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1. OZETLER

1.1.  Tiirkce Ozet
Diyarbakir Bolgesindeki Kadinlarda HLA-E ve HLA-G gen Polimorfizmi ile

Aciklanamayan Tekrarlayan Spontan Diisiik (RSA) Arasindaki liski
Ogrencinin Adi ve Soyadi: Vardan ALNANEA
Damismani: Prof. Dr. Mahmut BALKAN
Ana Bilim Dal: T1bbi Biyoloji

Amag: Diyarbakir’ da Tekrarlayan gebelik kayp1 (TGK) yasayan hastalarda;
HLA-G (HLA-G*0105N, HLA-G*0103, HLA-G*0104) ve HLA-E (HLA-E*0101,

HLA-E*0103) allellerinin artan genetik riskleri agisindan arastirilmast amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastahaneleri Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Genetik Tan1 Laboratuvarina tekrarlayan
gebelik kayiplar tanist ile gelen ve 46,XX kromozom kurulusuna sahip hastalar
degerlendirilmistir. 100 bireyden olusan hasta ve 100 saglikli bireyden olusan kontrol
gruplarindan izole edilen DNA, PCR-RFLP teknikleri uygulanarak. HLA-E ve HLA-

G gen polimorfizm analizleri yapilmistir.

Bulgular: Calismamizda hasta ve kontrol arasinda HLA G*0105N, HLA-
G*0103, HLA-E*0103 gen polimorfizm acisindan istatistiksel bir fark saptanmadi
(p>0,05). Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda HLA-G*0104 ve HLA-E*0101
polimorfizmleri bakimindan yapilan analizler sonucu istatiksel olarak anlamli bir fark

saptand1 (p<0,05).

Sonug¢: Calismamizda elde edilen bilgilerin 151831Inda HLA-G0*104 ve HLA
E*0101 gen polimorfizmleri ile tekrarlayan gebelik kayiplar1 arasinda anlamli bir
korelasyon oldugu diisiiniilmektedir. Calismamizin mevcut literatiir bilgilerine gore
tilkemizde HLA-G ve HLA-A ile TGK arasindaki iliskiyi arastiran ilk ¢aligma olmasi

bakimindan 6nemlidir.

Anahtar Sozciikler: Diisiik, Tekrarlayan Gebelik Kaybi, HLA-E, HLA-G, RFLP.



1.2.  Abstract
Association between HLA-E and HLA-G gene polymorphism in unexplained

recurrent spontaneous abortion (RSA) women in Diyarbakir region
Student’ s Surname and Name: ALNANEA, Vardan
Adyviser of Thesis: Prof. Dr. Mahmut BALKAN
Department: Medical Biology

Aim: This study aimed to investigate the increased genetic risks of the HLA-
G (HLA-G*0105N, HLA-G*0103, HLA-G*0104) and HLA-E (HLA-E*0101, HLA-
E*0103) alleles in patients with recurrent spontaneous abortion (RSA) in Diyarbakir

region.

Material and Method: In this study, patients women who came to Dicle
University, Faculty of Medicine Hospital, Medical Biology Department, Genetic
Diagnosis Laboratory with a diagnosis of recurrent spontaneous abortion (RSA) and
had 46,XX karyotype were evaluated. PCR-RFLP techniques were used for DNA
isolated from patients and control groups. HLA-E and HLA-G gene polymorphism

analyses were performed.

Results: In our study, there was no statistical difference between the patient
and the control groups in terms of HLA G*0105N, HLA-G*0103, HLA-E*0103 gene
polymorphism (p>0,05). There was a statistically significant difference between the
patient and control groups in terms of HLA-G*0104 and HLA-E*0101 polymorphism
(p<0,05).

Conclusion: Through the results obtained in our study, it is considered that
there is a significant relationship between HLA-G0*104 ve HLA-E*0101 gene
polymorphisms and recurrent spontaneous abortion. This study is the first to investigate
the relationship between HLA-G and HLA-A and RSA in our country according to

current literature information.

Key Words: Abortion, Habitual, HLA-E, HLA-G, RFLP.



2. GIRIS VE AMAC

Infertilite, bir y1l boyunca korunmaksizin cinsel iliskiye ragmen gebeligin
gergeklesmemesi olarak tanimlanmaktadir. Hem erkeklerde hem de kadinlarda
goriilmekte ve iireme ¢agindaki ciftlerin %10-15ini etkilemektedir. Infertilite sorunu
bircok faktore baglidir. Yas, obezite, yapisal sorunlar, uterus fibroidleri, otoimmiin

bozukluklar, hormonlar ve enfeksiyon kadinlarda infertilitenin en 6nemli nedenleridir

(1).

Tekrarlayan gebelik kayb1 (TGK), genellikle gebeligin 20. haftasindan once
fetiistin kayb1 seklinde tireme ¢agindaki kadinlarin yaklasik %1-2” sinde ortaya ¢ikar
(1). Tekrarlayan gebelik kayiplarinin etiyolojisinde giincel olarak %15-20
antifosfolipid sendrom, %10-15 anatomik anomaliler, %5-15 hormonal ya da
metabolik problemler, %2-4 sitogenetik bozukluklar, %1-2 alloimmiin faktorler yer
almaktadir (2). Bununla birlikte, vakalarin en az yarisinda etyoloji
aydinlatilamamaktadir (3,4). Idiopatik infertilite olarak da adlandirilan bu kaynagi
bilinmeyen TGK’ de vakalar klinik olarak normal oldugundan ve patofizyolojisi

bilinmediginden biiyiik endise uyandirmaktadir (2) .

Immiinolojik bir bakis agisindan, fetiis yabanci bir grefti temsil eder. Bu
nedenle, semiallojenik fetiisiin maternal bagisiklik hiicreler tarafindan kabul

edilmesini garanti etmek i¢in immiinoregiilasyon esastir.

Ureme biyolojisinde; maternal bagisiklik sistemin gelisen fetiisu reddetmeme
mekanizmasi gizemini koruyan bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktatir. HLA-G ve
HLA-E, maternal-fetal toleransta rol oynayan HLA siif I antijenleridir. Yapilan
calismalar HLA-G ve HLA-E antijenlerinin; insan preimplantasyon embriyosunda
eksprese oldugu, bagisiklik diizenleyici rolii ile tolerojenik fonksiyonunun oldugu ve

implantasyonun kontroliinde rol oynadigini ortaya koymustur (2).

TGK vakalarinda yapilan bir dizi calismada HLA-G allellerinin farkli siklikta
goriildiigii bildirilmistir (5). Ornegin; Kuzey Hindistan popiilasyonundaki yapilan bir
calismada G*0103 allelinin TGK vakalarinda daha yiiksek siklikta gorildigi
gbzlemlenmistir (6,7). Bununla birlikte; Yan ve arkadaslarinin Cin’ de Yamashita ve
arkadaglarinin Japonya’ da yaptiklar1 baska ¢alismalarda HLA G ile TGK arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadig1 gézlenmistir (8).



Bu calismada Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastahaneleri Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Genetik Tan1 Laboratuvarina bagvuran, ayn1 partnerle 20 haftadan 6nce
en az 2 ardisik spontan gebelik kaybi1 olan 46, XX karyotipli idiyopatik hastalarda
HLA-E ve HLA-G gen polimorfizmleri ile tekrarlayan gebelik kayiplar1 arasindaki
iligkiyi aragtirdik.

Nedenini aciklayamadigimiz TGK’ 1i 100 kisilik hasta grubu ile en az bir
sagliklt dogum yapmis ve hi¢ gebelik kayb1 olmayan 100 kisilik kontrol grubundan
alman maternal kanlardan elde edilen DNA’ya HLA-E ve HLA-G gen
polimorfizmlerine ait kitler kullanilarak PCR-RFLP teknigi uygulandi. Daha sonra
elde edilen bu gen polimorfizmlerinin genotip ve allel frekanslar1 belirlenip ortaya

¢ikan sonuclar karsilastirildi.

Literatirde HLA-E ve HLA-G genlerinin riskli alellerini tasiyan kadinlarin
erken gebelikte diisiik yapmaya daha yatkin oldugu sonucuna varilan ¢alismalara
dayanarak; bu calismada aciklanamayan tekrarlayan gebelik kaybinda HLA-E ve
HLA-G allellerinin roliinii arastirmay1 ve bu alanda markir olabilecek polimorfizmleri

bulmay1 amacladik.



3. GENEL BILGILER

3.1. Tekrarlayan Gebelik Kayiplari
Amerikan Tibbi Ureme Dernegi (ASRM) yakin zamanda tekrarlayan gebelik
kayiplarini iki veya daha fazla gebelik kayb1 olarak tanimlamistir (9,10).

3.2. Tekrarlayan Diisiik Nedenleri

3.2.1. Uterus anomalileri

Uterus anomalilerini; fibroidler, endometriyal polipler veya intrauterin
yapisikliklar icerebilmektedir. Gebelik kaybina yol agan en yaygin uterus anomalisi

ise Uterin Septum’ dur (10).

3.2.2. Kalitsal trombofili

Erken gebelik kaybi ile kan pihtilasmasi kaskadindaki kalitsal anormallikler
arasinda bir iliski oldugu varsayilmistir, ancak heniiz agik¢a tanimlanmis bir iliski

yoktur (11,12).
3.2.3. Endokrinolojik nedenler

Hipotiroidizmi olan kadinlar gebelik diisiikleri i¢in artmis risk altindadir.
Kadinlarda tanimlanmayan veya yetersiz tedavi edilen diabetes mellitus da diisiiklerin
artmasina neden olmaktadir. Polikistik over sendromlu kadinlarda hiperinsiilinemi
veya asirt androjenler salintnimdan kaynakl diisiik oranlarinin daha yiiksek oldugu

gbzlenmektedir (10).

3.2.4. Bagsikhk faktorleri

Gebelik kaybina neden olan bagisiklik faktorlerinin ortak bir 6zelligi, fetiise
kars1 azalan maternal bagisiklik toleransi gibi gortinmektedir (13).

Tekrarlayan  gebelik  kayiplarinin  olusumunda  Onerilen  otoimmiin
mekanizmalar; Ebeveynler arasinda HLA uyumlulugu, maternal bloker antikorlarin
yoklugu ve maternal 16kositotoksik antikorlarin yoklugu seklindedir (7,14—16).
Bununla birlikte, onerilen mekanizmalarin higbiri kesin olarak kanitlanamamistir.

HLA tiplemesi veya lokosit popiilasyonunun belirlenmesi gibi immiinolojik testler,



bazi klinisyenler tarafindan babanin bagisikligina karsi annenin bagisiklik tepkisi igin
Onerilir. Bu goriig, semiallojenik bir greft olarak gebe kalma {iriiniiniin maternal
immiinolojik reddinin TGK’ nin nedeni oldugu hipotezine dayanmaktadir. Ancak,

cogu calisma bu testleri desteklememektedir (17-19).

3.2.5. Genetik faktorler

Bir¢ok erken gebelik kaybi, embriyo veya fetiisteki genetik anomalilerden
kaynaklanmaktadir. Bu genetik anomalilere bagl diisiik riski 35 yasindan kiiciik
kadinlarda %10-15’iken 40 yasindan biiyilik kadinlarda %50’ den fazladir. An6ploidi,
tekrarlayan gebelik kayiplarinin nedenlerinden biri olabilmektedir. Konseptus veya
fetiiste anoploidi, tiim gebeliklerin %5-10" unda goriiliir ve insanlarda yaygin bir
tireme sorunudur (20). Anomaliler 6zellikle her iki partnerde goriilen translokasyon

anomalileri tekrarlayan diigiiklerin en 6nemli nedenlerinden biridir (21-23).

3.2.6. Cevresel ve diger faktorler

Anne yas1 ile gebelik kaybi artar. 35 yasin tizerindeki kadinlarin normal gebelik
sans1 geng kadinlara gore 6nemli 6l¢iide azalir (12,24). 40 yas iistii kadinlarda diisiik
yapma riski %50’ ye kadar yaklasmaktadir (20). Kadinlar bu riskler konusunda
egitilmelidir. Iskandinav iilkelerinde yapilan ¢alismalarda kadinlarin ise baslamasiin
diisiik riskini artirmadigi gosterilmistir. Ancak hastalarin ¢aligtiklar1 yerde gebeligi
riske atabilecek kimyasallarla karsilasmamasini saglamak gerekir (16). Sigara ve alkol
kullanimi diisiik riskini artirir. Pasif sigara dumaninin etkisine gelince, net bir bilgi
yoktur. Psikolojik faktorlerin incelenmesi zor oldugundan, tekrarlayan bir diisiik

nedeni olup olmadig1 agik degildir (14,25).

3.3. Bagisiklik Sistemi

Bagisiklik, organizmanin herhangi bir yabanci maddeye olan cevabini,
ozellikle mikroorganizmalara yanitin1 tanimlamak i¢in kullanilir. Bagisikliktan
sorumlu hiicreler ve molekiiler bagisiklik sistemini olusturur (26,27).

Bagisiklik sistemi; Dogal bagisiklik ve Edinilmis bagisiklik sistemi olmak
tizere 2 gruba ayrilmistir (28)



3.3.1. Dogal bagisikhk

Bireyi potansiyel olarak tehlikeli ajanlardan korur ve bu ajanlarin ¢ogu
organizmadadir, koruyucu mekanizmalar zaten dogal bagisiklik olusturur. Dogustan
gelen bagisiklik elemanlar1t mikroorganizmalara karsi birinci basamak savunma yapar
ve bazi durumlarda mikroorganizmayi ortadan kaldirmak i¢in yeterli olabilir (29). Cilt
ve mukoza membranlar1 tarafindan olusturulan fiziksel engeller (Epitel yiizeyler, Kan
makrofajlari, Dogal oldiiriicii hiicreler, Kompliman sistemi) dogustan gelen

bagisikligin ana unsurlarini olusturur (39).

Dogal bagisiklik sadece farklt mikroorganizma smiflarin1 ayirt edebilir,

cesitlilik sinirhidir ve hafiza yoktur (40, 41).

Aktivitelerini ¢ok hizli gosterdikleri icin, olusturan reseptdr seklini tasiyan
hiicreler ise efektdr fonksiyon gostermek i¢in gerekli degildir (30). Dogal bagisiklik
sistemi, adaptif bagisiklik sisteminin reseptor sayist ve g¢esitliligi ile
karsilagtirildiginda sinirli reseptorlerle mikroorganizmalarin spesifik yapilarini tanir.
Costimulatorler, antijen spesifik lenfositlerin uyarilmasmi saglar, aym1 zamanda
sitokin ve kemokinlerin yapimini indiikleyerek uyarlamali bagisiklik yanit1 ¢alistirirlar
(26).

Boylece dogustan gelen bagisiklik sistemi bir sekilde kendi hiicrelerini
tantyarak organizmaya zarar vermez, o zaman gelisecek adaptif bagisiklik tepkisinin

tiirii de belirleyici olabilir (29).

3.3.2. Adaptif bagisiklik

Yabanci bir ajanla karsilasildiginda sadece antijene 0zgii olan cevap
gelistirmeyi ve antijenle bir kez daha karsilastifinda daha giiclii bir yanitin olugsmasini
saglayan sistemdir. Cok c¢esitli hiicreler ve molekiiller, adaptif bagisiklikla birlikte
caligir (31).

Adaptif bagisikligin ana unsurlari; T lenfositleri, B lenfositleri, antikorlar ve
bazi sitokinlerdir. Antijen sunan hiicreler de bagisiklik sisteminde ¢ok énemli bir role
sahiptir (44).

Adaptif bagisiklik yanitlar dogal bagisiklik yaniti takip eder. Adaptif

bagisiklik, dogal bagisikligin koruyucu mekanizmalarini giiglendirir ve antijeni giris



noktasina yonlendirerek yabanci antijenin ortadan kaldirilmasini daha kolay hale
getirir (32).

Sekonder lenfoid dokular olarak adlandirilan lenf nodlari, dalak ve mukoza ile
iliskili lenfoid dokularda adaptif bagisik yanitlar gelistirir. Bu tiir tepkiler, onu
olusturan bagisiklik sisteminin unsurlarina gore, iki grupta incelenir: hiimoral ve

hiicresel bagisiklik farkli mikroorganizmalarin yok edilmesinde islev gortirler (31-33).

3.3.2.1. Hiimoral bagisikhik

Bu bagisilikta antijeni miimkiin oldugu kadar uzaklagtiran ve farkli
mekanizmalarla iligkili molekiiller antikorlar ana rolii oynar. Antikorlar, belirli bir
antijen ile karsilasan lenfositlerden ayrilan plazma hiicrelerinin  yaptig
immiinoglobiilinlerdir.

Antikorlar; dolasimdaki hiicre dis1 mikroorganizmalara ve toksinlerine
baglanir ve eliminasyonlarini yonlendirir. Buna karsilik antikorlar; bazi viriis, mantar
ve gbz i¢i yerlesimli bazi bakterilere ulasamazlar. Bu durumda hiicresel bagisiklik
devre girer. Hiicresel bagisiklik, aktif makrofajlar veya enfekte hiicrenin lizisi ile

mikroorganizmalarin fagositozunda 6nemli bir rol oynar (27,30).

3.3.2.2.  Hiicresel Bagisikhik

Hiicresel bagisiklikta, 6zellikle antijeni tanimlayan T lenfositleri ana rolii
oynar. T lenfositleri antijeni, ancak antijen sunum hiicresi (Ash) veya hedef hiicre
tizerindeki MHC molekiilleri ile sunar (34). CD4 molekiiliinii yiizeylerinde tasiyan
yardimct T lenfositleri (Th), Sinif I MHC tarafindan sunulan antijenleri taniyabilir,
bu nedenle bu olaya Smif II MHC 'ye bagimli veya Sinif II MHC 'ye sinirli sunum
denir. Yiizeylerinde CD8 molekiilleri tasiyan sitotoksik T lenfositleri (Tc veya CTL)
MHC Smif I'e bagimlhidir. Sitotoksik T lenfositleri (TC veya CTL) Yiizeylerde CDS8
molekiiliinii tastyan MHC sinifina baghdir (35).Th hiicrelerinin 4 tip vardir: THI,
TH2, TH17, TREG hiicreleri. TH1 ve TH2 farkl sitokinler salgilayarak birbirlerinin
etkilerini kontrol eder.

Somatik hiicrelerin neredeyse tamaminda MHC I molekiilleri bulunurken,
Sinif I MHC molekiilleri antijen sunan sinirlt sayida hiicrede (dendiritik hiicreler, aktif
makrofajlar ve B lenfositleri) bulunur. Deri altinda ve mukozal yiizeyin altinda

bulunan dendiritik hiicreleri Langerhans hiicreleri, karacigerdekiler cupffer hiicreleri,



merkezi sinir sistemindekiler mikrofaj hiicreleri olarak adlandirilirlar. Kemiktekiler ise

osteoblastlarin spesifik 6zelliklerine sahip doku makrofajlaridir (29,30,35,36).

3.4. Gebelikte Bagisikhik

Gebelik boyunca bilinen T lenfositlere bagimli mekanizmalar agisindan
bagisiklik sisteminde sorun goriilmez ve gebelik boyunca bagisiklik sistemi aktif
olarak kalir (49, 50). Ancak hamilelik sirasinda annenin bagisiklik tepkileri bazi
degisikliklere ugrar. IL-2’ yi olusturan Th1 sitokin profili gebelik sirasinda baskilanir
ve profil Th2 ydniine kayar. Th1l yanit1 fetal allogreftin reddedilmesine neden olur, bu
nedenle Th2 hiicrelerinin etkisi altinda gebelik boyunca baskilanir. Hamile kadinda,
TH1 / TH2 sitokin orani 6nemli 6l¢iide diisiiktiir ve bu dogumdan sonra bir siire devam
eder. Desidual TH1 hiicrelerinin azalmasi, Fas ligandinin neden oldugu apoptozdan
once gelebilir. TH2 dominasyonu 6zellikle feto-plasental ortamda belirgindir. Feto-
plasental iiniteden alinan siipernatantlarda TH2 {irtinii 1L-3, IL-4, IL-5 ve IL-10
seviyelerinde artig tespit edilmistir. TH1’ in bir iiriinii olan IFN-y ise gecici olarak
baskilanmistir. Gebelikteki ndétrofil aktivitesi de Onemli Olgliide azalir. TH2
dominasyonuna uygun olarak, maternal bagisiklik tepkisi, hiicresel bagisikliktan
uzaklasir ve antikorun iiretimine dogru kayar. Hamilelikte RA (romatoid artrit) gegici
remisyona girer. Buna karsilik, SLE (sistemik lupus eritematozus), otoantikor yapimi
ile siddetlenebilir (51, 52-54).

Hamile kadinlarda maternal-fetal karsilikli yiizeylerde Th2 sitokin {iretiminin
artmasi fetal yasam i¢in 6nemlidir ve muhtemelen immiinolojik tolerans korumali bir
durumu ifade eder. NK aktivitesi gebelikle birlikte azalir. Farelerde, IFN- y tarafindan
NK aktivitesinin indiiklenmesi, fetal rezorpsiyona yol acar. Gebelik sirasinda
uteroplasental TNF-o yapimi artmasina ragmen, sitokin, sensitiyotrofoblastlar,
sensinotrofogramlar tarafindan sentezlenen ¢oziiniir TNF-a reseptorleri tarafindan
notralize edilir. CD4+ T hiicrelerinin azaldig1 ve B hiicre bagisikliginin degigsmedigi
bildirilmistir. Hamilelik sirasinda yukarida 6zetlenen bu degisikliklerin hiicre ici
patojenlere (bazi viriisler, T.Gondii, M.Tuberculosis, L.monositogenes) bagli oldugu
diisiiniilebilir. Bununla birlikte, hamilelik sirasinda anne ve fetiis arasindaki karsilikli
immiinolojik etkilesimler, yalnizca maternal lenfositlere fetal antijen sunumunun
olmamasi nedeniyle veya maternal lenfosit islevleri amaciyla baskilanir. Hamile kadin

enfeksiyona karst 6nemli 6l¢lide duyarli olmasa bile, edinilmis (adaptif) bagisikligin



aktif olarak bastirildigi donem olarak gebelik dikkate alinmalidir. Ancak bu, annenin
dogustan gelen bagisikliginin aktivasyonu ile telafi edilir. Gebelikte graniilositlerin,
monositlerin/makrofajlarin say1 ve fonksiyonlar artar. Buna karsilik, NK hiicrelerinin
sayisi, sitotoksik kapasiteleri ve IFN-y sentez kapasiteleri azalir. Kompleman
sisteminin bilesenleri ve akut faz proteinleri de hamilelik sirasinda artmistir (24, 26,
47, 55). Bu nedenle, hamilelik sirasinda fetiisiin selektif immiinolojik degisikliklerinin
giivenligini, bagisiklik yetmezlik gibi degerlendirmek dogru degildir. Hamilelik
sirasinda dogal bagisikligin aktivasyonu anneye (artmis enfeksiyonlar, preeklampsi)
ve fetiise (diisiik risk) zararli olabilir. Gebe enfeksiyonlarinda, dogum eyleminin

proinflamatuar sitokin agrilar1 erken doguma neden olabilir (29, 56).

3.5. Fetal Maternal Arabirim
Hamilelik sirasinda, maternal bagisiklik sistemi yari allojenik fetiisten gelen
hiicreler ve dokularla yakin temas halindedir. Bu nedenle, maternal bagisiklik

sistemini mevcut spesifik mekanizmalarla modiile edilmelidir (51,57).
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Resim 1. Farkli trokoblast popiilasyonlarini gosteren bir plasental kesit. Villoz sitotrokoblast
ve mendeloz syndictiotrochoblast’ 1n her ikisi de HLA-G negatiftir. Diger tiim trokoblast
popiilasyonlart HLA-G pozitiftir. Desidua taban ¢izgisinde, interstisyel trokoblast hiicreleri
ile yakin temasta bulunan desidual NK hiicreleri (57,58).

Anne ile fetlis arasinda damarsal devamlilik olmadig: i¢in plasenta fetiisiin
kabuliinde onemli bir rol oynamaktadir. Genel olarak, iki hiicre tipi, desidua ve

trofoblast, anneyi ve fetiisii korumak i¢in gerekli kosullar1 ve anatomik yapilar
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olusturmak icin fetal-maternal arayliz cevresini degistiren g¢esitli diizenleyici
faktorlerin hem salgilanmasinda hem de bunlara yanit vermesinde rol oynar.
Trofoblast hiicreleri, maternal hiicrelerle temas eden en Onemli fetal
hiicrelerdir ve farkli maternal elementlere maruz kalan ii¢ farkli trofoblast tiirii tespit
edilmistir. 11k tip villoz sitotrofoblasttir; bunlar, villusta kalan aktif olarak boliinen
trofoblast hiicrelerinden olusan bir hiicre havuzu olusturur. Ikinci tip trofoblast birinci
tipi kapsar ve sensitiyotrohoblast olarak adlandirilir; bunlar maternal kanda yiizerler.
Uciincii tip trofoblast popiilasyonu, villoz olmayan sitotrofoblasttir; bunlar, desidua ve
miyometriyuma gbé¢ eden cogalan onciil trofoblast hiicreleridir. 20 haftalik insan
hamileliginde toplam trofoblast ylizey alami yaklagik 15 m2’ dir. Villoz
sensitiyotrokoblast anne kaninda yiizer ve bu nedenle maternal periferik lokositlerle

yakin temas halindedir (5, 59, 60).

3.6. Fetal-Maternal Arabirimin immiinolojik Ozellikleri

Periferik bagisiklik cevabinin, yari- allojenik sinsityotrofoblast hiicrelerinin
varligina adapte olmas1 beklenebilir. Karmagik fetal-maternal arayiizii iceren ortam
normalde uterus ortami ile diizenleyici faktorler (kemokinler, kitokinler, biiylime
faktorleri, antijenler, hormonlar) arasinda diizenlemesi yapilmis bir etkilesimdir. Bu
durum da fetiisiin biiyiimesi ve gelismesini desteklemek i¢in gerekli immiinolojik
acidan giivenli ve beslenme ortamlarini olusturur (17,18,37).

Hamilelik sirasinda, implantasyon bolgesindeki mikro ortamda yerel bagisiklik
genel sistematik bagisiliktan farkli olmaktadir. Ayrica bu diizenleme hamileligin farkli
asamalarinda farkli da olabilir. Immiin hiicrelerde bilinen degisikliklerden biri
implantasyon sirasinda desiduada uterus NK hiicreleri (uNK) olarak adlandirilan farkli
tipte NK hiicrelerinin gelisimidir(38,39). Bu uNK hiicreleri, periferik kanda bulunan
c¢ogu NK hiicresinden farklidir; ¢ogunlugu CD56 ve CD38’ i eksprese eder, ancak
klasik T hiicresi veya NK hiicre belirtecleri (CD3, CD4, CD8, CD16 ve CD57)
eksprese etmez, Decidua’l daki bagisiklik tepkisini diizenlemedeki rolleri nedeniyle
bunlar sitotoksik degildir, bagisiklik modiile edilir ve trofoblast tarafindan diizenlenir.
Rahim CD16- CD56’ lar dogal oldiiriicii hiicreler olarak da adlandirilir. CD56+
/CD16- desidual NK hiicreleri, graniilosit-makrofaj-koloni uyarici faktér (GM-CSF),
dondistiirticii biiyiime faktorii (TGF) B1, interferon (IFN) y, timor nekroz faktori
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(TNF) o, IL-2 ve 16semi inhibitor faktor (LIF) de dahil olmak tizere ¢esitli sitokinler
tiretir (10-12,40).

Insan hamileliginde CD56+ /CD16- hiicrelerinin rolii kapsamli olarak
calisilmis olmasina ragmen, heniliz tam olarak belirlenmemistir. Son zamanlarda
farelerle yapilan caligmalar neticesinde plasenta olusumu siirecinde uterus kan
damarlarinin modifikasyonunda desidual NK benzeri hiicrelerin rol aldigi 6ne
stirlilmiistiir (13,40).

Gebelik esnasinda ilgi ¢ekici bir degisim gdzlenmektedir, erken gebelikte ¢ok
sayida olan CD56+/CD16- hiicreleri, ikinci ve tigiincii trimesterde biiyiik ol¢iide diiser,
bu nedenle varliklar1 trofoblast invazyonu periyodu donemine denk gelir, ¢iinkii

plasenta olusumu gebeligin 20. haftasinda tamamlanur.

3.7.  Gebelikte Bagisiklik Toleransi

Insan gebeliginin basarisi, fetiisiin reddedilmeden dokuz ay boyunca anne
karninda kalabilmesi immiinoloji ilkelerine aykiridir. Onerilen mekanizmalar,
maternal ve fetal dokularin fiziksel olarak ayrilmasini, ayni zamanda greft reddine yol

acacak fetal antijenlerin yoklugunu ve toleransin gelismesini igerir (51, 63-65).

3.8. HLA Gen Kompleksi

Bagisiklik sisteminin esas gorevi organizmayi yabanci molekiillere ve
mikroorganizmalara kars1 savunmak, farkli mekanizmalarla cevap vermektir (41).
Immiin tanimada yabanci antijenleri kendi kendine indiiklemeden ayirt etme gorevi
esas olarak MHC (Major Histo-uyumluluk Kompleksi) molekiilleri, yani doku
uyumluluk antijenleri tarafindan gergeklestirilir. Hiicre yiizeyin iizerinde MHC
molekiilleri, yabanci antijenlere baglanir ve bagisiklik sistemini efektor hiicrelere
sunarak, bagisiklik tepkisinin baglatilmasinda kilit bir rol oynar.

MHC molekiilleri yiiksek derecede bagisik oldugundan, transplantasyondaki
alic1 ve verici arasindaki farklt MHC molekiilleri onlar1 yabanci antijen olarak tanir ve
reddetme mekanizmalar1 bagisiklik tepkisini uyararak baslatir. Bundan dolayr MHC
molekiilleri transplantasyon antijenleri olarak adlandirilir. MHC yerine HLA (Insan
Lokosit Antijeni) ismi de kullanilabilir (42,43).

HLA (insan l6kosit antijeni) molekiilleri, insanlarda biiyiik doku uyumluluk
kompleksi (MHC), veya HLA gen kompleksi olarak adlandirilir. HLA kompleksi, alfa

ve beta zincirlerinden olusur. Alfa zinciri kromozom kodlayan genler 6p21 iizerinde
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bulunur ve yaklasik 4 Mb DNA icerir. Bu bolge genleri li¢ ana sinifa ayrilir: I, IT ve
III (41,44,45).
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Resim 2. HLA gen kompleksi.

HLA Smif I kompleksi (HLA-A, -B ve -C -G, -E -F), bir alfa ve en az bir beta

polipeptid i¢in genler igerir (44,49). Alfa zincirlerini kodlayan Sinif I genleri, hemen

hemen tiim cekirdekli hiicrelerde eksprese edilir (45). Sinif I genlerinin iirlinleri,

kromozom 15 iizerindeki polimorfik bir genin iiriinii olan Beta-2 Mikroglobulin ile

birleserek HLA kompleksini olusturur. HLA simif I genleri, klasik HLA-A, -B ve -C

genlerine ve klasik olmayan Hla-G, -E -F genlerine ayrilir. Ayrica sinif I bolgesi bazi

psodogenleri, HLA-H, -J, -K ve -L’ yi igerir (46—48).

Tablo 1. Sinif 1 MHC genlerinin polimorfizmi.

HLA-A 218

HLA-B 439

HLA-C 96

HLA-E, HLA-F ve HLA-G Nispeten az sayida allel

HLA Sinif IT kompleksi (HLA-DR, -DQ, -DP, -DM, -DO), bir alfa ve en az bir

beta polipeptid icin genler icerir (44,49).
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HLA Smif II molekiilleri, zincirsiz bir sekilde birbirine bagl alfa ve beta
zincirleri ile olusturulur. HLA simif II molekiilleri, B lenfositleri, T hiicreleri,
monositler, immiinolojik olarak aktif hiicreler ve dendritik hiicreler gibi

makrofajlardan olusur (41-43,50).

Tablo 2. Sinif I MHC genlerinin polimorfizmi.

HLA-DPA 12
HLA-DPB 88
HLA-DQA 17
HLA-DQB 42
HLA-DRA 2
HLA-DRB1 269
HLA-DRB3 30
HLA-DRB4 7
HLA-DRBS5 12
HLA-DM ve HLA-DO Az say1

Sinif I ve Smif II MHC molekiilleri, sistemin antijen tanimasinda énemli bir
rol oynar. Ornegin; endojen antijenler, enfekte hiicre iizerinde olusturulan ve hiicre
ylizeyinde eksprese edilen viral peptit Sinif I molekiiliine baglanir ve CD8+ T hiicreleri
bu peptidi tanir. Daha sonra bagisiklik tepkisinin diger asamalar1 gergeklesir ve virtis,
enfekte olmus hiicreyi oldiiriir. Ekzojen antijenler MHC Smif II molekiiliine
baglandiginda bagisiklik tepkisi; CD4+ T hiicreleri tarafindan taninan bu hiicrelerin

aktivasyonu ve proliferasyonu ile ortaya ¢ikar (49-52).
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Resim 3. HLA Sinif I ve Siif II MHC molekiilleri.

HLA III kompleksi, yapisinda III (C2, C4) genlerini icerir. TNF proteinlerinin
HLA bélgesi insan genomundaki en polimorfik bélgedir. Ozellikle simf 1 ve II
kompleksi, ¢ok cesitli allellerle kendini gosterir. Bazi lokuslarda 600° den fazla farkli
allel vardir (45,50,51).

3.8.1. Trofoblast hiicrelerde HLA gen ifadesi

Fetal-maternal arayiiziin immiinolojik 6zelliklerinden agikca anlagilmaktadir
ki, maternal bagisiklik hiicreleri trofoblast hiicreleri ile yakin temas halinde olmasina
ragmen onlara saldirmazlar (53). Plasentanin dis epitel tabakasini olusturan trofoblast
hiicreleri iizerindeki polimorfik major doku uygunluk kompleksi (MHC) antijen
ekspresyonunun down regiilasyonu, semiallojenik fetiisiin anne bagisiklik sistemi
tarafindan reddedilmemesini saglayan mekanizmalardan biri oldugu hipotezi One
siirlilmiistiir (45,54,55).

Yakin donemde yapilan ¢aligsmalara gore, trofoblast hiicrelerinin fetal allogreft
toleransina HLA-G komplesinden sorumlu genlerin sinirli ekspresyonun neden oldugu
ileri siiriilmektedir. Bununla birlikte, bu genlerle ilgili veriler birikmeye devam ettikce,
fetal-maternal etkilesimlerdeki islevi hakkinda net bir sonuca ulasmak miimkiin
degidir. Bunun nedeni kismen HLA-G protein izoformlarini ayirt edecek antikorlarin

olmamasi, ekstravilloz sitotrofoblastta HLA-E ve HLA-C’ nin birlikte ekspresyonu,
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iyi bir hayvan modelinin olmamasi ve HLA-G biyolojisinin diferansiyel RNA ekleme
modeli de dahil olmak iizere dogal karmasikliklarindan kaynaklanmaktadir (46).

Fetal-maternal arayiiz HLA-G’ de 1992 gibi erken bir tarihte tanimlanan
alternatif ekleme varyantlar1 lokal maternal bagisiklik yanitin  yeniden
programlanmasindan biiylik 6l¢lide sorumlu goriinmektedir. Klasik olmayan HLA-G
molekiilii hemen hemen her gebelikte bulunan trofoblasta 6zgii bir molekiildiir.

Abbs ve ark. ayrica primer villoz trofoblast hiicrelerinde HLA’ nin
bulunmadigini, ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin ise normal gebelikte HLA-C, HLA-
G ve HLA-E’ yi ifade ettigini, ancak HLA-A, HLA-B veya HLA-DR molekiillerini
ifade etmedigini dogruladi (47).

3.8.2. Klasik olmayan HLA smif IB genleri

Klasik olmayan MHC sinif Ib molekiilleri olan HLA-E, -F ve -G (resim 4),
klasik smif Ia molekiilleriyle yakindan homologtur, ancak siirli polimorfizmleri ve
diisiik hiicre yiizeyi ekspresyonu ile ayirt edilirler (56).

Ib sinifi molekiiller, yalnizca klasik sinif Ia molekiillerinin korelmis evrimsel
kalintilar1 degildir, bunun yerine bagisiklik tepkilerinin baskilanmasinda rol oynar ve
uzun siireli bagisiklik kacgisina veya toleransina katkida bulunurlar. HLA simif Ib
genlerinin gen yapist, HLA sinif Ia genlerininkine ¢ok benzmekle birlikte 6zellikle 3'-
ucu (sitoplazmik kuyruk) ile ilgili farkliliklar mevcuttur. HLA-G’ nin kisa sitoplazmik
kuyrugu, yiiksek oranda azaltilmis spontan endositozu i¢in 6nemli goriinmektedir.
HLA-E; sinif Ia antijenleri olarak bir¢ok farkli hiicre ve doku tipinde eksprese edilir.
HLA-E-baglama olugu, HLA-G sinyal peptidi icin biiyiik bir afiniteye sahiptir ve bu
baglanma, trofoblast hiicre ylizeyinde HLA-E’ nin ekspresyonu i¢in énemlidir (57—
60). HLA simf I proteinlerinin hiicre yiizeyi ve hiicre i¢i taginmasi ekspresyonu,

endoplazmik retikulum igindeki peptitlere baghdir (57,61).
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Resim 4. Klasik olmayan insan 16kosit antijeni (HLA) sinif IB genler.

HLA-E’ ye bagh peptitlerin cogunun HLA smif I sinyal dizilerinden tiiretilen
nonomerler oldugu ve agir zincirlerin bu peptitlere baglanmasinin antijen isleme ile
baglantili fonksiyonel bir tasiyiciya bagli oldugu goriilmektedir. HLA-E molekiilii;
peptit baglama yariginda benzersiz aminoasit ikamelerine sahiptir ve muhtemelen sinif
I sinyal dizisinden tiiretilen peptitlerin baglanmasini kolaylastirir (49,62—-64).

HLA-E, CD94/NKG2C reseptorti ile etkilesime girer ve HLA-E muhtemelen
NK hiicrelerinin inhibisyonu i¢in en 6nemli liganddir. HLA-G’ nin bir oldiiriicii
inhibitdr reseptdr (KIR) ile etkilesime girmesi ve HLA-E/G-monomerden gelen
aktivasyon sinyalini dengelemesi, diger yollarin olas1 bir aktivasyonu (6rn. sitokinlerin
salgilanmasi) ile lizin inhibisyonu ile sonuglanmasit miimkiindiir (12). Ayrica fetal
trofoblast hiicreleri tarafindan maternal uNK hiicreleri iizerindeki oldiiriicti Ig benzeri
reseptorler (KIR’ ler) tarafindan eksprese edilen HLA-C molekiilleri arasindaki
etkilesimler insan hamileliginde plasentasyonu etkiler (50,53). Flores ve ark, TGK
hastalarinda, dogal 6ldiiriicii hiicrelerde bulunan inhibitdr ve aktive edici reseptorler
arasindaki dengenin, gebelik kaybina katkida bulunabilecek aktive edici bir duruma

egilimli oldugunu belirtmistir.
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HLA-F’ nin islevi su anda bilinmemektedir. HLA-F ekspresyonu yalnizca
plasentadaki invaziv sitotrofoblast hiicrelerinde tespit edilmistir ve bunlar simdiye
kadar bilinen ii¢c HLA sinif Ib molekiiliiniin tiimiinii eksprese eden tek hiicre tipidir.
Bu baglamda, ii¢ sinif-Ib molekiilii plasentada sinerji i¢inde hareket edebilir ve bir
dereceye kadar fonksiyonel olarak birbirinin yerine gegebilir (12). HLA smif-Ib
genlerinin polimorfizmi, yiiksek oranda polimorfik HLA sinif-Ia ve -1I genlerinin
aksine cok seyrektir. HLA-E ile ilgili olarak, protein seviyesinde ii¢ allel ve HLA-F
icin ise sadece iki allel oldugu bildirlmektedir (62,65-67).

3.8.3. HLA-G gen ve polimorfizmleri

HLA-G, 6. kromozomun kisa kolunda lokalize olmus ve niikleotid ve amino
asit seviyelerinde HLA-A2 il e yiiksek derecede dizi benzerligi gosterir (68—70). HLA-
G geni; ekzon 1°de bir sinyal peptidini, ekzon 2’de al- alanini, ekzon 3’de a2 alani,
ekzon 4’de a3 alani, ekzon 5’de transmembran alani, ekzon 6 ve 7’de sitoplazmik
kuyruk ve ekzon 8’de untransle bir bolge olmak iizere toplam sekiz kodlayan ekzon
iceren sinif la genlerine (HLA-A, HLA-B ve HLA-C) benzemektedir (bkz. resim 5).
Bununla birlikte, HLA-G’ nin 6. ekzonunun ikinci kodonunda stop kodonu ile
sonuc¢lanan bir mutasyon alfa zinncirinde kesik bir sitoplazmik kuyruk olusumuna
neden olur, HLA-A, B ve C’ nin karsilik gelen bolgelerinden 19 amino asit daha kisa
olan HLA-G’ nin mRNA’ s1 alternatif splayzinge ugrar, bu da en az bes farkl proteinle
sonuglanir- boylece polimorfik yapilar olusur (71,72). En biiyiik mRNA, HLA-G1
proteininin al, a2- ve a3’{lin transmembran ve sitoplazmik kuyrugu iceren bolgelerini
kodlar. Bu proteinin ¢oziiniir bir formu olan HLA-Glsol, intron 4’ ten gelen
niikleotidler tarafindan kodlanan a 3 alanin takip eden ilave 21 amino asit icerir. Daha
kiigiik bir mRNA’ya sahip olan HLA-G2, o 2 alanindan yoksundur, a 1- ve a 3-
alanlariin birlestigi bir protein ile sonuglanir. Bu proteinin ¢oziiniir bir formu olan
HLA-G2 sol, ayrica a3-alanindan sonra ilaveten 21 amino asit daha igerir. En kiiciik
ekleme formu olan HLA-G3, al-alani ¢ikarilmis hem ekzon 3 hem de 4’ e (02- ve a3-
domainlerine karsilik gelir) sahiptir. HLA-G3’te ekzon 4 (a3 alan1) bulunmadigindan,

2-mikroglobulin ile baglanamaz ve hiicre ylizeyinde kararsiz olabilir (73-76).
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Resim 5. HLA-G mRNA’ nin alternatif bir yolu ile olusturulan farkli HLA-G izoformlar1
(4.,0).

3.8.4. HLA-G gen fonksiyonu

HLA-G klasik MHC sinifi I genleri (HLA-A ve HLA-B) olmamlarina ragmen,
HLA-G plastentadaki ekstravilloz trofoblast hiicrelerinde (EVT) eksprese olarak
gebelikte bagisiklik toleransinda rol oynayabilmektedir (16,25,77-80). HLA-G ilk kez
plasenta 6rneklerinde tanimlanmis olup, preeklampsi ve tekrarlayan gebelik kayiplari
gibi gebelik bozukluklarindaki rolii bircok calismada arastirilmistir (9,76,81,82).
HLA-A ve -B down regiilasyonu sitotoksik T hiicre yanitlarindan korunmaya neden
ve dogal 6ldiiriicii hiicrelerin tepki kaybina neden olur. HLA-G, NK hiicre inhibitorii
reseptorii KIR2DL4 i¢in bir liganddir ve bu nedenle bu HLA’ nin trofoblastlarda
ekspresyonu onu NK hiicre aracili 6liime kars1 korur (72,73,83).

Bazi "null" HLA-G allellerini homozigot olarak tasiyan birieylerde hamilelik
olusabilir, dogum gerceklesebilir ve immiinyetmezlik, otoimmiin hastalik veya
tiimorler goriilmeyebilir (71). Bu "null" allellerden HLA-G * 01: 05N, iranlilar gibi
baz1 popiilasyonlarda olduk¢a yayginken, bazi yerli Amerikan popiilasyonlarinda
nadirdir (12). Ayrica, baz1 yiliksek primatlar tim MHC-G izoformlarim1 gostermez.
Buna birlikte, orta 6lgekli eski diinya maymunlarinda (Cercopithecinae), HLA-G’ nin
6. ekzonunun ikinci kodonunda stop kodonu ile sonuglanan bir mutasyon goriiliir ki
bu da alfa zincirinin stoplazmik kuyrugunda eksilmeye neden olur (14). Tiim bu

polimorfizmler incelenmelidir.
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Embriyolarda ¢6ziiniir HLA-G (sHLA-G) varligi ise daha iyi gebelik oranlari
ile iliskilidir. Gebelik oranlarini optimize etmek i¢in embriyo se¢ciminde morfolojik
skorlama sisteminin en iyi strateji olduguna dair énemli kanitlar vardir. Bununla
birlikte, esit morfolojik kalitede embriyolar arasinda bir se¢im yapilmasi gerekiyorsa,

coziiniir HLA-G varlig1 ikinci bir parametre olarak diisiiniilebilir (5,84—88).

3.8.5. HLA-E

Insan 16kosit antijeni HLA-E, dogal o6ldiiriicii 6n reseptorler ve T
hiicreleri ile etkilesim yoluyla hem dogustan hem de adaptif bagisiklik yanitta
rol oynayan siif I Klasik olmayan bir HLA molekiiliidiir (73,89). HLA-E geni,
kromozom 6’ daki klasik Hla Loki’ ye kiyasla smnirli polimorfizm ile
karakterizedir. Onceki galismalarin ¢ogu ekzon 2 ve 3’ teki polimorfizme veya
spesifik gen bolgelerine odaklanirken, diger ekzon ve intronlardaki
polimorfizmler protein ekspresyonunu ve fonksiyonunu da etkileyebilir. Bu
nedenle, HLA-E’ nin saglik ve hastaliktaki fonksiyonel etki diizeyini daha iyi
anlamak i¢in genisletilmis HLA-E polimorfizmini arastiran ¢alismalara ihtiyag
vardir (65). HLA-E geni, diger insan MHC sinifi 1 genleri arasinda en ¢ok
korunan olanidir: homologlart yeni diinya maymunlarinda bile bulunmustur
(7,62). Bugiine kadar, HLA-E geninin 27 alleli kesfedilmistir, ancak bunlarin
cogu ya cok nadirdir ya da sadece fonksiyonel olmayan proteinleri kodlar (90).
Bu alellerden E * 01:01 ve E * 01:03 alelleri iki ana allel olaraktanimlanmig
olup insan popiilasyonunda birlikte goriilme sikligi neredeyse %100’ i
olusturur. Bu gercek, HLA-E’ nin, ¢ok c¢esitli alleller gelisen HLA sinifi la
genlerinin aksine, uzun bir siire boyunca sec¢imi stabilize etme baskis1 altinda
oldugunu gostermektedir (91). Bu iki HLA-E allel diinya ¢apinda neredeyse
esit oranlarda dagilim gosterdiginden HLA-E dimorfizmi olarak kabul
edilmektedir. Bu allellerin polipeptid iirtinlerinde, pozisyon 107. kodondaki tek
bir amino asit farklilik gosterir; allel*01:01 (HLA-E) Argl07, allel *01:03
(HLA-E) — Gly107°. Argl07Gly polimorfizmi, HLA-E molekiiliiniin peptit
baglayici olugunun disinda bulunur; bununla birlikte, yilizey ekspresyon

seviyesi ve peptitlerin repertuart da dahil olmak iizere HLA-E’ nin bazi

20



ozelliklerini  etkiler (62,89,92). NK hiicrelerinin inhibisyonu veya

fonksiyonlarin aktivasyonu, HLA-E etkilesimleri ile kontrol edilir.

Literatirdeki HLA-E genlerinin risk alellerini tasiyan kadinlarin erken
gebelikte diisiik yapmaya daha yatkin oldugu sonucuna varilan ¢alismalara dayanarak;
bu caligmada agiklanamayan tekrarlayan gebelik kaybinda HLA-E (HLA-E*0101,
HLA-E*0103) ve HLA-G (HLA-G*0105N, HLA-G*0103, HLA-G*0104) risk
allellerinin iliskisini aragtirmayir ve bu alanda markir olabilecek polimorfizmleri

bulmay1 amacladik.
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4. GEREC VE YONTEM

Hasta grubu olarak iiniversitemizin Tibbi Biyoloji- Genetik boliimiine Kadin
Dogum poliklinigi tarafindan sevk edilen en az iki trimesterde ve aciklanamayan en
az iki gebelik kaybi yasayan 46,XX karyotipli 100 kadin hasta dahil edilmistir.
Parental yapisal kromozomal bozukluklar, erkege bagli faktorlerden kaynaklan
vakalar, endokrin ve enfeksiyona bagli nedenler; anatomik ve immunolojik nedenler,
trombofili, sigara, alkol, kimyasallar, radyasyona maruz kalan vakalar ¢alismaya dahil
edilmemistir. Kontrol gurubu olarak en az iki canli dogumlu ve saglikli gebelik dykiisii

olan 100 saglikli kadin kullanmistir.

Yerel etik komitesinin (s.86) ve katilimcilarinin yazili onayi1 aldiktan sonra,

vakalardan alinan periferik kan ornekleri EDTA tiiplerinde (4 mL) toplanmustir.

4.1. Materyal
4.1.1. Karyotip icin kimyasal maddeler

¢ Besi ortami1 (F10) (ham) (biological industries 752348 * (glutaminli
e Etil Alkol (Sigma)

e Fetal serumu Gibco 41G957P)

e Asetik Asit Glacial (Glacial) (Riedel-de Haen)

e Heparin (Mustafa Nevzat)

e Colcemid soliisyonu (Biological Industries 816646)

e PHA-M (Phytohemaglutinin M)

e Metanol (Riedel-de Haen)

e Potasyum fosfat (KH2PO.)

* Penisilin / Streptomisin Soliisyonu (Biological Industries)

» Izotonik (Eczacibas1)

* Tripsin -EDTA soliisyonu (Biological Industries)
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4.1.2.

4.1.3.

* Sodyum Fosfat (Na:HPO4)

(Potasyum Kloriir)

* L-Glutamin Soliisyonu (Biological Industries)
Giemsa Boyas1 (Sigma)

Kiiltiiriin ortami

Periferik kan kiiltiirii i¢in uygun soliisyonlar asagidaki gibidir:

1. Medya Penicillin soliisyonu
2. Streptomisin soliisyonu

3. PHA (phytohemagglutinin)
4. Fetal bovine serum

DNA ekstraksiyonu icin ekipman ve malzemeler

» Uclii Merkez PM

* Magnezyum Kloriir PM
* Sodyum Kloriir PM

* EDTA

* HCL%

* Sodyum hidroksit (macun)
* SDS %20 (500 ml)

* Fenol

* Kloroform

* Propanol (1 litre)

* Protein K (500 mg)

Stok ¢Ozlimlerinin hazirlanmasi
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e Tris 2m ph 7,6
- 242,2g tris Ussii tartilir
- 800ml saf su
- HCl1 ile pH 7,6’ ya ayarlanir (95 mi)
- 1000 m!” lik saf su
e Mgcl2 Im
- 203,3 g agirhiginda MgClI2
- 1000 mI” lik saf su
e NaCl3m
- 175,32g NaCl agirliginda
- 1000 ml’ lik saf su
e EDTA 0,4 mpHS8
- 148,96 g’ ik EDTA
- 18 g NaOH agirliginda
- Su 800 ml
- eritildikten sonra, pastilin, pastilin pastille ekleyerek pH 8’ e ayarlanir.
- 1000 ml’ lik saf su

Bu stok soliisyonlar1 + 4°C’ de saklanmalidir ve c¢alisma soliisyonlari

hazirlanmasinda kullanilir.

Calisma soliisyonlar steril saf su (karisim i¢in parafilm ile kapak) kullanarak

steril edlmis silindirlerde hazirlanir ve + 4 °C’ de saklanir.

4.1.4. Kullanilan kimyasal maddeler ve deney ekipmanlari

PCR reaksiyon 50—100 ng sablon DNA igeriyordu,
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4.1.5. PCR bilesenini asagidaki gibi karistirarak ana karisim

250 nM forward primer.

250 nM revers primer.

0,2 mM dNTP’ ler.

2,5 ul PCR tampon (10X).
e Toplam 25 pl hacimde 1U Taq DNA polimeraz.
4.1.6. HLA-G geni amplifikasyonu icin

Ekzon 2: Tleri: 5-TCCATGAGGTATTTCAGCGC3®
Ters: 5°-CTGGGCCGGAGTTACTCACT-3°
Ekzon 3: ileri: 5'-CACACCCTCCAGTGGATGATS3",

Ters: 5'-GGTACCCGCGCGCTGCAGCA-3'

4.1.7. HLA-E genotiplendirme

[leri 5'-GGC TGC GAG CTG GGG CCC GCC-3',

Ters primer 5’-AGC CCT GTG GAC CCT CTT-3".

4.1.8. RFLP enzimleri

Tiim RFLP enzimleri tanimlanmaktadir (Gazit ve digerleri, 2004).
Hinfi RFLP enzimi (thermo fisher scientific).
PPUM-I RFL enzimi (New England Biolabs).
Bser-I RFLP enzimi (New England Biolabsl).

HPAII RFLP enzimi (thermo fisher scientific).

4.1.9. Cihazlar ve diger malzemeler

a. Mikrosantrifiij
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b. Termosikler

c. PCR

d. Elektroforez

e. Elektronik hassas terazi
f. Etiiv

g. Falkon tiipler 15 ml

h. Kuru Hava Sterilizasyonu
i. Plastik Eldiven

j-  Mikrofotografi Cihazi
k. Mikroskop (Olympus)
1. Enjektorler ve pipetler
m. pH metre

n. Lam

o. Laboratuvar saati

p. Buzdolab1

4.2. Metod

4.2.1. Cahsma adimlari

e Ailenin hasta hikayesini (pedigri) alma
e Kan toplanmasi

e Karyotip analiz

e DNA izolasyonu

e PCR reaksyonu

e QGel elekroforezi
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e RFLP geninotype sonug analizi
4.2.2. Pedigri metodu

Pedigri, genetik olarak farkli nesillerde kalitsal bir 6zelligi veya hastaligi
gosteren soy agacinin genetik bir semboliidiir. Aile {iyeleri arasinda genetik hazirlik

ve bireysel sessizlik veya sessizligin 6zelliklerine atifta bulunulur (Sekil 6).

O Ol ¢ m | O

Etkilenen Etkilenen disi
Mormal Disi | Normal Erkek| Bilinmeyen cinsiyet erkek birey birey
Ebeveynler [Akrabalik yok) Ebeveynler (Akrabalik var) Tasyic erkek

SEHE G L

Dogum sirasing gore cocuklar Tazryc disi

ﬁ &) Iftl Cift yumurta ikizi cocuklar (Yalanc ikizler)
ﬁ) ftl Tek yumurta ikizi cocuklar [Ozdes ikizler)

Sekil 1. Pedigri sembolii

4.2.3. Periferik kiiltiirii yontemi

Kromozomlar kiiltiir yontemi ile elde edilir. Lenfosit kiiltiirii yontemi ile

kromozom elde etme yontemi agagidaki gibidir:

1- Heparinli steril enjektor yardimiyla hastadan 4-5 ml kan alinir. Tiipte hastanin ad1

ve soyad1 yazilidir.
2- 15ml lik falcon tiiplere 5 ml besi ortami1 birakilir.

3. Hastanin kan1 5-6 damla tiipe ilave edilir ve 37 °C etiivde 72 saat inkiibasyon
birakilir.
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4. Son 45 dakikada etiivden ¢ikarilan tiipe 2 damla colcemid ilave edilir ve 72 saat

sonunda kiltiir tamamlanir.

5. Calismadan ¢ikarilan tiipler, baz1 girdaplardan sonra 1200 rpm’ de 10 dakika

Mikrosantrifiijlenir.

6. Mikrosantrifiijlemeden sonra, iistteki siipernatan uzaklastirilir, altta yatan pelet,

girdapta 10 ml hipotonik ¢ozeltiye eklenir ve 10 dakika bekletilir.

7. 1200 rpm’ de 10 dakikalik bir Mikrosantrifiijlendikten sonra, 10 dakikadaki

istiindeki siipernatan atilir ve vorteks, iistte pasteur pipette 10 ml fiksatif eklenir.
8. Fiksatif ile birka¢ kez yikama islemi tekrarlanir.

9. Son Mikrosantrifiijden sonra, tiiplerde 0,5-1 CC pelet kalir.

10. Alt kisimdaki pelet pipetle karistirildi ve damla damla yayildi.

11. Kurumaya tutulan preparat, ¢calismada 3 giin boyunca yaslanma igin birakilir.

12. Ugiincii giiniin sonundaki preparatlar, pankreatin ¢dzeltisindeki salelerde 30-60

saniye bekliyorlardi.
13. Oradan ¢ikarilan preperatlar, iki kez destile su igeren salelere batirilir.
14. 4-5 dk Giemsa boya salelerde bekletilir.

15. Temizlenen preperatlar, kromozom analizi yapmak ve karyotip olusturmak i¢in

mikroskop altinda incelemeye hazir hale getirildi.

4.2.4. Preperatlarin boyanip degerlendirilmesi

Incelenmeye hazir preperatlar mikroskop igine yerlestirilerek yeterli sayida
tarama yapild1 ve her hasta i¢in 20 ila 40 metafaz evresi bulunduktan sonra resimler
cekildi, sayisal ve yapisal anomaliler belirlendi ve degerlendirilen hastalarin

karyotipleri alindu.
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4.2.5. Karyotiplerin belirlenmesi

Mikroskop altinda degerlendirilen uygun metafaz analiz edildikten sonra

karyotipler belirlenir ve arsivlenir.
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Resim 6. 46,XX’1li normal nadin karyotip.

4.2.6. Almman kanlardan DNA eldesi

4.2.6.1. Hiicrenin hazirlanmasi

e +4°C’ ye kadar 6n sogutma Mikrosantrifiijii.

e 5-10 ml kan ve 40 ml reaktif A soliisyonu karigtirilir. (Gegici ayrisma
analisti; 12,11 g TRI-HCL, 109 g sukroz, 1,017 g MgCl2, 990 ml distile
su, pH 8,0. 10 ml Triton-X eklendikten sonra otoklav edilir ve +4°C’de

saklanir).
e Tiipii 2 dakika boyunca elle hafifce sallayin.
e 4°C’ de 3,000 rpm’ de santrifiij edlir.

e Santrifiij sonrasi pellet ve siipernetan birbirenden ayrilir.
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4.2.6.2. Hiicre parcalanmasi
Kalan pelete 2 ml reaktif B (48.44 g Tris-HC1, 22.32 g EDTA, 8.76 g 990 ml
distile su, pH 8,0) ilave edilir ve sonra pipetaj yapildi. Her bir tiipii pipetaj yaptiktan

sonra 15 ml’ lik tiiplere alindi.

4.2.6.3. Proteinlerin uzaklastirilmasi
Calismanin basinda, 15 ml’ lik bir tiipe 500 ml sodyum perklorat ilave edildi,
tiipler oda sicakliginda 15 dakika boyunca bir rotora yerlestirildi ve tiipler birbenmared

icinde inkiibe edilmeye birakild1 (65°C) 30 dakikaya kadar.

4.2.6.4. Makromolekiilerin uzaklastirilmasi
Benmari’ den ¢ikarilan her tiipe 2 ml kloroform (-20° C) ilave edildi, 10 dakika

boyunca rotar mixte karistirildi, 10 dakika santrifiij yapildi.

4.2.6.5. DNA cokelmesi

DNA igeren supernatat Pasteur pipeti ile alindi ve 15 ml’ lik farkli bir tiipe
aktarildi, +4 °© C’ demuhafaza edilan etatol ilave edildi Falcon tiipii bir defa yavasca
alt iist edildi. Bu islemden sonra 6ze yardimi ile soliisyondan DNA elde edildi. Oze

ucu 1,5ml’lik ependorf tiipe akarild1 ve 200ml saf su ilave edildi.

RFLP nedir?

Bir DNA molekiiliiniin restriksiyon enzimleri kullanilarak farkli boyutlardaki
parcalara boliinmesi ve elde edilen DNA fragmentlerinin jel elektroforez teknolojisi
kullanilarak goriintiilenmesi islemine restriksiyon fraksiyonunun uzunlugunun

polimorfizmi (RFLP) denir.

[Ik RFLP haritas1 maymun viriisii 40’ 1n (S40) DNA’ sinin HINDII enzimi ile
kesilmesi sonucu olusturulmus ve analizden elde edilen 11 spesifik fragment sayesinde
virlisin DNA’ s1 lizerindeki biyolojik 6neme sahip alanlar1 tespit etmek miimkiin
olmustur. Bu calisma bir¢ok kalitsal hastaligin tan1 ve tedavisinde RFLP teknigi

kullanilmastir.

RFLP tekniginin uygulanmasi kolay bir yol olsa da calisilan gen alanm igin
dogru enzimi se¢gmek ¢ok Onemli bir adimdir. Calisma alanmma uygun olmayan
enzimler kullanildiginda, ¢ok sayida aralik veya c¢ok yakin goriilebilir. Bu durumda

olusan bantlarin sayr ve boyutlarini karsilastirmak ve degerlendirmek miimkiin
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olmayabilir. Bu amacgla, PCR iiriinlerinin belirli alanlarindan RFLP enzimleri
hakkindaki bilgilerin degerlendirilmesini tamamlayan organizmalardan elde edilen

enzimler i¢in ¢esitli programlar vardir.

RFLP Endoniikleaz nerede kullanilir?

1970 lerde RFLP endoniikleaz enzimlerinin piyasaya siiriilmesiyle
Rekombinant DNA teknolojisinin ilk adimlar1 atildi. Rekombinant DNA, DNA
pargalarinin DNA ligaz enzimi ile birlestirilmesiyle iiretilen ve RFLP endoniikleaz
enzimleri ile dogada kendiliginden olusamayan farkli tiirlerden DNA molekiillerinin

kesilmesiyle elde edilen yeni bir DNA molekiiliidiir.

Ozellikle klonlama calismalarinda siklikla kullanilan bu yéntem sayesinde
spesifik hedef gen bolgesini ¢cogaltmak, gen tarafindan kodlanan proteini iiretmek ve

DNA dizisini belirlemek miimkiindiir.

4.2.7. PCR asagidaki prosediir kullanilarak yapild:

PCR i¢in PCR mikrosantrifiij tiipleri hazirlanir
Her tiipe yerlestirilen her primerden 2 pl (ileri ve geri).

10 pul PCR Master Mix (DATP, DTTP, DCTP, DTTP ve 3 MMGCL2 ve 0,05
DNA polimeraz) eklendi.

31pL ultra saf su.
Sonunda hasta tiiptine 3 ul DNA eklendi
Her primer seti i¢in uygun programda termosikler igine yerlestirilmis karigim.

Programin tamamlanmasindan sonra, PCR f{irlinii spesifik enzimler ile

kesilmeye hazir.
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4.2.8. HLA-G ve HLA-E gen polimorfizmin amplifikasyonu icin polimeraz

zincir reaksiyounu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) toplam 50 pl hacimde gerceklestirildi.

Reaksiyon bilesenleri tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. HLA-G PCR bilesenleri.

Reaktif Hacmi pl/50
Forward primer 1

Reverse primer 1

Saf su 31

PCR Mastermix 14

DNA 3

Hazirlanan mikrosantrifiij tiipleri PCR cihazina yerlestirilir ve PCR

amplifikasyonu tablo 4 ve 5’te gosterilmistir.

Tablo 4. HLA-G Exon2’ nin PCR programiu.

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Zaman

1 94 °C 5dk

35 94 °C 1 dk
57°C 1 dk
72°C 1 dk

1 72°C 7 dk
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Tablo 5. HLA-G ve HLA-E gen Exon3 PCR programa.

Dongii sayis1 Sicaklik (°C) Zaman

1 95°C 5dk

35 94 °C 45 sn
61°C 45 sn
72°C 45 sn

1 72°C 7 dk

4.2.9. HLA-G ve HLA-E PCR amplifikasyonu

HLA-G ve HLA-E polimorfizmleri icin elde edilen PCR iiriinleri, retraksiyon
enzimleri ile kesilerek polimorfizm varligi belirlendi. 25 pl nihai hacim elde etmek
icin 15 pl amplifiye PCR iirtinti, 0.5 pl (Hinf-I, PpuM-I, BseR-I, Hpall)
RFLPenzimleri (10 ul/ul) ve bidistile su ile 5 mg bovin serum albiimini ekleyin.;
Kirpma, gece boyunca 37 °C’ de inkiibe edilerek saglandi. 10 pl enzim kesme tirtinii
eklenerek, 2 ul 6X yiikleme tamponu karisimi ilave edildi, %2 agaroz jelde 100 bp
DNA molekiiler markor (Fermentas) 110 V’ da 30 dakika uygulandi ve ultraviyole

transilluminatur ile degerlendirildi.

Tiim TGK hasta ve kontrol gruplarinda HLA-G geninde ekzon 2 ve 3’ {in
amplifikasyonu i¢in polimeraz zincir reaksiyonlar: yapildi. Agaroz jel elektroforezi,
her bir ekzon i¢in dogru molekiiler boyutlara sahip keskin, tek bantlar elde edildiginde
optimizasyon deneyini takiben her ekzon i¢in bu amplifikasyonu dogrulamak igin
kullanildi. Asagidaki sekiller, ekzon 2 (281BP) (Resim 7), ekzon 3 (276BP) (Resim 8)
ve 3 (280BP) (Resim 9) i¢in olan HLA-G geninin amplifiye edilmis ekzonlarimi

gostermektedir. Tim hastalar ve kontroller i¢in amplifikasyon saglandi.
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Resim 10. HLA-E 280bp PCR iiriinleri.

4.2.10. Enzimatik kesim

HLA-G ve HLA-E PCR fiiriinleri %2,0 lik agaroz jelde amplifikasyonun teyiti
icin ytriitiildii. Amplifikasyonun olan PCR iiriinleri tablo 6 da belirtlen enzimler ile

RFLP analizi gerceklestirildi.

34



Tablo 6. HLA-G geni ve HLA-E polimorfizmleri.

Gen Gen Exon Enzim
Hinf-I
2
PpuM-I
HLA-G
3
BseR-1/
HLA-E Exon 3 Hpa II

Enzimatik kesim bilesenleri kullenilan bilesenler tablo 7 de belirtiler.

Tablo 7. Enzimatik kesim bilesenleri.

Reaktif miktar (ul)
PCR Uriin 15

10x Nebuffer 2

Enzim 1

DNA yiikseltilmis iirin degisken uzunluk RFLP enzimlerinin pargalarina

ayrilir ve daha sonra elde edilen pargalar jel elektroforez ile uzunluklarina gore ayrilir.

Mikrosantrifiij tiipleri daha sonra, RFLP endoniikleazinin PCR {iriintini
sindirmesini saglamak i¢in 16 saat boyunca 37°C’ de PCR inkiibesyon birakildi. RFLP

tirtinleri %2’lik agaroz gelde yiiriitiildii.

4.2.11. RFLP analizi

HLA-G ve HLA-E polimorfik tipleri Tablo 8 de gosterilmektedir.

HLA-G geninin Exon 2 bolgesi PpuMI ile kesildikten sonra olusan 276 bp
bandi HLA-G*0105N polimorfizminin varligin1 géstermektedir.
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HLA-G geninin Exon 2 bolgesi Hinfi ile kesildikten sonra olusan 79+175+ 27
bp band1t HLA-G*0103 polimorfizminin varligin1 gostermektedir.

HLA-G geninin Exon 3 bolgesinin BseRI ile kesimden sonra olusan 276 bp
bandi HLA-G*0104 polimorfizminin varligini géstermektedir.

HLA-E geninin Exon3 bolgesi Hpa II enzimi ile kesildikten sonra olusan 280
bp band1t HLA-E*0101 polimorfizminin varligini1 gostermektedir. HLA-E genini
Exon3 bolgesi Hpa II enzimi ile kesildikten sonra olusan 260bp bandi HLA-E*0103

polimorfizminin varligini gostermektedir

Tablo 8. HLA-G geni ve HLA-E polimorfizmleri.

Gen Exon Enzim Band (bp) Ozellikleri
Hinf-I 79 +175+27 G*0103
ExCR Hepsi G*0103
106+175
harig
PpuM-I 276 G*0105N
HLAZ Hepsi G*0105N
108+168
harig
Exon 3
BseR-1/ 276 G*0104
Hepsi G*0104
40+236
harig
Hpa IT 280 3 E*0101
HLA-E Exon3
260+20 E* 0103
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Resim 11. HLA-G*0103 gen polimorfizmine ait bant bolgeleri.

Resim 13. HLA-G*0104 gen polimorfizmine ait bant bolgeleri.
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Resim 14. HLA-E*0101 \0103 gen polimorfizmine ait bant bolgeleri.

4.2.12. istatistiksel analiz

Calismada elde edilen kategorik veriler yiizde ve siklik, sayisal veriler ise
aritmetik ortalama -standart sapma olarak ifade edilmistir. Istatistiksel analiz SPSS
23.0 (IBM SPS 23 istatistikleri) programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Kategorik
verilerin analizinde sayisal verilerin analizinde Fisher hassasiyet testi kullanilmigtir.
Anlam diizeyi p <0,05 olarak kabul edildi. HLA gen polimorfizmi, allel frekanslar
ve genotipleme gruplarinin analiz sonuglar1 Fisher testi ve goreceli risk istatistiksel

yontemleri ile degerlendirildi.

Goreceli risk (RR): Goreceli risk: risk faktorii olan kisilerin, olmayanlara
kiyasla bir hastalik gelistirme (veya bir olay yasama) oranidir. Goreceli risk, maruz
kalan grup ile agia ¢ikan grup arasinda bir olay gelisme olasiliginin orani dikkate

alinarak hesaplanir. Goreceli risk degerleri su sekilde yorumlanabilir:
Goreceli risk = 1, maruz kalmanin sonucu etkilemedigi anlamina gelir.

Goreceli risk <1, sonug riskinin, koruyucu faktor olarak adlandirilabilecek maruz
kalma ile azaldig1 anlamina gelir. Goreceli risk >1, sonug riskinin maruz kalma ile

artt1g1 anlamina gelir.
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S. BULGULAR

Calismaya Ocak 2019- Subat 2022 yillar1 arasinda Dicle Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ na gelen iki ve iistii TGK oykiisii olan 100
kadin dahil edildi. Hasta grubunun ve saglikli kontrol grubunun ortalamalari ve

standart sapma degerleri Tablo 9° da gdsterilmistir.

Tablo 9. Kontrol ve hasta gruplarinin yasa gore dagilimai.

Hasta (N=100) Kontrol (N=100) P
Ort £ SS Ort =SS
Yas 8.0+3.2 7.2+3.5 0.075

Hasta grubunun yas ortalamasi 8,0+3,2 kontrol grubunun yas ortalamasi ise
7,243,5 olarak saptanmistir. Hasta ile kontrol gruplari arasinda yas ortalamasi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Calismamizda hasta grubundaki kadinlar 2 — 9 arasinda degisiklik gosteren
diisiik sayilarina gore istatistiksel olarak degerlendirildi (Tablo 10). 2 diisiik oram
(%30,7), 4 diisiik oran1 (%19,8), 5 diisiik oran1 (%2), 6 diisiik oran1 (%?2), 7 diistik
(%3), 9 diisiik oran1 (%]1) olarak bulundu ve ¢alismada 3 diisiik yapan kadinlarin oran1
%40,6 ile en yiiksek orana sahipti. Total Hasta grubunun ortalama diisiik sayis1 3,17
+ 1,2 olarak tespit edildi.

Tablo 10. Hasta gruplarinin diisiik sayisina gére dagilima.

Diisiik Tekrar Yiizde | Kiimiilatif

Sayisi % Yiizde
2.00 31 30.7 31.0
3.00 41 40.6 72.0
4.00 20 19.8 92.0
5.00 2 2.0 94.0
6.00 2 2.0 96.0
7.00 3 3.0 99.0
9.00 1 1.0 100.0
Total 100 100 100

Ortalama | Std. Sapma

3.17 1.26
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Sekil 2. Hasta diisiik sayilarinin yiizdelik dagilima.

5.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinda HLA-G0104 Allel Sikhig:

Hasta ve kontrol gruplarinda saptanan HLA-GO0104 polimorfizmlerinin allel
frekanslar1 tabloda gosterilmistir. Calismamizda kontrol grubundaki 100 saglikli
bireyin 41’ inde (%41,0) HLA-G0104 alleli, hasta grubundaki 100 hastanin 57’ sinde
(%57,0) HLA-GO0104 saptandi. TGK ve kontrol gruplarimin risk alleli agisindan
karsilagtirilmas1 sonucunda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmustur (Tablo 11) (p<0,05, RR=1,3).

Tablo 11. Hasta ve kontrol gruplarinda HLA-G0104 allel siklig1.

HASTA KONTROL
RR 95% CI): p-value
N=100 N=100
HLA-
57 57 % 41 41% 1.390 (1.040,1.858) 0.0336
G0104
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Sekil 3. Hasta ve kontrol gruplarinda HLA-G0104 allel siklig1.

5.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinda HLA-GO0105N Allel Sikhig:

Calismada hasta ve kontrol gruplarinda tespit
polimorfizmlerinin allel frekanslar1 tabloda gdsterilmistir. Calismamizda kontrol
grubundaki 100 saglikli bireyin 5° inde (%5,0) HLA-GO105 alleli, hasta grubundaki
100 hastanin 7’ sinde (%7,0) HLA-GO0105 alleli saptandi. TGK ve kontrol gruplarinin

risk alleli agisindan karsilastirilmasi sonucunda iki grup arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamustir (Tablo 12) (p>0,05, RR=1,2).

Tablo 12. Hasta ve kontrol gruplarinda HLA-GO105N allel siklig1.

edilen HLA-GO0105

HASTA KONTROL RR (95% CI): p-value
N=100 N=100
HLA-
7 7% 5 5% 1.20 (0.793, 6.102) 0.536
GO0105
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Sekil 4. Hasta ve kontrol gruplarinda HLA-GO105N allel siklig.

5.3. Hasta ve Kontrol Gruplarinda HLA-G0103 Allel Sikhig:
Caligmada hasta ve kontrol gruplarinda tespit edilen HLA-GO0103
polimorfizmlerinin allel frekanslar1 tabloda gosterilmistir (Tablo 13). Calismamizda

kontrol grubunda ve hasta grubunda HLA-G0103 saptanmadi.

Tablo 13. Hasta ve kontrol gruplarinda HLA-GO0103 allel sikligt.

HASTA KONTROL RR (95% CI): p-value
N=100 N=100

HLA-
0 0% 0 0% - -

GO0103

5.4. Hasta ve Kontrol Gruplarinda HLA-E0101 Allel Sikhg:

Caligmada hasta ve kontrol gruplarinda tespit edilen HLA-E0101
polimorfizmlerinin allel frekanslar1 tabloda gdsterilmistir. Calismamizda kontrol
grubundaki 100 saglikli bireyin 76’ sinda (%76,0) HLA-EO101 alleli, hasta
grubundaki 100 hastanin 69’ unda (%69,0) HLA-E0101 saptandi. TGK ve kontrol

gruplarmin risk alleli a¢isindan karsilastirilmas: sonucunda iki grup arasinda
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istatistiksel olarak anlaml1 bir iligski oldugu tespit edilmistir (p<0,05, RR=0,09) (Tablo
14).

Tablo 14. Hasta ve kontrol gruplarinda HLA-E0101 allel siklig1.

HASTA KONTROL RR 95% CI): p-value
N=100 N=100
HLA-
69 | 69% |76 76% 0.090 (0.765, 1.078) 0.336
E0101
78%
76%
76%
74%
72%
70% 69%
68%
66%
64%
HASTA N=100 KONTROL N=100

Sekil 5. Hasta ve kontrol gruplarinda HLA-E0101 allel siklig1.

Calismada hasta ve kontrol gruplarinda saptanan HLA-E0103
polimorfizmlerinin allel frekanslar1 tabloda gosterilmistir (Tablo 15). Calismamizda
kontrol grubundaki 100 saglikli bireyin 24’ iinde (%24,0) HLA-E0103 alleli, hasta
grubunda ise 31 hastada (%31,0) HLA-E0103 saptandi. TGK ve kontrol gruplarinin
risk alleli agisindan karsilastirilmasi sonucunda iki grup arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmamustir (p>0,05, RR=1,3).
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Tablo 15. Hasta ve kontrol gruplarinda HLA-E0103 allel sikligz.

HASTA KONTROL RR (95% CI): P-value
N=100 N=100
HLA-
31 31% | 24 24% 1.29 0.36
E0103 (0.849, 2.141)
35%
31%
30%
5504 24%
20%
15%
10%
5%
0%
HASTA N=100 KONTROL N=100
Sekil 6. Hasta ve kontrol gruplarinda HLA-E0103 allel siklig1.
5.5. Hasta ve Kontrol Gruplarinda HLA-g Genotipi Sikhig

bireyde G0104/G0104 genotipi saptandi. 1ki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmadi (p<0,05, RR=1).

G0104/G0105 genotipi saptands. iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

Calismamizda HLLA-g genotipi agisindan hasta grubundaki 100 kisiden 54°
iinde (%54,0) G0104/G0104 genotipi, kontrol grubunda ise 40 (%40,0) saglikli

Kontrol grubunda 1 bireyde (%1,0), hasta grubunda ise 3 bireyde (%3)

bulunmadi (p>0,05, RR=1).

vard:. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi (p>0,05, RR=1)

Kontrol grubunda 1 (%]1) kisi, hasta grubunda ise 3 (%3) kiside G0105/G0105

(Tablo 16).
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Tablo 16. Hasta ve kontrol gruplarinda HLA-g Genotipi sikligi.

HASTA KONTROL | RR (95% CI): p-value

N=100 N=100
G0104/ 3 3% 1 1% 1 (0.211, 4.934) 1.0000
GO0105
GO0105/ 3 3% 1 1% 1 (0.211, 4.934) 1.0000
GO0105
G0104/ 54 | 54% 40 | 40% 1.333 (1.00, 1.82) 0.0652
G0104
60%

54%
50%
40%
40%
30% B HASTA N=100
m KONTROL N=100
20%
10%
3% (19 3% (19
0% == ==
G0104/ G0105 G0105/ G0105 G0104/ G0104
Sekil 7. Hasta ve kontrol gruplarinda HLA-g Genotipi siklig1.
5.6. Hasta ve Kontrol Gruplarinda HLA-E Genotipi Sikhig:

Calismamizda hasta grubunda 100 kisiden 53’ iinde (%51,0) 0101/ 0101
genotip, kontrol grubunda ise 62 saglikli 100’ iinde (%62,0) 0101 /0101 genotip

bulunmustur. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,05,

RR=0,855).

Kontrol grubunda 14 kisinin (%14) ve hasta grubunda 16 kisinin (%16) 0101/
0103 genotipine sahip oldugu belirlendi. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli

iligki yoktu (p>0,05, RR=0,853). Kontrol grubunda 10 (%10) kisi, hasta grubunda 15
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(%15) kisi 0103,/0103 idi. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulanmad1
(p>0,05, RR=1,5) (Tablo 17).

Tablo 17. Hasta ve kontrol gruplarinda HLA-E Genotipi sikligt.

Genotipi HASTA KONTROL | RR (95% CI): P-value
N=100 N=100
N | (%) |N (%)
0101 /153 |53% |62 | 62% | 0.855 (0.672, 1.087) 0.2524
0101
0103 /115 | 15% |10 | 10% | 1.5 (0.70, 3.52) 0.32
0103
0101 /116 | 16% | 14 | 14% | 1.01 (0.570, 2.32) 0.853
0103

70%

62%

60%

53%

50%

40%

30%

20% 15% 16% | [ 149
10%
0%
0101/0101 0103 /0103 0101/0103

B HASTA N=100 (%)  ® KONTROL N=100 (%)

Sekil 8. Hasta ve kontrol gruplarinda HLA-E Genotipi siklig1.
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6. TARTISMA
Tekrarlayan gebelik kayiplar1 (TGK), 6nemli 6l¢iide arastirilmis, ancak bu

hastaligin nedenleri ve tedavisi heniiz tam olarak ¢oziilemediginden stresli ve onemli
bir klinik sorundur. TGK’ nin etiyolojisini agiklamaya yonelik kapsamli arastirmalara
ragmen, TGK’ Ilarin yaklasitk 9%50-60" 1 idiyopatik olarak kalmaktadir.
Tanimlanmayan bu durum TGK’ nin bir¢cok gen ve ¢evresel etkilesimi i¢eren ¢ok

faktorlii bir durum olmasindan kaynaklanmaktadir (27).

Diisiigiin olas1 bir nedeni, annenin bagisiklik sisteminin, ozellikle gebeligin
erken evrelerinde, yar1 allojenik fetiise (annenin antijenlerinin yarisini ve babanin
antijenlerinin yarisini ifade eden) nasil tepki verdigi ile ilgilidir. Anne adaylarinin
hamilelik sirasinda genetik olarak farkli fetal dokular tolere etmelerini saglamak icin
bircok mekanizma gelistirdigi bilinmektedir (27). Bu mekanizmalardan en 6nemlisi,
embriyonik kdkenli dokular, annenin bagisiklik hiicreleri (6rnegin NK hiicreleri) ve
hamilelik boyunca bagisiklik yanitinda yer alan sitokinler (6rnegin interldkin)

tarafindan saglanan HLAs tipinin kisitlanmasidir (27,84,97-99).

HLA-G ve HLA-E, dogal oldiiriicti hiicrelerle iligkili bagisiklik yanitta rol
oynayan bir HLA sinif 1 atijenleridir. Ilk olarak uterusta dogal oldiiriicii hiicreler
tizerindeki inhibitor reseptorler icin bir ligand olarak tanimlanmis ve maternal-fetal
toleransa katkida bulundugu diisliniilmiistiir. HLA-G’ nin uterus dogal o6ldiiriicii
hiicreler iizerindeki KIRDL4 reseptoriine baglanmasi, sitokinlerin salgilanmasin,
implantasyona yardimci olan anjiyojenik faktorleri ve plasental anjiyogenez ve
gelisimi diizenler (8). Antianjiyogenik etkiler, proanjiyogenik faktorleri dengelemek
icin trofoblast tarafindan salgilanan HLA-G’ ye baglanmistir. Tekrarlayan gebelik
kayb1 ve preeklampsi gibi gebelik bozukluklari ile HLA-G’ nin diisiik ekspresyonunun
varligi, HLA-G’ nin maternal ve fetal toleransta 6nemli bir molekiil oldugunu
gostermistir. Embriyonun basarili implantasyonu ve hamileligin korunmasinda 6nemli
bir role sahip olan HLA-G ve HLA-E seviyesini belirleyen genetik degisikliklerin
arastirilmasina yol agmustir (8,27,62,81,97,100).

Bu calismada agiklanamayan tekrarlayan gebelik kayiplarin hasta ve kontrol

gruplarinda HLA-G ve HLA-E gen polimorfizmleri ile iliskisinin olup olmadigi
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arastirtlmistir. Bu ¢alisma 18-43 yas araligindaki Tekrarlayan gebelik kayiplari olan
100 hasta ve 100 saglikli birey ile yapilmistir.

HLA-G ve HLA-E gen polimorfizmleri ile TGK arasindaki iliskiyi inceleyen

yayimnlarda c¢eligkili sonuclar bildirilmistir. Bazi c¢alismalar HLA-G/E gen
polimorfizmlerin TGK riskini artirdigin1  6ne stirerken, diger c¢aligsmalar bu
polimorfizmlerin TGK i¢in risk olusturmadigini bildirmektedir (Tablo 18). Meta-
analizlerin celigkili sonuglar1 nedeniyle, HLA-G/E polimorfizmleri ile TGK arasindaki

iligki belirsizligini korumaktadir.

Tablo 18. Literatirde TGK ve HLA c¢alismalarin sonugclari.

Calisma Calisma tiirii Teknik Hasta sayis1 Kontrol sayis1 = Sonuc¢
Hindistan Abbas (T}(j(lﬁ 10103 ile
ve ark. Hasta- Kontrol = PCR-SSOP 120 120
(2004)(76) al_’as_lpdg anlaml
bir iligki bulundu.
TGK ile G *
Almanya s 010103 ve G *
Pfeiffer ve ark. Hasta- Kontrol glszﬁ‘;lz ve 3un DNA  7¢ 113 0105N  arasinda
(2001)(81) anlamli bir iliski
bulundu.
Irak Reema ve PCR-RFLP exons 2 UGG
ark (2016)(93) Hasta- Kontrol nd 3 100 100 arasinda anlaml
a bir iligki bulundu.
Filistin A. Sharif PCR-RFLP exons 2 TGK ile HLA-G
veark (2013)(7) | Hasta-Kontrol o 4aicin 40 e iliskili bulunmad
TGK ile *0104
USA Aldrich ve PCR- RFLP exons 2 vey  G*0105N
ark (2001 (93) B i and 3 i¢in = ey arasinda anlaml
bir iligki bulundu
Cin Yan ve ark. ) N TGK ile HLA-G
(2011) 2006(17)  Hasta- Kontrol 1 (PCR-SSCP) 69 147 iliskili bulunmadi
Japonya . .
Yamashita ve Hasta- Kontrol ZCDRNSASiEiE;exons 2.3 20 54 ;l;ics}li(ilili)zll: 11;1133;3}1
ark (1999) (76) ’
Danca .
Steffensen ve ark = Hasta- Kontrol =~ PCR-SSOP) 80 150 TGK 4116 HLA-E
(2008) (94) iligkili bulunmadi
India Tripathi ve PCR-RFLP exons 2 1GIC 1ie Tl
rk (2006) (95) and 3 igin 200 200 SILA- BRI
a iligkili bulundu
. TGK ile iliskili
xs‘&m‘;:;‘;‘ld) Y¢ " Hasta- Kontrol ;CdR; RELP exons 2 g 120 HLA-E*0101
§ iligkili bulundu
Iran Fotoohi ve Hasta- Kontrol PCR—-ARMS of exons 2 200 200 TGK ile HLA-E

ark (2016)(96)

and 3

iligkili bulunmadi

Abbas ve arkadaslarinin, Hindistan” da 2004 de 2 ve daha fazla abortusu olan
120 TGK’li hasta ve 120 kontrol grubundan olusan bir populasyonda yaptiklar
calismada, G*0110103 polimorfizm frekansinin hasta gurubunda daha yiiksek oldugu
ve TGK riskini 1-2 kat artirtifin1 gostermislerdir (78). Almanya’ da Pfeiffer ve
arkadaslarinin 2001 de yaptig1 2 ve daha fazla abortus olan 78 hasta ve 113 kontrol
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grubu arasindaki caligmada Kadinlarda G * 010103 ve G * 0105N polimorfizm
frekansinin daha yiiksek oldugu ve TGK i¢in risk faktorii oldugunu ileri stirmiiglerdir
(84). Irak’ ta Reema ve arkadaslarinin 2016° de yaptig1 2 ve daha fazla abortus olan
100 hasta ve 100 kontrol grubu arasindaki ¢alismada Kadinlarda G * 0104 TGK i¢in
risk faktorii oldugunu bildirilmistir (96). Aldrich ve arkadaglarinin ABD’ de 2016’ de
yaptig1 2 ve daha fazla abortus olan 100 hasta ve 100 kontrol grubu arasindaki
calismada Kadinlarda *0104 veya G*0105N TGK icin risk faktorii oldugunu
saptanmigtir (96). Sharif ve arkadaslarinin Filistin’ de Yan ve arkadaslarinin Cin’ de
Yamashita ve arkadaslarinin Japonya’ da yaptiklart ¢alismalarda HLA G ile
tekrarlayan gebelik kayiplari arasinda iliski istatiksel anlamda bir fark saptanmadigi
gbzlenmistir (8). Calismamizda kontrol grubundaki 100 saglikli bireyin 41’ inde
(%41,0) HLA-GO0104 alleli, hasta grubundaki 100 hastanin 57’ sinde (%57,0) HLA-
G0104 alleli saptandi. iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p<0,05, RR=1,3). Calismamizda kontrol grubundaki 100 saglikli bireyden 5’ inde
(%5,0) HLA-GO105 alleli, hasta grubunda ise 100 hastanin 7’ sinde (%7,0) HLA-
G0105 saptandi. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05,
RR=1,2). Calismamizda hasta ve kontrol gruplarinda tespit edilen HLA-GO0103
polimorfizmlerinin allel saptanmadi. Calismamizin sonuglart bu sonuclarla
karsilastirildiginda, sonuglarimizin hem Irak hem de ABD’ de yapilan ¢alismalarla

uyumlu oldugu, fakat diger ¢caligmalardan farkli bulunmustur.

Calismamizda HLA-E gen allel frekanslaria baktigimizda HLA- E*0101 i¢in
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05).
Calismamizin sonuglarinin Mosaad ve arkadaslarinin Misir’da (94), Tripathi ve

arkaslarinin Hindistan’ da yaptiklari1 ¢caligsmalar ile uyumlu oldugu goriildii (96) .

Sunug olarak ¢alismamizda elde ettigimiz bulgular ve literatiir bilgileri 15181nda
HLA-G0104 ve HLA -E*0101 allel polimorfizmleri ile tekrarlayan gebelik kayiplar
arasida anlamli bir iligkili oldugunu ve bu polimorfizlerin TGK riskini arttirabilecegini
ama bunun dogrulanmasi icin degisik irklara ait daha genis hasta ve kontrol

guruplarinda ¢alisilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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7. SONUC

1. Hasta grubunun yas ortalamasi 7,243,1, kontrol grubunun yas ortalamasi ise
8,0 £ 2,9 idi. Hasta ile kontrol gruplar1 arasinda yas ortalamasi acgisindan istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

2. Caligmamizda hasta grubundaki kadmnlar 2 — 9 arasinda degisiklik gdsteren
diisiik sayilara gore istatistiksel olarak degerlendirildi (Tablo 11). 2 diisiik oram
(%30,7), 4 diisiik oram1 (%19,8), 5 diisiik oran1 (%2), 6 diisiik oran1 (%2), 7 diisiik
(%3), 9 diisiik oran1 (%]1) olarak bulundu ve ¢alismada 3 diisiik yapan kadinlarin orant
%40,6 ile en yiiksek orana sahipti. Total Hasta grubunun ortalama diistik sayis1 3,17
+ 1,2 olarak tespit edildi. Diisiik siklig1 istatistiksel olarak degerlendirildi.

3. Hasta ve kontrol gruplarinda saptanan HLA-GO0104 polimorfizmlerinin allel
frekanslar1 tabloda gosterilmistir. Calismamizda kontrol grubundaki 100 saglikli
bireyin 41’ inde (%41,0) HLA-G0104 alleli, hasta grubundaki 100 hastanin 57’ sinde
(%57,0) HLA-G0104 saptandi. TGK ve kontrol gruplarinin risk alleli agisindan
karsilagtirilmast sonucunda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,05, RR=1,3).

4. Calismada hasta ve kontrol gruplarinda tespit edilen HLA-GO105
polimorfizmlerinin allel frekanslar1 tabloda gdsterilmistir. Calismamizda kontrol
grubundaki 100 saglikli bireyin 5° inde (%5,0) HLA-G0105 alleli, hasta grubundaki
100 hastanin 7’ sinde (%7,0) HLA-GO0105 alleli saptandi. TGK ve kontrol gruplarinin
risk alleli acisindan karsilastirilmasi sonucunda iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamstir (p>0,05, RR=1,2).

5. Caligmada hasta ve kontrol gruplarinda tespit edilen HLA-GO103
polimorfizmlerinin allel frekanslar1 tabloda gosterilmistir. Calismamizda kontrol
grubunda ve hasta grubunda saptanmadi.

6. Calismada hasta ve kontrol gruplarinda tespit edilen HLA-E0101
polimorfizmlerinin allel frekanslar1 tabloda gdsterilmistir. Calismamizda kontrol
grubundaki 100 saglikli bireyin 76’ sinda (%76,0) HLA-EO101 alleli, hasta
grubundaki 100 hastanin 69’ unda (%69,0) HLA-E0101 saptandi. TGK ve kontrol
gruplarmin risk alleli a¢isindan karsilastirllmas1 sonucunda iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki oldugu tespit edilmisditir (p<0,05, RR=0,09).
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7. Calismada hasta ve kontrol gruplarinda saptanan HLA-E0103
polimorfizmlerinin allel frekanslar1 tabloda gosterilmistir. Caligmamizda kontrol
grubundaki 100 saglikli bireyin 24’ tinde (%24,0) HLA-E0103 alleli, hasta grubunda
ise 31 hastada (%31,0) HLA-E0103 saptandi. TGK ve kontrol gruplarinin risk alleli
acisindan karsilastirilmast sonucunda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmamistir (p>0,05, RR=1,3).

8. Calismamizda hla-g genotipi agisindan hasta grubundaki 100 kisiden 54’ iinde
(%54,0) GO104/G0104 genotipi, kontrol grubunda ise 40 (%40,0) saglikli bireyde
G0104/G0104 genotipi saptand1. Grup. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark saptanmadi (p<0,05, RR=1).

9. Kontrol grubunda 1 bireyde (%1,0), hasta grubunda ise 3 bireyde (%3)
G0104/G0105 genotipi saptands. iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p>0,05, RR=1).

10. Kontrol grubunda 1 (%1) kisi, hasta grubunda ise 3 (%3) kiside GO105/G0105
vards. iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi (p>0,05, RR=1)

11. Caligmamizda hasta grubunda 100 kisiden 53’ iinde (%51,0) 0101/ 0101
genotip, kontrol grubunda ise 62 saglikli 100’ {inde (%62,0) 0101 / 0101 genotip
bulunmustur. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,05,
RR=0,855).

12. Kontrol grubunda 14 kisinin (%14) ve hasta grubunda 16 kisinin (%16) 0101/
0103 genotipine sahip oldugu belirlendi. iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
iligski yoktu (p>0,05, RR=0,853).

13. Kontrol grubunda 10 (%10) kisi, hasta grubunda 15 (%15) kisi 0103/0103 idi.
ki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulanmadi (p>0,05, RR=1,5).

Sunug olarak calismamizda elde ettigimiz bulgular ve literatiir bilgileri 1s51g1nda
HLA-G0104 ve HLA E*0101 allel polimorfizmleri ile tekrarlayan gebelik kayiplari
arasida anlamli bir iligkili oldugunu ve bu polimorfizlerin TGK riskini arttirabilecegini
ama bunun dogrulanmasi i¢in degisik irklara ait daha genis hasta ve kontrol

guruplarinda ¢alisilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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10.2. Etik Kurul Onay Raporu
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10.3. Bilgilendirilmis Goniillii Onay Formu

Sizi Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1
tarafindan yiritilen “Diyarbakir bolgesindeki kadinlarda HLA-E ve HLA-G gen
polimorfizmi ile agiklanamayan tekrarlayan gebelik kayiplar1 (TGK) arasindaki iliski”
bashikli arastirmaya davet ediyoruz. Bu arastirmaya katilip katilmama kararini
vermeden Once, arastirmanin neden ve nasil yapilacagini bilmeniz gerekmektedir. Bu
nedenle bu formun okunup anlasilmasi biiylik ©nem tasimaktadir. Eger
anlayamadiginiz ve sizin i¢in agik olmayan seyler varsa ya da daha fazla bilgi

isterseniz bize sorunuz.

Sitogenetik analiz sonucu 46,XX karyotipindeki kadinlarda HLA-E ve HLA-
G gen polimorfizmi ile agiklanamayan tekrarlayan gebelik kayiplar1 (TGK) etkisini
saptayarak elde edilecek verilerin incelenmesi ve derlenmesi ile toplanacak bilgilerin
bilimsel caligsmalara katkis1 amaciyla sizlerin verecegi kan 6rnekleri bu aragtirmaya

biiytik bir etki saglayacaktir

Bagislayacaginiz kan 6rnegiyle, ¢aligmalarin sonuglarindan herhangi bir ticari
kazang¢ beklememeyi de taahhiit ediyorsunuz. Bu ¢alismaya katilmak i¢in herhangi bir

icret ddemeniz de gerekmemektedir.

Bu ¢aligmay1 yapabilmek i¢in kolunuzdan 10 ml (1 tiip) kadar kan almamiz
gerekmektedir. Kol damarinizdan kan alinmasi sirasinda igne batmasina bagli olarak
biraz act duyabilirsiniz. Az bir ihtimal de olsa, igne batmasi sonrasinda kanamanin
uzamasli, igne batan yerde gecici bir morluk gelismesi ya da ¢ok daha nadir olarak

enfeksiyon riski bulunmaktadir.

Prof. Dr. Mahmut BALKAN ve Sorumlu Arastirict doktora 6grencisi Vardana
Hasan ALNAAEA tarafindan Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve
Genetik Boliimii laboratuvarlarinda ortak olarak yiiriitiilecek bu genetik arastirma ile
ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir aragtirmaya

“katilimce1” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam genetikgi ile aramda kalmasi gereken bana ait

bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda biiylik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
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inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amagclarla kullanimi sirasinda

kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin ylriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim). Bu durumda
genetik malzememle ilgili calisma arastirmanin en yakin asamasi tamamlandiginda

sonlandirilacaktir.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk

altina girmiyorum. Bana bir 6deme de yapilmayacaktir.

Bu c¢alismaya katilmak tamamen goniilliiliik esasina dayanmaktadir.
Calismaya katilmama veya katildiktan sonra herhangi bir anda calismadan ¢ikma
hakkina sahipsiniz. Calismay1 yanitlamaniz, arastirmaya katilim i¢in onay verdiginiz
biciminde yorumlanacaktir. Size verilen formlardaki sorular1 yanitlarken kimsenin
baskis1 veya telkini altinda olmayin. Bu formlardan elde edilecek bilgiler tamamen
arastirma amaci ile kullanilacaktir. Sizden alinacak kan 6rnegi sadece calismada

belirtilen amag i¢in kullanilacaktir. Ilave bir inceleme yapilmayacaktir.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayict bir davranigla karsilagsmis degilim. Bana yapilan tiim
aciklamalar1 ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Kendi basima belli bir diisiinme
stiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimer” olarak yer alma kararini
aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde kabul

ediyorum.
GONULLU OLUR FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren
metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla
s0z konusu aragtirmaya genetik/biyolojik incelemeler yapilmak iizere kendi rizamla

higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 ve kan 6rnegi vermeyi kabul ediyorum.

GoOntlliinin
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Adi-Soyadi:  Imzast:

Vesayet altinda bulunanlar i¢in vasisinin:

Adi-Soyadi:  Imzast:

Aciklamalar1 yapan/6rnegi alan arastirmacinin:

Adi-Soyadi:  Imzast:

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gérevlisinin

Adi-Soyadi:  Imzast:
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