Th ve Tc hiicreleri, monositler, keratinositler ve aktif B
hiicreleri tarafindan iiretilir. Ozellikle Th1’in sentezledigi IL-2 ve IFN-y gibi sitokinler ile
makrofaj ve NK hiicreleri tarafindan sentezlenen sitokinlerin sekresyonunu baskilar. MHC
smif II molekiillerinin ekspresyonunu azaltarak, T hiicre kaynakli inflamasyonu engeller.
Ayrica diger sitokinlerle sinerjist etki gostererek B hiicrelerinin proliferasyonuna neden

olur. Dogrudan uyarici etki ile antikor tiretimini artirir (38,39,40,41,42,43).

4.3.3.4.1L-5

Aktif hale gegen Th2 hiicreleri ve mast hiicrelerince sentezlenen IL-5’in en dnemli
fonksiyonu, eozinofiller iizerinedir. Bu hiicreler iizerine hem proliferatif hem de
fonksiyonlarini arttirici etkileri vardir. In vivo calismalarda, helmint enfeksiyonlar1 ve
alerjik hastaliklar sirasinda eozinofilleri diizenleyen ana sitokinin IL-5 oldugu
gosterilmistir. IL-5 ayn1 zamanda B hiicrelerinin biiyiime ve farklilagsmasin1 da uyarir ve
IL-2 ve IL-4 gibi diger sitokinlerle sinerjist etki gosterir. B hiicrelerinin 6zellikle IgA

sentezi Uizerinde etkisi vardir.

4.3.3.5.1L-12

B hiicreleri ve makrofajlar tarafindan sentezlenir. Aktif T lenfositleri ve NK
hiicrelerinin proliferasyon ve IFN-y sentezlemelerini etkiler. Th hiicreler iizerine etki
ederek Thl hiicrelerin farklilasmasini saglar. Ayrica sitotoksik T lenfositlerini etkileyerek,

fonksiyonel olarak aktif olmalarin1 saglar. Thl lenfositlerin {izerinden hiicresel kaynakli
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immiin yanit1 yonlendirirken, IL-4, IL-10 ve IgE tipi antikorlarin {iretimi gibi Th2’ye bagh
fonksiyonlar1 da baskilayarak etki gosterir (38,39,40,41,42,43).

4.3.3.6. MIF

In vitro kosullarda yapilan caligmalarda makrofajlarin hareketini inhibe ettigi

gosterilen bu sitokinin biyolojik etkileri hentiz tam olarak ortaya konulmamustir (31,34).

4.3.4. 1V. Grup Sitokinler

Hem aktif hale gegen lenfositler hem de diger hiicreler tarafindan iiretilen
mediatorlerdir. Olgunlasmamis 10kositlerin biiylime ve farklilagmasini diizenleyen bu

sitokinler c-kit ligand, IL-3, GM-CSF, M-CSF, G-CSF ve IL-7 olarak siralanabilir.
4.3.4.1. c-kit ligand

Kemik iligindeki stromal hiicreler, fibroblastlar ve endotelyal hiicrelerden salinir.
Kok hiicrelerin diger koloni stimiilator faktorlere (CSF) yanit vermesi asamasinda
gereklidir.
43.4.2.1L-3

Antijenle veya mitojenle aktif hale gelmis Th hiicreler tarafindan sentezlenir. Kemik
iligindeki pluripotent kok hiicrelerin biiyiime ve farklilagsmasini saglar. Tiim hematopoietik
hiicre tiplerinin iiretimi i¢in pluripotent kok hiicreleri stimiile ettigi i¢in “multi CSF”
olarak da isimlendirilir.
4.3.4.3.1L-7

Kemik iligi stromal hiicreleri tarafindan monomer olarak sentezlenir. Hematopoietik

projenitor hiicreler tizerine etki eder. Hem T hem de B hiicrelerinin prekiirsorleri {izerinde,

biiyiime faktorii olarak etkisini gosterir. CSF ile birlikte timosit ve pre-B hiicreleri iizerine
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mitojenik etki saglar. Fetal timosit gelisimi sirasinda T hiicre reseptor genlerinin

diizenlenmesini baslatan sinyali etkiledigi diistiniilmektedir.

4.3.4.4. M-CSF

T lenfositleri, makrofajlar, endotelyal hiicreler ve fibroblastlar tarafindan sentezlenir.

Dolasima girmeyen bu sitokin de etkisini lokal olarak gosterir.

4.3.45. G-CSF

Grantilositlerin sekillenmesini ve metabolizmasini hizlandiran G-CSF, aktif T

hiicreleri, makrofajlar, endotel hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan sentezlenmektedir.

4.3.4.6. GM-CSF

GM-CSF, T hiicrelerinde mononiiklear fagositlerden ve endotelyal hiicrelerden
salgilanir. Dolagima girmeyen bu sitokin, etkisini lokal olarak gosterir. Graniilosit ve
makrofajlarin iiretilmesini uyarir. Immatiir projenitdrlerin biiyiime ve farklilagmasini,
matiir 16kositlerin ise aktivasyonunu saglar. (33,34)

GM-CSF ve GM-CSF reseptoriiniin insan endometrium dokusundaki ekspresyonu
GM-CSF’in  bu dokudaki otokrin/parakrin  roliinii ~ gostermektedir.  Sitokinler,
endometriumu etkileyen ¢esitli normal ve patolojik olaylar1 diizenleyen molekiillerin
interaktif aginin bir pargasidir. GM-CSF, insan ve diger tiirler olmak {izere endometrium
iceren bircok tlireme siteminde eksprese edilen hematopoietik sitokin ailesinin bir iiyesidir.
GM-CSF reseptorleri ¢ogunlukla arteriyol endotelial ve stromal hiicreler ile iliskili
oldugundan endometriumdaki esas ekspresyon alanlar1 epitelial hiicrelerdir. GM-CSF
graniilosit ve makrofajlarin ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve hayatta kalmasi i¢in 6nemli bir
biiylime faktorii olmasina ragmen bazi non-hematopoetik hiicrelerin poliferasyonunu da
uyarif. GM-CSF’in uterusdaki biyolojik etkisi heniiz bilinmemektedir. Ancak hayvan
modellerinden elde edilen veriler GM-CSF’in gebelik boyunca embriyonik gelisiminde
onemli bir rol oynayabilecegini ve diisiik yapma egilimli farelerde spontan abortlart NK

hiicre aktivitesinin inhibisyonu ile T hiicre bagimli mekanizma sonucu engelledigi
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gosterilmistir (44). Bununla birlikte GM-CSF bakimindan eksik farelerin dogurgan
olduklar bildirilmistir. Endometriyal GM-CSF ekspresyonu overian sterioidleri tarafindan
diizenlenen bir dongiiye bagimli oldugu diisiiniilmektedir. Buna ek olarak makrofaj,
fibroblast ve endotelial hiicreler gibi baz1 hiicrelerdeki TNFa, IL-1 ve TGF-f3 gibi bazi
sitokinlerin GM-CSF ekspresyonunu diizenledigi bildirilmistir. TGF-B, GM-CSF gibi
sitokinlerin biiytime tizerindeki etkilerini arttirirken ayni zamanda multipotansiyel
hematopoietik hiicre biiylimesini inhibe ederek immiinosiipresor gibi davranan

multifonksiyonel bir sitokindir (44).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. MATERYAL

5.1.1. Hasta Ve Kontrol Grubu

Calismada Istanbul Grup Florence Nightingale Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali ve Ozel Mikrogen Genetik Tan1 Laboratuvarma 2009-2012 yillart
arasinda bagvuran ve klinik Oykiileri ile Onceki test sonuglari uygun bulunan kadin
bireylere ait toplam 79 adet vendz kan Ornegi dizi analizi yontemi ile incelenerek
degerlendirilmistir. 79 adet kan 6rneginin 48’1 ¢alisma grubu kriterlerine uyum gosteren
hastalardan olusurken, kalan 31 adet kan 6rnegi kontrol grubunu olusturmaktadir. Calisma
grubuna dahil edilen hastalar, 20-35 yas aralifinda spontan gebelik ve 2 veya daha fazla
ilk trimester diisiik Oykiisiine sahip olup hi¢ normal dogum yapmamistir. Ayrica toksik
ajan maruziyeti, anormal kromozom test sonucu, F-V veya protrombin mutasyonu,
trombofili, TORCH pozitif gibi diisiigii agiklayan nedenler bulunmamaktadir. Kontrol
grubu bireyler ise hi¢ diisiik yapmamis ve en az 1-2 adet normal yollar ile saglikli bebek
dogumu gergeklestirmistir. Kontrol grubu i¢in herhangi bir yas aralig1 belirlenmemistir.

Calismaya katilmay1 kabul eden tiim goniilliiler *Bilgilendirilmis Goniillii Formu’ adi
altinda hazirladigimiz formu okuyup imzaladiktan sonra calismamiza dahil edilmigtir.
Calismaya katilan bireylerden Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA)’li tiplere 2 mililitre
(ml) venéz kan 6rnegi alindi. Bu kan 6rneklerinden DNA izolasyonlari yapilmadan 6nce
kan ornekleri +4°C’de biriktirilerek saklandi. DNA 1izolasyonlar: belirli araliklarla gruplar

halinde gerceklestirildi.
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5.2. YONTEM

5.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Tekrarlayan gebelik kayiplar1 ile GM-CSF gen bolgesi olast mutasyon ve
polimorfizmlerini bulmay1 amacgladigimiz calismamiz i¢in EDTA’ll tiiplere 2 ml kan
ornekleri alindi ve bu orneklerden DNA izole edildi. DNA izolasyonu i¢in “Fermentas-
Genomic DNA Isolation Kit” K0512 DNA izolasyon kiti kullanildi.

DNA izolasyonu igin sirasi ile asagidaki iglemler yapildi.

1. EDTA’li tiiplerde bulunan kan 6rnekleri 2-3 saniye (sn) vortekslendi ve igerisinden
200 mikrolitre (ul) alinip ependorf tiiplere konuldu.

2. Ependorf tliplerde bulunan kan 6rneklerinin {izerine hiicre lizisinin gerceklesmesi ve
DNA’nin serbest kalmasi amaci ile 400 pl lizis soliisyonu ve 20 pl proteinaz K
enzimi eklendi ve pipetaj yapildi.

3. Tiipler 56°C de 10 dakika (dKk) inkiibasyona birakildi.

4. Inkiibasyon siiresi sona eren tiiplere 200 ul %95°lik etil alkol (EtOH) eklendi ve
karisim filtreli kolon tiiplere aktarildi. Filtreli kolon tiiplerde bulunan karigim iyice
karistirildi ve 8 000 rpm de 1 dk santrifiij edildi.

5. Santrifiij sonras1 kolon tiiplerde biriken sivi uzaklastirildi. Filtreli tlipler yeni kolon
tiiplere yerlestirildi ve tizerine 500 pl wash buffer 1 eklenip 10 000 rpm de 1 dk
santrifiij edildi.

6. Kolon tiipte biriken sivi tekrar uzaklastirildi ve filtreli tiipiin altina yerlestirildi.
Filtreli tiiplere 500 ul wash buffer II eklenip 13 000 rpm de 3 dk santrifiij edildi.

7. Yikama isleminden sonra kolon tiipte biriken sivi uzaklastirildi ve higbir ekleme
yapmadan 13 000 rpm de 1 dk santrifiij edildi.

8. Kolon tiiplin uzaklastirilmasindan sonra filtreli tiip temiz bir ependorf tiipiin iizerine
yerlestirildi ve iizerine 100 pl elution buffer eklendi. Bu karigim 1000 rpm de 1 dk
santrifiij edildi.

9. Ependorf tiipte biriken filtrat artitk saf DNA igermektedir. Elde edilen bu DNA

ornekleri PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) islemine kadar -20°C de sakland.
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5.2.2. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

5.2.2.1. GM-CSF Primer Dizayni

GM-CSF geninin baz dizileri incelenerek amplifikasyonu i¢in uygun primer bolgeleri

belirlendi. Dizi tizerindeki primer bolgeleri Sekil 1°de gosterilmistir.

>chromosome :GRCh37:5:131408883:131412459:1

TGCTGGATGTGCACATGGTGGTCATTCCCTCTGCTCACAGGGGCAGGGGTCCCCCCTTAC

TGGACTGAGGTTGCCCCCTGCTCCAGGTCCTGGGTGGGAGCCCATGTGAACTGTCAGTGG

GGCAGGTCTGTGAGAGCTCCCCTCACACTCAAGTCTCTCACAGTGGCCAGAGAAGAGGAA

GGCTGGAGTCAGAATGAGGCACCAGGGCGGGCATAGCCTGCCCAAAGGCCCCTGGGATTA

CAGGCAGGATGGGGAGCCCTATCTAAGTGTCTCCCACGCCCCACCCCAGCCATTCCAGGC

CAGGAAGTCCAAACTGTGCCCCTCAGAGGGAGGGGGCAGCCTCAGGCCCATTCAGACTGC

CCAGGGAGGGCTGGAGAGCCCTCAGGAAGGCGGGTGGGTGGGCTGTCGGTTCTTGGARAAG

GTTCATTAATGAAAACCCCCAAGCCTGACCACCTAGGGAAAAGGCTCACCGITCCCATGT

GTGGCTGATAAGGGCCAGGAGATTCCACAGTTCAGGTAGTTCCCCCGCCTCCCTGGCATT

TTGTGGTCACCATTAATCATTTCCTCTGTGTATTTAAGAGCTCTTTTGCCAGTGAGCCCA

GTACACAGAGAGAAAGGCTAAAGTTCTCTGGAGGATGTGGCTGCAGAGCCTGCTGCTCTT

GGGCACTGTGGCCTGCAGCATCTCTGCACCCGCCCGCTCGCCCAGCCCCAGCACGCAGCC

CTGGGAGCATGTGAATGCCATCCAGGAGGCCCGGCGTCTCCTGAACCTGAGTAGAGACAC

TGCTGCTGAGATGGTAAGTGAGAGAATGTGGGCCTGTGCCTAGGCCACCCAGCTGGCCCC

TGACTGGCCACGCCTGTCAGCTTGATAACATGACATTTTCCTTTTCTACAGAATGAAACA

GTAGAAGTCATCTCAGAAATGTTTGACCTCCAGGTAAGATGCTTCTCTCTGACATAGCTT

TCCAGAAGCCCCTGCCCTGGGGTGGAGGTGGGGACTCCATTTTAGATGGCACCACACAGG

GTTGTCCACTTTCTCTCCAGTCAGCTGGCTGCAGGAGGAGGGGGTAGCAACTGGGTGCTC
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AAGAGGCTGCTGGCCGTGCCCCTATGGCAGTCACATGAGLECCITTATCACCTCACCEEC
CATGGGCAGACCTAGCATTCAATGGCCAGGAGTCACCAGGGGACAGGTGGTARAGTGGGG
GTCACTTCATGAGACAGGAGCTGTGGGTTTGGGGCGCTCACTGTGCCCCGAGACCAAGTC
CTGTTGAGACAGTGCTGACTACAGAGAGGCACAGAGGGGTTTCAGGAACAACCCTTGCCC
acccaceaceTccaceTGAacecccaccecccTercccTcAATGAT I
B CCCTARGGCTGGGCTCCTCTCCAGGTGCCGCTGAGGGTGGCCTGGGCGGGGCAG
[ TGAGAAGGGCAGGTTCGTGCCTGCCATGGACAGGGCAGGGTCTATGACTGGACCCAGCCT
GTGCCCCTCCCAAGCCCTACTCCTGGGGGCTGGGGGCAGCAGCAAAAAGGAGTGGTGGAG
AGTTCTTGTACCACTGTGGGCACTTGGCCACTGCTCACCGACGAACGACATTTTCCACAG
GAGCCGACCTGCCTACAGACCCGCCTGGAGCTGTACAAGCAGGGCCTGCGGGGCAGCCTC
ACCAAGCTCAAGGGCCCCTTGACCATGATGGCCAGCCACTACAAGCAGCACTGCCCTCCA
ACCCCGGTGAGTGCCTACGGCAGGGCCTCCAGCAGGAATGTCTTAATCTAGGGGGTGGGG
TCGACATGGGGAGAGATCTATGGCTGTGGCTGTTCAGGACCCCAGGGGGTTTCTGTGCCA
ACAGTTATGTAATGATTAGCCCTCCAGAGAGGAGGCAGACAGCCCATTTCATCCCAAGGA]
GTCAGAGCCACAGAGCGCTGAAGCCCACAGTGCTCCCCAGCAGGAGCTGCTCCTATCCTG
GTCATTATTGTCATTATGGT T -~ » CCCAAGGAAACTTGG
GGCCTGCCCAAGGCCCAGAGGAAGTGCCCAGGCCCAAGTGCCACCTTCTGGCAGGACTTT
CCTCTGGCCCCACATGGGGTGCTTGAATTGCAGAGGATCAAGGAAGGGAGGCTACTTGGA
ATGGACAAGGACCTCAGGCACTCCTTCCTGCGGGAAGGGAGCAAAGTTTGTGGCCTTGAC
TCCACTCCTTCTGGGTGCCCAGAGACGACCTCAGCCCAGCTGCCCTGCTCTGCCCTGGGA
CCAAAAAGGCAGGCGTTTGACTGCCCAGAAGGCCAACCTCAGGCTGGCACTTAAGTCAGG
CCCTTGACTCTGGCTGCCACTGGCAGAGCTATGCACTCCTTGGGGAACACGTGGGTGGCA
GCAGCGTCACCTGACCCAGGTCAGTGGGTGTGTCCTGGAGTGGGCCTCCTGGCCTCTGAG
TTCTAAGAGGCAGTAGACH ARG CCCIGEN C CCCCACGTTACCCACTTGCCT
G[GACTCAAGTGTTTTTTATTTTTCTTTTTTTAAAGGAAACTTCCTGTGCAACCCAGATTA

TCACCTTTGAAAGTTTCAAAGAGAACCTGAAGGACTTTCTGCTTGTCATCCCCTTTGACT
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GCTGGGAGCCAGTCCAGGAGTGAGACCGGCCAGATGAGGCTGGCCAAGCCGGGGAGCTGC
TCTCTCATGAAACAAGAGCTAGAAACTCAGGATGGTCATCTTGGAGGGACCAAGGGGTGG
GCCACAGCCATGGTGGGAGTGGCCTGGACCTGCCCTGGGCCACACTGACCCTGATACAGG
CATGGCAGAAGAATGGGAATATTTTATACTGACAGAAATCAGTAATATTTATATATTTAT
ATTTTTAAAATATTTATTTATTTATTTATTTAAGTTCATATTCCATATTTATTCAAGATG
TTTTACCGTAATAATTATTATTAAAAATATGCTTCTACTTGTCCAGTGTTCTAGTTTGTT
TTTAACCATGAGCAAATGCCAGTGGTGCCTGCCTTCCCATGAGGCAGGGGAGGGAGGAAA
CGGGGAGGTGGAGAGGGGGCGGGGGCCTCCCAGGCGTTGGGCA] CTATCCAAGGGCCAACA
CTGTCAGAGCAGAGGGGAGGTGAGAGCCGC NN A AGEE - . C
GGGCTTCCCGGGATGCTCCAGGGCTCCCACCCCAGAGAATGGCTCTCAAGTTCACCTGGA
AGTCCAAGTGACCAGCCCAGGGAACTCTTATCCCAGAGAAGGGCACCACCCTTCCTGGGG
AGGCCTGGGGGTTGGCTGGTCACTGGCTGAACAGGCCCACTCTGGCATCAGGCAAAACAC
CTGCCCTGTAGAGGCCTTGGCCCCTGTGCCCCACGCCCTGCCCCTCACACTCTGAGATTT
AACCATTCCGAAAGTAAACAGCAAAATAGACTAACTGTTCAGGGGAAAAGAAACCAAACC
ACAGGGGTCACAGTGCAGCGTATTTACCAAACTTGCCCCAAAATGGGTGATCTTAATCTC

TGAGAGTCAGAATGTAAGGTCATAATTTGTTGGTACA

Sekil 1: GM-CSF Genine Ait Baz Dizileri Ve Uygun Primer Bolgeleri

4 ekzonu bulunan bulunan GM-CSF geni i¢in 3 adet primer tasarlandi. 1. ve 2. ekzon
icin tek bir primer 3. ve 4. ekzonlar i¢in ise ayr1 ayr1 primerler dizayn edildi ve her biri
blast edildi. Primer tasarimi i¢in PrimerPlex 2, Premier Biosoft International programi

kulanildi. Primerler Tablo 1-3°de gosterilmistir.
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Ekzon 1 ve 2 Sekans
Forward Primer Dizisi GTTCCCATGTGTGGCTGATA
Reverse Primer Dizisi CCGCTCAGCTGATAAAGGAG
Baz Uzunlugu 669 be

Tablo 1: Ekzon 1ve 2’ye Ait Primer Dizi Bilgileri

Ekzon 3 Sekans

Forward Primer Dizisi GGGGTGAGAGTCACCTCCTT
Reverse Primer Dizisi CCCTCACCTCTGACCTCATT
Baz Uzunlugu 655 be

Tablo 2: Ekzon 3’e Ait Primer Dizi Bilgileri

Ekzon 4 Sekans

Forward Primer Dizisi AAACATGCTGGTGCTTCCTT
Reverse Primer Dizisi CAGAATTCCGCACCTATGC
Baz Uzunlugu 691 be

Tablo 3: Ekzon 4’e Ait Primer Dizi Bilgileri
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5.2.2.2. PZR Programlama

Primerlerin kalip DNA’ya yapistig1 sicaklik (Tm=Annealing Temperature) ve primer
uzunluklar1 dikkate almarak tiim primerler i¢in tek bir PZR programi olusturuldu.

Hazirlanan PZR programi Tablo 4‘de gosterilmistir.

Program Gruplarn Sicaklik Siire Dongii Sayisi
1 95°C 2 dk 1
95°C 18 sn
2 58°C 40 sn 35
72°C 60 sn
3 72°C 5 dk 1
4 4°C o0 1

Tablo 4: Tiim Primerler I¢in Olusturulan PZR Protokolii

5.2.2.3. PZR Uriiniiniin Hazirlanmasi

Liyofilize olarak temin edilen primerler ¢alismanin yapilacagi zamana kadar -20
santigrat derece (°C)’de saklandi. PZR ¢alismasi i¢in dizayn edilen 3 adet primer etiket
bilgilerinde belirtilen optik densitite (O.D) konsantrasyonlarina gore distile su (dH,0) ile
diliie edildi. Her bir primere eklenmesi gereken dH,O miktari, O.D degerinin 10 ile
carpilmasi sonucu bulundu. Bu sekilde her primer igin 100 pikomol (pmol) stok primer
elde edildi ve her biri 10 pmol olacak sekilde aliquotlanarak PZR islemine kadar -20 °C’de
saklandi.

Reaksiyon hazirlanmadan Once reaksiyon bilesenleri tek tek incelenerek, stok
kontaminasyonun Onlenmesi amaciyla giinlik kullanimlara uygun ve herbiri 10 pmol
olacak sekilde steril mikrosantrifiij tiiplerine paylastirildi. Giinliik stoklar hazirlandiktan
sonra miimkiin oldugu kadar steril sartlarda ve buz iizerinde, en son enzim ilave edilecek
sekilde PZR reaksiyonu hazirlandi. PZR ig¢in Nanohelix, HelixAmp™ T5000N Kiti
kullanildi. GM-CSF geninin amplifikasyonu igin hazirlanan PZR reaksiyonu bilesenleri

Tablo 5’de verilmistir.
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Kullanilan materyal Miktar

DNA 3ul
Primer Forward 1 ul
Primer Reverse 1 pl
dNTP 1 pl
Tune-up soliisyonu 5 ul
Helix reaction buffer 5 ul
Tag polimeraz
(HelixAMP Tag Cat No T5000N) 03 ul
dH,0 13,7 ul
Toplam 30 pl

Tablo 5: GM-CSF Geninin Amplifikasyonu igin Hazirlanan PZR Reaksiyonu Bilesenleri

0.5 mI’lik mikrosantrifiyj tiipiinde bu sekilde hazirlanan reaksiyon karigimi daha 6nce
programlanmis olan PZR cihazinin (Applied Biosystems® GeneAmp® PCR System 9700,

Amerika) 6rnek bloguna yerlestirilerek cihaz ¢alistirilda.

5.2.3. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi Ile Goriintiilenmesi

PZR fiirlinlerinin goriintiilenmesi amaciyla agaroz jel elektroforez caligmas: yapildi.
Bu amagla hassas terazide tartilan 2 gram agaroz (Prona Biomax Agarose) bir erlene
konuldu ve tizerine 150 ml Tris-Borik Asit-EDTA 1X (TBE) soliisyonu eklendi. Karisim
hafifce kanistirildiktan sonra agaroz tamamen eriyene kadar maksimum derecede
mikrodalgada kaynatildi. Cozelti 50-60°C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine 10 ul
etidyum bromiir (EtBr) eklendi ve kabarcik olusmamasina dikkat ederek karistirildi.
Elektroforez tankina (Thermo EC Midicell PRIMO EC330, Amerika) jel tarag: dikkatli bir
sekilde yerlestirildikten sonra hazirlanan ¢ozelti hava kabarci@i olusmayacak sekilde
dokiildi ve sogumaya birakildi. Jel tamamen donduktan sonra kuyucuklarin
bozulmamasina dikkat ederek elektroforez tankindan ¢ikarildi ve TBE 1X soliisyonu

bulunan tanka birakildi. Jeldeki ilk kuyucuga 6rnek DNA boyutlarinin kontrolii amaci ile 2

29



ul 100 baz ¢ift (b¢) DNA standarti (ladder) yiiklendi. Daha sonra 2 pl yiikleme boyasi
(loading dye) ile birlikte 5 pul PZR iirlinii karistirilarak diger kuyucuklara yiiklendi ve 150
volt akimda 15 dk siireyle elektroforetik ayirima tabi tutuldu. Elektroforez isleminin
tamamlanmasindan sonra jel, goriintiileme sisteminde (Vilber Lourmat, Fransa)
incelenerek DNA bantlarinin varligini kayit altina almak amaci ile profillerin fotograflari

c¢ekildi. Her calismada bir pozitif ve bir negatif kontrol kullanildi.

5.2.4. PZR Uriiniiniin Purifikasyonu

PZR iiriiniiniin purifikasyonu i¢in ExoSAP-IT PCR Clean Up (USB Products
Affymetrix, P/N: 78200) protokolii uygulandi. Bu amagla 5 pl PZR firtinii 2 ul EXOSAP-IT
ile karistirildi. Karigim 37°C’de 15 dk ve 80°C’de 15 dk olmak iizere PZR cihazinda
inkiibe edildi.

5.2.5. Sekans PZR Protokolii (Big Dye)
Sekans PZR islemi i¢in Sanger-Coulson zincir sonlama ydntemi ve Applied

Biosystem -BigDye® Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit’i kullanildi. Her bir 6rnek i¢in

hazirlanan reaksiyon bilesenleri sirasi ile Tablo 6’da verilmistir.

Kullanilan materyal Kullanmilan Miktar
dH,0O 8,5 ul
5X buffer 6 ul
sequencing mix 2 ul
forward primer 0,75 ul
ptrifiye PZR iirtinti 2,75 ul

Tablo 6: Sekans PZR Protokolii Reaksiyon Bilesenleri

Hazirlanan bu bilesim PZR cihazinda Tablo 7‘de gdsterilen program ile calisildi.

Bundan sonra sodyum asetat piirifikasyonuna kadar 4°C’ de bekletildi.
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Program Gruplan Sicaklik Siire Dongii Sayisi
1 96°C 1dk 1
96°C Ssn
2 50.0 40 sn 25
60°C 4 dk
3 4°C 2 dk 1
4 4°C 0 1

Tablo 7: Sekans PZR Protokolii

5.2.6. Sodyum Asetat Piirifikasyonu

Sekans PZR uygulamasinin ardindan gergeklestirilen sodyum asetat purifikasyonu

asagidaki sekilde yapildi.

1. Sekans PZR {iriinii iizerine 2 ul (3 mM, pH:4,6) sodyum asetat (NaOAc) eklendi.

2. Uzerine 50 pl % 95°lik EtOH eklendi ve karisim 1,5 ml’lik eppendorf tiipe

aktarilarak hafifce karistirildi.

15 dk buz iizerinde yapilan inkiibasyonun hemen ardindan 13.000 rpm’de 20 dk
santrifiij edildi.

. Cekilen siipernatant atild1 ve {izerine 250 ul %70’lik EtOH eklendi. Tekrar hafifce
karigtirildi.

. 5dk 13.000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant tekrar atild.

. DNA igerigi oda sicakliginda kurumaya birakildi.

Liyofilize hale gelen DNA’lar iizerine 20 ul formamid (Amresco, Formamide,
Deionized) eklendi ve 3 sn. vortekslendi.

. Denatiirasyon islemi i¢in 95 °C’de 5 dk bekletildi.

. Buz tizerinde 2 dk bekletildikten sonra 6rnekler sekans cihazina yiiklenmek tizere

hazirlandi.

5.2.7. Sekans Analizi

Ornekler ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer sekans cihazina yiiklenmek iizere her

birinde 20 ul alinarak tizerine 5 pl dH,O eklendi. Sekans cihazi ile hedef bolgeler okunarak
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dizi iizerindeki degisiklikler degerlendirildi. Degerlendirmede Mutation Surveyor DNA

Varyant Analysis Software dizi analiz programi kullanildu.
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6. BULGULAR

6.1. PZR URUNLERININ AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ BULGULARI

PZR amplifikasyonu sonrasinda elde edilen iiriinler 100 b¢’lik ladder ve her ekzon
i¢in birer pozitif ve negatif kontrol kullanilarak agaroz jel elektroforezi yontemi ile kontrol
edildi. GM-CSF geninin 3 ayr1 ekzonuna ait DNA varligim1 gosteren agaroz jel

elektroforez goriintiisii Sekil 2°de gosterilmistir.

gmcsf1 gmcsf2 gmecesf3
/ \. pznk ] \  pz nk

— — — — -t — W— S St S— —— V—— 4

ladder

Sekil 2: Agaroz Jel elektroforezi sonrasinda GM-CSF geninin 3 ayri ekzonuna ait

DNA varligin1 gésteren goriintii.
PZR amplifikasyonu ile edilen {iriinler agaroz jel elektroforez yontemi ile

kontrol edildikten sonra piirifikasyon islemlerinden gegirilerek sekanslama islemi i¢in

hazirlandi.
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6.2. SEKANS ANALIZ BULGULARI

Agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilen PZR firiinleri sekans cihazi (ABI_ PRISM®
3100 Genetic Analyzer, Amerika) ile sekans analizleri yapildi ve grafik ¢iktilari elde edildi.
Her bir polimorfizm veya degisiklige ait grafikler Sekil 3-12°de gdsterilmistir.

1890 1895 1300 180
t t g t c a t t a t g g t t a a t g a
G T C A T A T G G T T A A G A
G T C A A G G T A A G A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 7210 7Z20 T230 7240 7250 V260 V2ZF0 7280 7290 V300 V310 7320 F330 T340 V350 7380 TAV0 7380 T

_______________________________________________________________________________________________________________________________

T T T T T T T £ T T T T T T T T T T T
0 720 T7Z20 7230 T.240 7250 T80 TY2V0 7230 V.20 TY.300 7310 V320 7330 7340 7350 7380 TV3T0 V380 T

Sekil 3: 1896 T > C intron polimorfizmi rs743564 icin sekans grafigi. Alel frekanslart %78
T % 22 C. Polimorfizm hem kontol grubunda hem hastalarda siklikta tespit edilmistir ve

patojenik bir polimorfizm olduguna dair bulgu elde edilememistir.
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2575 2580 2585 2580

-

40 3.050 3.080 3.070 3.080 3.0%0 3100 310 3120 3130 3140 3150 3160 3470 3180 3190 3200 3210 32:

ty{0-100):95

[ R

'
'
'

L
]
'

-
'
T

T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 3.050 3.060 3.070 3.080 3.080 3100 3110 3120 3130 3140 3150 3160 3AF0 3180 3180 3200 3210 322

bi—-> Quality(0-100): 14

3130 3140 3150 3160 34F0 3180 3180 3200 3210 322

Sekil 4: 2584 C>G het / ¢.489 C>G ekzon 4 heterozigot kodlanmamis bolge polimorfizmi
icin sekans grafigi. Polimorfizmin literatiirde bildirimi yok ve kodlanmamis bdolge
degisimidir. Alel frekanslar1 bildirilmemistir. Polimorfizm sadece kontrol grubunda tespit

edilmistir.
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C T C T T T T G C C A G T G A G C C C A G

c T c T T T T G C c A G T C A G C c C A G
*

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2080 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2180 2170 2180 2180 2200 2210 2220 2230 2240 2250 2280 2270 2280 22

T T T T T T T T T T T
2140 2150 2160 2170 2200 2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 22

T T T
0 2080 2100 2110 21200 2130

F-1_H09_08_Fast3eq50_POP7_Z.abi—>

| e
'
'
'

' '

' ' '

[ el b T & l
'

' . '

T T T

o \_

T T T T T T .. T I
2100 210 2120 2130 2140 2450 2180 ZAT0 2180 2150 2200 2210 2220

Z.ZISD 2.2|4D 2.2|E-D Z.ZIGU 2.2I?'D Z.ZIBEI 22
Sekil 5: 493 G>C heterezigot intronik polimorfizm sekans grafigi. Polimorfizmin

literatiirde bildirimi yok ve alel frekanslari bildirilmemistir. 2 hastada tespit edilmistir.
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2605 2610 2615 2620 2825

g a a a c a a g a g c t a g a a a c
T C T G A A A C A A G A G c T A G A A A C
T C A T G A A A C A A G A G C T A G A A A C

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 3140 3150 3160 3470 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240 3250 3260 3270 3280 3250 3300 3310 3320 3330 3340 3.3E

(0-100):92

fmey] e y T T U u u u f ¥ u u y t u u u u T
0 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 3.220 3230 3240 3250 3260 3270 3280 3.2B0 3300 330 3320 3330 3340 335

Sekil 6: 2614 A > G, c. 519 A>G heterozigot ekzon 4 kodlanmayan bdlge polimorfizmi
sekans grafigi. Polimorfizmin literatiirde bildirimi yok ve alel frekanslar1 bildirilmemistir.

2 hastada tespit edilmistir. Protein seviyesine etkileri incelenebilir.
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2 -

} 1820 1530 1940 1850 1860 1970 1880 1.9%0 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2.080

Sekil 7: 2477 T>C / p. 1117T Homozigot Ekzon 4 rs25882 sekans grafigi. Alel frekanslart:
%63 T %37 C. Polimorfizm hem kontol grubunda hem hastalarda hem de calisilmis
toplumlarda siklikta tespit edilmistir ve amino asit degisime sebep olsa da diisiik ile
iliskilendirilememistir.  Birgok diger hastalikla iligkilendirmek igin  ¢aligmalar

yapilmaktadir.
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-

30 3.340 3350 3.380 3370 3380 3.3590 3400 3410 23420 3 430 3.440 3.

(0-100):5

S ) A .

30 3.340 3.350 3.360 3.370 3.380 3.390 3.400 3.410 3.420 3.430 3.440 3.
sekans grafgi. Polimorfizmin literatiirde bildirimi yok ve alel frekanslar1 bildirilmemistir.

Sekil 8: 609A>G(S26G) homozigot ekzon 1, amino asit degisimine yol agan polimorfizm

2 hastada tespit edilmistir. Daha ¢ok hastada ¢alisilmasi onerilir.
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609A>G(S26G) heterozigot ekzon 1, amino asit degisimine yol agan polimorfizm

3.310 3.320 3.330 3.340 3.350 3.360 3.370 3.380 3.390 3.400 3.410 3.420 3.430 3.440 3.450 3.4
sekans grafigi. Polimorfizmin literatiirde bildirimi yok ve alel frekanslar1 bildirilmemistir.

6 hastada tespit edilmistir. Daha ¢ok hastada ¢alisilmasi 6nerilir.

Sekil 9
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3st5eq50_POP7_Z.abi-—> Quality(0-100):8

f
1.900 1.910

ALY,

F
1.800 1820

s
\ t i i t . t T t
1.780 1.790 1.810 1.830 1.840 1.850 1.860 1.870 1.880 1.890

Sekil 10: 2464 T>G/ p.C113G heterozigot degisimi sekans grafigi. Amino asit degisimine
yol agan 4.ekzon degisikligi. Polimorfizmin literatiirde bildirimi yok ve alel frekanslari
bildirilmemis. 3 hastada tespit edilmistir. Amino asit degisimine yol a¢tigi igin gen

ifadesine etkisi ¢alisilabilir.
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Sekil 11: 2227 G>A/ ¢.634 G>A ekzon 4 kodlanmayan bolge heterozigot polimorfizmi
sekans grafigi. Polimorfizmin literatiirde bildirimi yok ve alel frekanslari bildirilmemis. 1
hastada tespit edilmistir. Kodlanmayan bolgede olsa da protein seviyesine etki ihtimali

bulunuyor.
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Sekil 12: 1697G>C rs743677 heterozigot intron polimorfizmi sekans grafigi. Alel
frekanslari: %92,1 G % 7,9 C Sadece 1 kontrolde tespit edilmistir.

Buna gore: 1896 T > C intron polimorfizmi Sekil 3’de, 2584 C>G het / ¢.489 C>G
ekzon 4 heterozigot polimorfizmi Sekil 4’de, 493 G>C heterezigot intronik polimorfizmi
Sekil 5°de, 2614 A > G, c. 519 A>G heterozigot ekzon 4 polimorfizmi Sekil 6’da, 2477
T>C / p. 1117T homozigot ekzon 4 polimorfizmi Sekil 7’de, 609A>G(S26G) homozigot
ekzon 1 polimorfizmi Sekil 8’de, 609A>G(S26G) heterozigot ekzon 1 polimorfizmi Sekil
9°da, 2464 T>G/ p.C113G heterozigot ekzon 4 polimorfizmi Sekil 10°da, 2227 G>A/ ¢.634
G>A ekzon 4 polimorfizmi Sekil 11°de ve 1697G>C heterozigot intron 3 polimorfizmi
Sekil 12°de gosterilmistir.

Sonuglar degerlendirildiginde tespit edilen varyasyonlar ve mutasyonlar Tablo 8‘de

gosterilmistir.
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KROMOZOMAL EKZON / GENEL CALISMA KONTROL
SNP SNP ID YERLESIM iNTRON PATOJENIK |POPULASYON | GRUBU (48) | GRUBU (31)
(UCSC) FREKANSI FREKANSI | FREKANSI
1572dupG X X X X X 1 0
493G>C HET X chr5:131409476 intron X 2 0
549C>T HET X X X X X 1 0
559 T>C HET X X X X X 1 0
585G>A HET X X X X X 1 0
1117T HET rs25882 chr5:131411460 exon 4 iliskilendirilmemis | % 63 T % 37 C 5 4
1117T HOM rs25882 chr5:131411460 exon 4 iliskilendirilmemis | % 63 T % 37 C 1 1
609A>G(S26G) X chr5:131409592 exon 1 X X 5 0
HET
1896T>C HOM rs743564 chr5:131410879 intron 3 iliskilendirilmemis | % 78 T %22 C 22 (%45) 10 (%32)
2464T>G HET X chr5:131411447 exon 4 X X 1 0
c.634 G>A HET X chr5:131411710 exon 4/ X X 1 0
untranslated
2584 C>G HET X chr5:131411567 | exon4/ arastirilmali X 0 6
c.489 untranslated
0,
1697G>C HET rs743677 chr5:131410680 intron 3 iliskilendirilmemis 30972’913 0 1
979C>T X X intron X X 1 0
2464 T>G/ p.C113G X X exon 4 X X 3 0
2614 A>G/ ¢. 519 X chr5:131411597 | ©Xon4/ X X 2 0

A>G HET

untranslated

Tablo 8: Tespit Edilen Polimorfizmlerin, SNP ID, Kromozomal ve Ekzon/intron Yerlesimlerinin, Genel Popiilasyon, Calisma ve
Kontrol Grubu Frekanslarin1 Gosteren Tablo.
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Besinci kromozomun q21-32 bolgesine lokalize edilmis olan GM-CSF geninin 4
ekzonu dizi analizi yontemi ile degerlendirilmistir. Sekans analizleri (ABI_PRISM® 3100
Genetic Analyzer, Amerika) ile yapilmis ve sekans ¢iktilart elde edilmistir. Elde edilen
sekans c¢iktilar1 “Mutation Surveyor V4.0.8 (Soft Genetics, LLC, USA) yazilimi
kullanilarak ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Sonuglar ayrica tablo 8’de Gzetlenmistir. Tespit
edilen polimorfizmlerin ¢alisma ve kontrol gruplarindaki dagilimlar1 ve allel sikliklar
karsilastirilmis ve analiz edilmislerdir. Bulgularin istatistiksel degerlendirmesinde “Binary
Logistic Regresyon Analizi” yapilmistir. Sonuglar windows altinda ¢alisan MINITAB
yazilimi kullanilarak analiz edilmis ve P degeri 0.05 olarak belirlenmistir. Buna gore
calisma ve kontrol gruplarinda toplam 18 adet SNP veya mutasyon tespit edilmistir.
Bunlarin bazilarmna ait DNA dizi analiz ¢iktilari ve aciklamalar1 Sekil 3-12°de
gosterilmistir.

Tespit edilen polimorfizmler degerlendirildiginde: 1896 T>C intron polimorfizmi
hem kontrol hemde hasta grubunda tespit edilmistir. Heriki grup arasinda siklik
bakimindan istatistiksel bir fark gosterilmemis (P>0.05) ve patojenik bir polimorfizm
olduguna dair bir bulgu elde edilmemistir.

2584 C>G heterozigot c489 polimorfizmi 4. ekzonda kodlanmamis bolge degisimi
niteligindedir. Bu polimorfizmin literatiirde bildirimi bulunmayip sadece kontrol grubunda
tespit edilmistir. Bu degisimin varligi disiiklerin olusmasi ile ilgili olarak anlamh
bulunmamastir (P>0.05).

493 G>C heterozigot intronik polimorfizmide daha 6nceden literatiirde bildirilmemis
olup hasta grubunda 2 ayri olguda tespit edilmistir. Istatistiksel olarak anlaml
bulunmamaistir (P>0.05).

2614 A>G, c519A>G heterozigot degisimi 4. ekzonda kodlanmayan bdlge
polimorfizmidir. Literatiirde bildirilmemistir. Calisma grubuna ait 2 hastada tespit edilmis
olup buna ait protein ekspresyonu incelenmelidir. Istatistiksel olarak anlaml
bulunmamustir (P>0.05).

2477 T>C /p. I117T homozigot rs25882 degisimi 4. ekzonda tespit edilmis olup hem
hasta hemde kontrol grubu olgularda yiiksek oranda mevcut oldugu gézlenmistir. Bununla
birlikte bu degisim her iki gruptada benzer siklikta gézlenmis ve bu nedenle diisiiklerle

ilisiklendirilmemistir (P>0.05).
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609 A>G (S26G) homozigot degisimi 1. ekzon icinde tespit edilmis bir degisim olup
aminoasit degisikligine neden olmamaktadir. Literatiirde bildirilmemekle birlikte bu
degisim calisma grubundan 2 ayr1 hastada tespit edilmis, kontrol grubunda gozlenmemistir,
bununla birlikte istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0.05).

609 A>G (S26G) heterozigot degisimi ise toplam 6 hastada tespit edilirken kontrol
grubunun higbir iiyesinde gézlenmemistir. Istatistiksel olarak anlam ifade etmektle birlikte
kontrol grubunda pozitif obje bulunmamasi nedeniyle Binary Logistic Regresyon Analizi
sonucu anlamli bulunmamistir (P>0.05), bununla birlikte vaka sayisinin arttirilmast bu
degisimin gebelik kayiplariyla iligkisini daha net ortaya koyacaktir.

2464 T>G/ p.C113G heterozigot degisimi amino asit degisikligine yol agan ve 4.
ekzonda lokalize bir polimorfizmdir. Literatiirde heniiz bildirilmemis olan bu degisiklik 3
adet hastada tespit edilmis olup kontrol grubunda hi¢bir olguda gézlenmemistir (P>0.05).

2227 G>A/ ¢.634 G>A ekzon 4 kodlanmayan bolge heterozigot degisimi tek hastada
gbézlenmis olmasina ragmen (P>0.05) protein seviyesinde etki goOstermesi ihtimali
mevcuttur.

1697G>C rs743677 heterozigot intron polimorfizmi hasta grubunda hig
gozlenmezken kontrol grubunda sadece 1 vakada gézlenmistir (P>0.05).

Tiim polimorfizmlerin dagilimlarina bakilacak olursa toplam degisim miktar1 hasta
grubu icin 47 iken kontrol grubunda 22 adet olarak tespit edilmistir. Bu cercevede
kiyaslama yapildiginda heriki grup arasinda oldukga kuvvetli bir istatistiksel farklilik
dikkati ¢cekmektedir (P<0.05). Buradan hareketle GM-CSF genine ait degisiklikler tek tek
degerlendirilmeksizin yani varyasyonun cinsine bagli olmaksizin genel polimorfizm

artiglarin diisiiklerin ortaya ¢ikmasinda etiyolojik rol oynadigi diisiiniilebilir (P<0.05).
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7. TARTISMA

Diisiiklerin etiyolojisinde kromozomal ve trombofili ile ilgili sebepler kanita dayali
tip ¢ercevesinde kanitlanmis olarak yer almaktadir (4). Diisiik yapan hastalarda sebepleri
ortaya koymak Tlizere belirli algoritmalar ¢ercevesinde kromozomal analizlerin yani sira
trombofili gen analizleri enfeksiyon ajanlarina ait analizler (TORCH vb.) yapilmaktadir
(9). Tim bu arastirmalarin sonucunda sebebin anlasilamadigi olgularda alternatif tam
testleri iizerinde en ¢ok c¢alisilan konular arasinda yer almaktadir. Bu ¢ercevede plasental
fonksiyonlar iizerinde rolii olan sitokinlerden GM-CSF tarafimizdan arastirilmistir. GM-
CSF’in secilmesinin 6nemli nedeni diger sitokinlerden farkli olarak plasental olusum ve
vaskiilerizasyonu iizerinde en etkin sitokinlerden biri olmasidir. S6z konusu GM-CSF
genine ait ekzonlar dizi analizi yOntemiyle incelenmis, tespit edilen polimorfizm ve
patojenik  degisiklikler kontrol ve c¢alisma gruplart arasinda karsilastirarak
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonrasinda parametreler tek tek diisiiniildiiglinde bazi
degisimlerin anlaml farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir. Ozellikle 493 G>C degisimi,
609 A>G degisimi ve 1896 T>C degisimi her iki grupta farkli olarak dagilim gostermekte
ve distikler iizerine anlamli etki gosterebilecekleri diiglinlilmiistiir, ancak vaka sayilarinin
azlig1 ve bazilarinda kontrol grubunda pozitif olgu bulunmamasi nedeniyle Binary Logistic
Regresyon Analizi sonucu istatistiksel olarak anlamsiz bulunmuglardir. Tiim degisimler
heriki grup igin toplu olarak karsilastirildiklarinda iki grup arasinda farklilik tespit
edilmistir (P<0.05). Gen seviyesinde olan bu degisiklikler GM-CSF’in ekspresyonunu
etkileyerek diisliklere yol agmasi miimkiin olabilir. Tabiidir ki fetal kayiplar birden ¢ok
mekanizmadan kaynaklanmig ve birden ¢ok sebepten etkilenmis olabilir. Buna ragmen
kontrol grubunun hi¢ diisiik yapmamis ve herhangi bir tedavi destegi almadan saglikli
dogumlar gerceklestirmis olan kadinlar arasindan secilmis olmast GM-CSF calisma
grubunda saptadigimiz bu degisikliklerin diisiikklerden sorumlu olabilecegi hipotezini
desteklemektedir. Bir gebeligin miyada kadar ulasmasi ve saghkli dogum ile
neticelenebilmesi siirecine olumlu veya olumsuz olarak etki edebilen yiizlerce faktoriin
bulundugu diisiiniiliirse bu ¢esit ¢alismalarin etkinliginin ortaya konulmasi bazi zorluklar
beraberinde getirmektedir; Dogaldir ki ¢evresel faktorlerin, beslenme, sitres, toksik ajan
maruziyeti, enfeksiyon yada Ongdriilemeyen birgok faktoriin calismaya dahil edilen

olgularda standardize veya monitorize edilebilmesi miimkiin olmamaktadir. Bununla
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birlikte ¢alismaya dahil ettigimiz olgularin benzer yas dagiliminda olmalari, obstetrik
Oykiilerinde minimal 2 adet diisilk yapmis olmalari, s6z konusu diisiiklerin ilk trimester
icinde meydana gelmis olmalari, ayrica objelerin hi¢ birinde diisiigiin sebebini agiklayacak
sekonder bir faktoriin (trombofili mutasyonu, kromozomal diizensizlik vb) bulunmamasi
test parametremizi (GM-CSF genini) izole olarak test etmemizi miimkiin kilmistir. Diger
yandan genetik materyali test etmemiz sebebiyle kontrol grubumuz obstetrik Gykii
bakimindan belirlenen kriterlere (en az 2 adet spontan gebelik ve saglikli bebek dogumu,
hi¢ diisiik yapmamis olmasi vs..) uygun oldugu taktirde yas sinir1 arama zorunlulugumuzu
ortadan kaldirmigtir. Calismamiz oldukga iyi kurgulanmis olmakla birlikte bazi zayif
yonlerinin bulunduguda sdylenebilir: Bunlardan en Onemlisi g¢aligmaya dahil edilen
vakalarin sayisinin az olmasidir. Yine ayni sekilde kontrol grubuna ait vaka sayisida
arttirllmalidir. Bunlar baska bir calismanin konusu olabilir. Calismamiza ait diger bir zayif
nokta ise, ¢alismaya dahil edilen olgularin diisiik etiyolojisinde rol oynayabilecek
parametrelere ait bilgiler sadece anamnez olarak sorgulanmis, ancak olas1 bir gizli diyabet,
subklinik anemi veya hipotroidi vb etkenler test yapilarak ekarte edilememistir. Bununla
beraber test parametremizin kontrol edilebilir, Olgiilebilir, tekrar edilebilir olmasi ve
istatistiksel olarak analiz edilebilmesi ¢aligmamizin olumlu taraflarindandir. Diger yandan
GM-CSF ile ilgili olarak bazi hastaliklar ve kondisyonlara (6rn. sjogren sendromu vs.)
yonelik calismalar yapilmis olmakla birlikte gebelik kayiplarina etkisi {izerine yapilan
calisma oldukc¢a smirlidir. Bunlarin ¢ogunlugu hayvan deneyleri ile gerceklestirilmis olup
insan c¢alismalar1 heniiz bulunmamaktadir. Son zamanlarda GM-CSF mediatoriiniin
implantasyon fizyolojisi iizerine etkileri olduke¢a ilgi cekmis ve arastirilmis olmakla birlikte
insan erken donem gebelik kayiplari {izerine etkisi arastirilmamistir. Calismamiz bu
anlamda onemli bir konuyu ele almis olmakla birlikte net sonuglar ortaya koymak adina
heniiz yeterli degildir. Caligmaya dahil edilen vaka sayisinin arttirilmasi ve yanisira benzeri

baska c¢alismalarin yapilmasi konuya daha net agiklik getirecektir.
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8. SONUC

Ozellikle erken gebelik kayiplar1 basta olmak iizere diisiiklerin cok cesitli
faktorlerden kaynaklandigi bilinmektedir. Bu faktorler hastalarda arastirildiginda vakalarin
%30-40 kadarinda herhangi bir sebep ortaya konulamamaktadir. Bu gruba yonelik ¢ok
sayida arastirma ve ¢alisma yapilmis olup 6zellikle immiin sisteme yonelik faktorlerin yani
sira sitokinlerin etkileri {izerine ¢alismalar yapilmistir.

Tim degisimler heriki grup igin toplu olarak karsilagtirildiklarinda her iki grup
arasinda farklilik tespit edilmistir (P<0.05). Gen seviyesinde olan bu degisiklikler GM-
CSF’in ekspresyonunu etkileyerek diisiiklere yol agmasi miimkiin olabilir.

Calismamizda GM-CSF genine ait hasta ve kontrol gruplari arasinda mutasyon ve
polimorfizm yoniinden farklilik olup olmadig: ¢alisilmis ve 6zellikle 493 G>C, 609 A>G
ve 1896 T>C degisimleri her iki grupta farkli olarak dagilim gosterdikleri tespit edilmis ve
diisiikler iizerine anlamli etki gosterebilecekleri diistiniilmiistiir. Bununla birlikte vaka
sayilarinin azlig1 ve bazilarinda kontrol grubunda pozitif olgu bulunmamasi nedeniyle
Binary Logistic Regresyon Analizi sonucu anlamsiz bulunmuglar (P>0.05) ve istatiksel
farkliliklar ortaya konulamamustir.

Tiim bunlar goz Online alindiginda GM-CSF gen degisiklikleri ve diistikler
arasindaki iliskinin daha net ortaya koyulabilmesi i¢in vaka sayisinin artirilmasi ile birlikte

diger sitokinlerin eszamanli ¢alisilmasi ve karsilastirilmasi gerekli goriilmiistiir.
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