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Sekil 1: Fetiisiin maternal toleransi altinda yatan ¢oklu mekanizmalar. Anneler,
uterus i¢inde olan degisikliklerle ve embriyo/fetiisle, plesantanin 6zel
adaptasyonlariyla, fetiisiin sonuna kadar giivenle kalacagi immun toleransli bir
¢evrenin olugmasina eslik eder. NK hiicreleri, dogal 6ldiiriicii hiicreler; Treg, CD4+

regiilatuar T hiicreleri; TNF siiper ailesi, tiimor nekroz faktor siiper ailesi. 12

Sekil 2: Insan fetiisii, plasenta, ekstraplasental membranlar ve desidua olarak bilinen
modifiye endometriyumun sematik 6rnegi. Amniyotik kesede gelisen, fetiis plasenta

ve koryon membran (kirmiz1) i¢indeki trofoblast hiicrelerince ¢evrelenmistir. 13

Sekil 3: Klasik olmayan HLA smif Ib genleri (HLA-E, -F, -G) genleri, la (HLA-A, -
B, -C) genleri gibi 6. kromozomun kisa kolunda lokalize olmustur. Ayrica sekilde
HLA smif 2 genleri (-DR, -DQ ve -DP) goriilmektedir. HLA-G geni HLA-A genine

yakin bir bolgede bulunmaktadir. 14
Sekil 4: Klas | MHC molekiilii 15
Sekil 5: Klas II MHC molekiilii 15

Sekil 6: HLA-G geni ve ifadelenmesi. HLA geni klasik HLA sinif 1 genleri ile
hemen hemen ayni yapidadir. Ancak HLA-G'nin sitoplazmik kuyrugu daha kisadir
ve kodlama bolgesinde daha fazla polimorfizm goriilmektedir. HLA-G'nin 3' UT
bolgesinde 14 baz ciftlik delesyon/insersiyon polimorfizmi bulunmaktadir.
mRNA'nn alternatif u¢ birlestirmesi sonucu yedi HLA-G mRNA ve protein
izoformlar1 olusur. Bunun disinda ¢6ziilebilir HLA-G izoformlar1 bulunmaktadir. Bu
¢oziilebilir izoformlar (HLA-GS, -G6, -G7) hiicreler tarafindan salgilanabilir. Daha
kisa olan membran bagimli izoformlar (HLA-G2, -G3, -G4) hiicre yiizeyinde

ifadelenirler. 18
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marker, 2, 5, 8,9, 11, 12 numarali kuyularda 210 bg lik bantlar goriilmekte olup, 14
be lik delesyonun mevcut oldugu 6rneklerdir. 7 numarali kuyuda 224 baz ¢iftlik bant
goriilmekte olup, bu delesyonun goriilmedigi normal ornektir. 1, 3, 4, 6, 10, 13, 14
numarali 6rnekler 224 ve 210 bg lik bantlarin her ikisini de gostermekte olup

heterozigot 6rnekleri karakterize etmektedir. 35

Sekil 8: HLA-G geninin 14 bg lik insersiyonu i¢eren bolgesinin DNA dizi analizi ile
cogaltilmis 6rnegi. 36

Sekil 9: HLA-G geninin 14 bg lik delesyonunu igeren bolgesinin DNA dizi analizi ile
cogaltilmis Ornegi. 37
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1. GIRIS

Cocuk sahibi olma evlilik kurumunun beklenen ve neredeyse kaginilmaz sonucudur.
Evli olan c¢iftlerin hemen hepsi ¢ocuk sahibi olmayi planlamaktadir. A.B.D’de
yapilan ulusal bir ¢alismada kadinlarin % 2,8’1 ve erkeklerin % 3,5’1 ¢ocuk sahibi
olmay1 planlamadiklarim bildirmislerdir. Infertilite bir yil siireyle korunmaksizin
cinsel iliskide bulunulmasina ragmen gebelik olmamasi olarak tanimlanir. Ureme

cagindaki ciftlerin % 10-15 infertildir.

Ureme biyolojisinde maternal immiin sistemin gelisen fetiisu nasil reddetmedigi
gizemini koruyan bir konudur. HLA-G, maternal-fetal toleransta rol oynayan bir
HLA klasl antijenidir. Calismalar HLA-G antijeninin insan preimplantasyon
embriyosunda eksprese olabildigini, immiin diizenleyici rolii ile tolerojenik
fonksiyonunun oldugunu ve implantasyonun kontroliinde rol oynadigini ortaya

koymustur.

HLA-G geninin 3'UTR (untranslated region= transle olmayan bolge) bolgesindeki 14
(bg) baz ciftlik delesyon-insersiyon polimorfizminin, HLA-G ifadelenmesindeki
degisiklikler ile ilgili oldugu bulunmustur. Bu polimorfizmin, HLA-G mRNA'sinin
alternatif ug birlestirmesi ve HLA-G diizeyindeki farkliliklarla iligkili oldugu, ayrica
implantasyon ve gebelik siiresince fetiis ve annenin HLA-G ifadelenmesinin immiin

diizenleyici roliinti etkiledigi diistiniilmektedir (Hviid ve ark., 1999, 2003).

Bu calismada, HLA-G geni 3’UTR’deki delesyon/insersiyon polimorfizminin
infertil kadinlarda, ozellikle de agiklanamayan inferilite tanis1 olan kadinlarda
taranmasi amaclanmistir. Tez calismasi, bu polimorfizmin iilkemizdeki infertil ve
sagliklt kadinlardaki sikliklarinin belirlenmesini, hasta ve kontrol gruplariin
karsilagtirillmasiyla HLA-G’nin iilkemizde kadin infertilitesine neden olan genetik

faktorlerden biri olup olmadiginin anlagilmasini saglayacaktir.



1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. infertilite

Infertilite en az 1 yil korunmasiz diizenli cinsel iliski (haftada iki giin) olmasina
ragmen, gebeligin gergeklesmemesi olarak tanimlanir (Kisnis¢i HA ve ark.,1996).
Bununla beraber tiimiiyle fertil populasyonda yapilan bir ¢aligmada ciftlerin %
6,6’sinin  gebe kalmak icin 2 yila ihtiyac duyduklar1 gosterilmistir. Infertilite
tireyebilen yas grubundaki (18-45) ciftlerin % 10-15 kadarmi etkilemektedir. Son
yillarda bu oranin % 30 lara kadar ¢iktig1 bilinmektedir. Normal ve saglikli ¢iftlerde
1 yil icinde beklenen toplam gebelik orant % 93 olup, yas ilerledikge fertilitede
belirgin bir azalma meydana gelmektedir (Robinson GE ve ark, 1994). Ulkemizde
1,5-2 milyon ¢iftin kisir oldugu tahmin edilmektedir.

1.1.1.1. Epidemiyoloji

Fertiliteyi etkileyen basta yas olmak iizere pek cok neden vardir. Yasla birlikte
overlerde folikiil kalitesinde azalma, fertilize olan ovumun implantasyon sansinda
azalma, dolayisiyla fertilitede belirgin azalma meydana gelmektedir. 15-24 yas
arasindaki kadinlarin % 4’tinde azalmis fekonditeye (bir menstriiel siklus igerisinde
gebe kalma orani) rastlanirken, bu oran 25-34 yas arasinda % 13’diir. 40 yasindaki
kadinlarin % 33’0, 45 yasindakilerin ise % 87’si infertildir ( Atherton F. ve ark,
1995). Yasla birlikte kromozomal anomalilerinin sikligi ve kendiliginden diisiik

orani artar.

Klinik olarak tanmabilen diisiik oram1 30 yasina kadar % 10 iken, 30 yaslarin
sonunda % 18’e, 40 yaslarin basinda ise % 34’c¢ c¢ikar. Ayrica 30’lu yaslara
girildiginde endometriyozis, pelvik infeksiyon gibi fertiliteyi etkileyebilecek bir
takim hastaliklarin goriilme ihtimali de artar. Ciftlerin dogurma yasini bilerek
geciktirmeleri, ilerleyen yagla birlikte seksiiel aktivitenin azalmasi da, dolayli olarak
yas faktorii i¢ine dahil edilebilir (Jaffe SB ve ark,1991; Menken J. ve ark.,1975;
Westrom L ve ark.,1975).



Yas ilerledikce cevresel olumsuz faktorlere maruz kalma olasiligindaki artis

fertilizasyonu da etkileyebilir ( Stillman RJ ve ark,1986; Smith CG ve ark,1987).

Baz1 bulgular son yillarda infertilite oranlarinda artma oldugunu goéstermektedir.
ABD’de 20-24 yas grubundaki kadinlarda 1965°den beri infertilite oraninda yaklasik
3 kat artig bildirilmistir (Robinson GE.ve ark.,1994-1997). Bu durum tam
yontemlerindeki gelismelerle infertilite tanisinin ve nedenlerinin saptanmasinin
artmasina, potansiyel tedavi rejimlerinin ve sigorta kampanyalarinin bu
midahalelerin bazilarina artan 6demelerinin ¢ogalmasia baglanmigtir (Whiteford

LM., ve ark ,1995).

Ayrica evlilik yasinin ilerlemesi, dolayisiyla ¢cocuk dogurma yasinin gecikmesi,
intrauterin diyafram ve kontraseptiflerin kullanilmasi, cinsel yolla gegen hastaliklarin

artmasinin da infertilitede etkileri oldugu diisiiniilmektedir ( Robinson GE. ve ark,

1994-1997).

1.1.1.2. Infertilite Nedenleri

Yapilan  ¢alismalar  infertilitenin  temelde  kadinlardaki ~ bozukluklardan

kaynaklandigini gostermektedir.

Popiilasyon temelli bir calismada asagidaki sonuglar bildirilmistir (Hull MG ve
ark,1985).

e FErkek faktorii (hipogonadizm, post-testikiiler defektler, seminifer tiibiiler

disfonksiyon) — 26 %

e Ovulatuar disfonksiyon — 21 %

e Tibiiler hasar — 14 %



¢ Endometriyozis — 6 %

e Koital sorunlar— 6 %

e Servikal faktor — 3 %

e Aciklanamayan — 28 %

1.1.1.3. Etiyoloji

Kadina ait infertilite nedenleri arasinda Onemli yer tutan faktdrlerden birisi,
ovulatuvar ve luteal disfonksiyonlar olup, tiim infertilite sebepleri arasinda % 15-20,
kadin infertilitesi sebepleri arasinda % 40 oraninda goézlenmektedir (Speroff L. ve
ark, 1999). Menstriiel siklusta yumurtlamayla sonuclanan folikiil gelisimi ve
yumurtlama sonrasinda gelisen luteal faz, birlikte ovulatuvar ve luteal faktorii
olusturur. Bu siiregte olusabilecek bozukluklar déllenmis ovumun implantasyonunu

etkileyerek infertiliteye neden olabilir (Sahmay S.,1995).

Ovulatuvar faktorii olusturan yumurtlama ve luteinizasyon ile ilgili gonadal

seviyedeki muhtemel bozukluklar asagidaki gibi siniflandirilabilir:

e Luteal faz yetmezligi: Yumurtlama olmasi, fakat luteinizasyonun yetersiz
olmasidir. Yumurtlama sonrasinda gelisen korpus luteum fonksiyonlarinin
yetersizligini ifade eder. Korpus luteumun progesteron yapiminin yetersizligi
sonucunda, ya da endometriyumun cevapsizliginda olusur. % 3-4 infertilite
nedeni olabildigi gibi % 35 oraninda da tekrarlayan diisiiklere yol acan

onemli bir faktordiir. (Sahmay S.1995; Givens JR. ve ark, 1986).

e Anovulasyon: Kadinda folikiil gelismemesi ya da gelismesinde bozukluk
olmast sonucunda yumurtlamanin olmamasidir. Obezite, agir egzersiz,

duygusal durum, hipofiz ve over kaynakli (6zellikle polikistik over ) nedenler



ayrica tiroid, siirrenal, hepatorenal nedenler anovulasyona sebep olabilir.
Bazen anovulasyona sebep olan bir neden bulunmaz, bu grup yumurtlamanin

uyarilmasina iyi sonug verir (Sahmay S.,1995; Givens JR. ve ark.,1986).

Tubaperitoneal faktorler infertilite etyolojisinde % 35-40 oraninda yer tutar ( Speroff
L. ve ark.,1999) . Sebepleri su sekilde siralayabiliriz:

e Pelvisin inflamatuar hastaliklarn

e Endometriyozis

e Abdominopelvik operasyonlar

Uterusa ait faktorlerin goriilme siklig1 % 2-5 arasindadir ( Jelewicz R ve ark, 1995) .
Konjenital olabildigi gibi sonradan da meydana gelen bu patolojiler sdyle
siralanabilir:  Miyomlar ve endometrial polipler, rahim i¢i yapisikliklar,

endometritler, miillerian anomaliler.

Servikal faktorler, infertil olgularmm % 5-10’undan sorumludur. Mukusta meydana
gelen kalite, kantite, infeksiyon ve immunolojik degisikliklerdir (Jelewicz R ve

ark,1995).

1.1.1.4. Aciklanamayan Infertilite

Gebelik olusabilmesi icin gerekli asamalardan herhangi birinde ortaya ¢ikan bir
engel sonucunda ortaya ¢ikan infertilitenin tetkikinde her iki cinse yonelik ileri
tetkikler kullanilmakta ve bunlarin sonucunda sebep bulunamayan olgular

aciklanamayan infertilite olarak adlandirilmaktadir (Colgar U. ve ark.,1995).



1.1.2. Immiin Sistem

Immiinite, organizmanin basta mikroorganizmalar olmak iizere her tiirlii yabanci
maddeye karsi verdigi yaniti tanimlamak {izere kullanilir. Immiiniteden sorumlu

hiicre ve molekiiller immiin sistemi olusturur.

Geleneksel olarak immun sistem farkli fonksiyonlara sahip 2 gruba ayrilarak

incelenir:

e Dogal Immiinite

e Adaptif (Kazanilmis) immiinite

Dogal Immiinite: Bireyi, potansiyel olarak tehlikeli ajanlardan koruyan ve ¢ogu bu
ajanlarla karsilagmadan 6nce de organizmada zaten bulunan koruyucu mekanizmalar
dogal immiiniteyi olusturur. Dogal immiinite elemanlar1 mikroorganizmalara karsi
ilk basamak savunmayi yaparlar ve bazi hallerde mikroorganizmanin ortadan
kaldirilmasinda tek baslarina yeterli olabilirler. Deri ve mukoz membranlarin
olusturdugu fiziksel engel, epitelyum yiizeylerdeki antimikrobiyal maddeler
(defensinler, kriptosidinler), kan ve dokulardaki fagositik hiicreler (makrofajlar,
notrofiller), dogal oldiiriicii hiicreler (naturel killer, NK) ve akut faz proteinleri
(CRP) ve kompleman sistemi gibi bazi plazma proteinleri dogal immiinitenin baslica
elemanlarin1 olusturur. Dogal immiinite sadece farkli sinif mikroorganizmalari
ayirabilmektedir, cesitliligi sinirhidir, hafizasi yoktur. Buna karsilik bi¢im taniyan
reseptorleri tagiyan hiicrelerin efektor fonksiyonlarini gostermek igin ¢ogalmalari
gerekmediginden, etkinliklerini ¢ok ¢abuk gosterirler. Dogal immiin sistem, adaptif
immiin sistemin reseptdr say1 ve cesitliligiyle karsilagtirildiginda, ileri derecede
simirlt  sayidaki reseptorleriyle mikroorganizmalara ait belirli yapilar1 taniyip
kostimiilatorler, sitokinler ve kemokinlerin yapimini indiikleyerek antijen spesifik
lenfositlerin uyarilmasin1 ve adaptif immiin yanitin baslamasini saglar. Boylece

dogal immun sistem bir sekilde kendi ile kendi olmayami taniyarak kendi



organizmasina zarar vermedigi gibi daha sonra gelisecek adaptif immiin yanit tipinde

de belirleyici olabilir.

Adaptif Immiinite: Bir yabanci ajan ile karsilasildiginda uyarilan ve sadece o antijene
0zgl olarak gelisen ve o antijenle bir kez daha karsilasildiginda daha giiclii olarak
yanit verilmesini saglayan sistemdir. Adaptif immiinitede ¢ok cesitli hiicre ve
molekiilleri birlikte c¢alisirlar. Adaptif immiinitenin baslica elemanlart1 T ve B
lenfositler, antikorlar ve bazi sitokinlerdir. Antijen sunan hiicrelerin de ¢ok onemli

roli vardir.

Adaptif immiin yanitlar dogal immiin yanit1 takip eder. Adaptif immiinite, dogal
immiinitenin koruyucu mekanizmalarinmi gii¢clendirir, bu mekanizmalar1 antijenin giris

yerine yonlendirerek yabanci antijenin ortadan kaldirilmasini kolaylastirir.

Adaptif immiin yanitlar, sekonder lenfoid dokular olarak adlandirilan lenf nodlari,
dalak ve mukoza ile iliskili lenfoid dokularda geligir. Bu tiir yanitlar, cevabi
olusturan immiin sistem elemanlarina gore hiimoral ve hiicresel diye iki grupta

incelenirler ve farkli mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasinda islev goriirler.

Hiimoral Immunite: Burada antijeni spesifik olarak taniyan ve cesitli mekanizmalarla
ortadan kaldirilmasin1 saglayan molekiiller olan antikorlar baslica rolii oynar.
Antikorlar, spesifik antijeni ile karsilasmig B lenfositlerden farklilasan plazma
hiicreleri tarafindan yapilan immiinoglobulinlerdir. Antikorlar dolasimdaki ekstra-
selliler mikroorganizmalar ve toksinlerine baglanip ortadan kaldirilmalarim
yonlendirirler. Buna karsilik dolasan antikorlar viriisler, mantarlar ve bazi bakteriler
gibi hiicrei¢i yerlesim gosteren mikroorganizmalara ulasamazlar. Bunlara karsi
savunmada, mikroorganizmalarin aktif makrofajlarca fagosite edilerek ortadan
kaldirilmasini ya da infekte hiicrenin lizisini saglayan hiicresel immiinite baglica rolii
oynar. Normal, saglikli bir yetigskinin serumunda sayilamayacak kadar farkli tipte

antikor molekili bulunur.



Hiicresel Immiinite: Burada antijeni spesifik olarak taniyan T lenfositler baslica rolii
oynarlar. T lenfositler antijeni ancak ASH (Antijen Sunan Hiicre)'ler ya da hedef
hiicre tizerindeki MHC molekiilleri ile birlikte sunuldugunda tanirlar. Yiizeylerinde
CD4 molekiilii tastyan yardimer T lenfositler (Th) Klas I MHC tarafindan sunulan
antijenleri taniyabildikleri i¢in bu olaya Klas I MHC'ye bagimli ya da Klas Il MHC
ile siirli denir. Yiizeylerinde CD8 molekiilii tasiyan sitotoksik T lenfositler (Tc veya

CTL) ise MHC Klas I'e bagimlidir.

Th hiicrelerinin alt tipleri: Thl, Th2, Th17, Treg hiicreleridir. Th1 ve Th2 farkh
sitokinleri salgilayarak birbirlerinin etkilerini dengelerler. Somatik hiicrelerin hemen
hepsinde Klas I MHC molekiilleri mevcutken, Klas I MHC molekiilleri baglica
profesyonel antijen sunan hiicreler (dendiritik hiicreler, aktif makrofajlar ve B
lenfositler) olmak tizere nispeten kisitli sayida hiicrede bulunur. Dendiritik hiicreler
deride ve mukozal yiizeyin altinda bulunduklarinda Langerhans hiicreleri olarak
adlandirilirlar.  Karacigerdeki Kupffer hiicreleri, santral sinir sistemindeki

mikrogliyal hiicreler ve kemikteki osteoklastlar belli 06zellikleri olan doku

makrofajlardir ( Delves PJ. ve ark., 2000; Abbas AK ve ark., 2000).

1.1.2.1. Gebelikte Immiinite

Gebe, gebelik boyunca T hiicrelerine bagimli bilinen mekanizmalar agisindan immiin
defekt gostermez ve gebelik boyunca immiin kompetan kalir. Ancak gebelikte
maternal immiin cevaplar yine de bazi degisikliklere ugrar. IL-2 olusturan Thl
sitokin profili gebelik siiresince baskilanir ve profil Th2 yoniine kayar. Thl cevabi
fetal allograftin rejeksiyonunu provoke eder; bu nedenle Th2 hiicre etkisi altinda
gebelik boyunca baskilanir. Gebe kadinda Th1/Th2 sitokin orami belirgin bigimde
diisiiktiir ve bu dogumdan sonra da bir siire devam eder. Desidual Th1 hiicrelerinin
azalmasi, Fas-Fas Ligand araciligi ile olusan apoptozdan ileri gelebilir. Th2
dominans1 ozellikle feto-plasental ¢evrede belirgindir. Feto-plasental iinitten alinan
supernatantlarda, Th2 {iriinii olan artmig IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-3 diizeyleri saptanir.
Thl iirlini olan IFN-y ifadelenmesi gegici olarak baskilanmistir. Gebelikte ndtrofil

aktivitesi de belirgin olarak azalmis bulunur. Th2 dominansina uygun olarak



maternal immiin cevap, hiicresel immiiniteden uzaklasir ve antikor yapimina dogru
kayar. Gebelik stliresince RA (Romatoid Artrit) gegici remisyona girer. Buna karsilik
asir1  otoantikor yapimu ile birlikte oldugu bilinen SLE (Sistemik Lupus
Eritematozus) alevlenmeler gosterebilir ( Forsthuber T ve ark,1996; Moncayo H ve
ark,1994; Reinhard G ve ark, 1998; Strirrat GM ve ark, 1994; Wegmann TG ve ark,
1993).

Gebelerde maternal-fetal karsilikli ylizeylerde Th2 sitokin yapiminin artmis
bulunmasi, fetal yasam bakimindan énemlidir ve muhtemelen, immiinolojik toleransi
korumaya yonelik bir durumu ifade eder. NK aktivitesi gebede azalmistir. Farelerde,
IFN- vy ile NK aktivitesinin indiiklenmesi fetal rezorbsiyona yol agar. Uteroplasental
TNF-a yapimi gebelik siiresince artsa bile, sitokin, sinsisyotrofoblastlar tarafindan
sentezlenen ¢oziinebilir TNF-a reseptorleri ile notralize edilir. Gebelerde CD4+ T
hiicrelerinin azaldigi, baskilayict CD8+ T hiicrelerinin artti§i ve B hiicre
immiinitesinin degismedigi bildirilmistir (Lin H ve ark.,1993; Sarzotti M ve

ark.,1996; Watanabe M ve ark., 1997)

Gebelik siiresince yukarida ozetlenen bu degismelerin, hiicre-i¢i patojenler (bazi
viriisler, T.gondii, M.tuberculosis, L.monocytogenes) lehine bir durum yarattig
diisiintilebilir. Ancak gebelik sirasinda anne ve fetiis arasindaki karsilikli
immiinolojik  etkilesimler, maternal lenfositlere fetal antijen sunumunun
olmamasindan veya maternal lenfosit fonksiyonlarinin, maksatli olarak baskilanmis
tutulmasindan dolayr sadece baskilanmistir. Gebe kadin, enfeksiyona belirgin
bicimde duyarli olmasa bile gebelik, kazanilmis (adaptif) immiinitenin aktif olarak
baskilandigi doénem olarak dikkate alinmalidir. Bununla birlikte, bu baskilanma,
maternal dogal immiinitenin aktivasyonu ile dengelenir. Gebelikte graniilositlerin,
monosit/makrofajlarin sayilari ve fonksiyonlari artmis bulunur. Buna karsilik NK
hiicrelerinin sayisi, sitotoksik kapasiteleri ve IFN-y sentez kapasiteleri azalmistir.
Kompleman sisteminin komponentleri ve akut faz proteinleri de gebelik siiresince
artmistir. Dolayisiyla gebelikte fetiisiin giivenligini saglayan selektif immiinolojik
degismelerin, bir immiin yetmezlik gibi degerlendirilmesi dogru degildir. Dogal

immiinitenin gebelik sirasinda asir1 diizeyde aktif olmasi, anne yoniinden (bazi
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enfeksiyonlarin agirliginda artig, pre-eklampsi) ve fetiis yoniinden (disiik riski)
zararli olabilir. Insanda maternal enfeksiyonlarda pro-inflamatuar sitokin yapimi
dogum sancilarini baslatarak erken dogumu indiikleyebilir (Crouch SPM ve ark.,

1995; Reid MST ve ark., 1998; Sacks G ve ark.,1999; Wilson CB ve ark.,1986).

1.1.3. Gebelikte immiin Tolerans

Insan gebeliginin basarisi, fetiisiin maternal uterusta dokuz ay boyunca
reddedilmeden kalabilmesi, immiinolojinin ilkelerine kars1 gelir (Hunt J.S ve ark.,

2005).

Medawar, gebelikte fetiisiin maternal rejeksiyonunu engellemedeki stratejileri ilk
olarak tartismistir (Medawar P. B.,1953). Onerilen mekanizmalar maternal ve fetal
dokularin fiziksel ayirimi, graft reddini tetikleyecek fetal antijenlerin yoklugu ve

toleransin gelismesini igerir.

1.1.3.1. Semialojenik Fetiisii Maternal Graft Rejeksiyondan
Koruma Stratejileri

Gebelik sirasinda, maternal immiin sistem aktiftir, bazi durumlarda fetusa zarar
verebilir. Tanimlanmis patolojik olaylar; fetal eritrositlerin (Rh antijen,
eritroblastozis) ve trombositlerin (HPA-1 ve -2, alloimmiin trombositopeni) maternal
antikorlar ve gebelik enfeksiyonlariyla aktive edilmis makrofajlarin yiiksek seviyede
Th-1 tip sitokinleri salgilamasiyla degismesini igerir ( Hunt ve ark,1989; Marzi, M.
ve ark, 1996).

Maternal immiin sistem kanitlanabilir bi¢imde aktif olmasina ragmen, annelerin
genellikle genetik olarak kendinden kismen farkli olan fetiisleri reddetmek yerine,
tolere ettikleri goriiliir. Normal olarak annenin fetal hiicrelerce eksprese edilen
yabanci (paternal) HLA ve diger antijenlere karsi graft saldirici antikorlar ve

sitotoksik T lenfositler (CTL) iiretmesi beklenir.
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Ebeveynlerin HLA antijenlerinde hemen hemen tamamen farkli olmasina karsi,
fetlisiin rejeksiyonunda paternal HLA’nin maternal olarak algilanmasi sonucu,
yeterince aciklanamamustir. Gebe kadinda, anti-paternal HLA antikorlari olmasina
ragmen, fetlise zarar vermez. Hatta fetal membranlarda eksprese olan asil HLA

antijenleri immiinojenikten daha ¢ok tolerojeniktir ( Hunt J. ve ark., 2003).

Maternal CTL tarafindan atak, asagida aciklandigi gibi efektif olarak engellenir.
Sonugta, maternal toleransin altinda yatan mekanizmalar beklenmedik sekilde
etkilidir ve embriyo/fetiisiin canliligin1 garantilemek ic¢in nasil immiin toleransin

gebeligin dogal durumunda saglandig: kritik sorusunu ortaya ¢ikartir.

Maternal ve fetal islemlerin prensiplerinin giivenli bir ¢evre liretmesine katkida
bulunmasint 6rnekleyebiliriz (Sekil 1). Uterus i¢inde, implantasyon sonucunda
endometrial 10kosit alt gruplarinda ciddi bir degisiklik olur. Degistirilmis
endometriyum (simdi desidua olarak ifade edilir) lokal korumanin dogal bagisiklik
sistemiyle yavas yavas bir sekile doniisiir. Bu noktadan ileriye dogru, kazanilmis
bagisikligin ana oyunculari, T ve B lenfositler, fetal dokularin uzagindaki
miyometriyum i¢inde; diger yandan da dogal immun sistemin iiyeleri olan dogal
oldiiriicti hiicreler (NK) ve makrofajlar desidua’da baskindir (Givan A. L. ve ark,,

1997; Bulmer J. N. ve ark, 1988).

Bir istisna olarak CD4+/CD25+ hiicrelerinin Treg alt grubu, IL-10 (interldkin-10) ve
TGF-B1(Transforming Growth Faktor- B1) iiretir ve bu iiretimin toleransi saglamada

onemli oldugu bilinir (Sakaguchi S, 2000; Read S.ve ark, 2001).

Bu hiicrelerin erken desidua’da proliferasyonu ostrojenle uyarilir (Polanczyk M. J. ve

ark., 2004).
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Sekil 1: Fetiisiin maternal toleransi altinda yatan ¢oklu mekanizmalar. Anneler,
uterus icinde olan degisikliklerle ve embriyo/fetiisle, plesantanin  Gzel
adaptasyonlariyla, fetiisiin sonuna kadar giivenle kalacagi immun toleransh bir
cevrenin olugmasina eslik eder. NK hiicreleri, dogal dldiiriicii hiicreler; Treg, CD4+
regiilatuar T hiicreleri; TNF siiper ailesi, tiimor nekroz faktor siiper ailesi.

Fetiis, blastokistin trophectoderm katmanindan ortaya ¢ikan, trofoblast hiicrelerinden
olugmus, blastokistin i¢ hiicre kiimesinden tiiremis, koruyucu bir kabuk igerisinde
izole edilmistir (Sekil.2). Bu durum, trofoblast hiicrelerinin agir sorumluluguna
uygun olarak maternal ¢evreyle etkilesimini ve fetiisiin maternal immiin ataklara
kars1 korunmasini saglar. Trofoblast hiicreleri antikor-bagimli zarari, yiiksek
seviyelerde kompleman diizenleyici proteinler gostererek (Hsi B. L. ve ark, 1991),
inhibitor liyelerinden B7 ailesi (Petroff M. G. ve ark, 2003) ifadelenmesiyle hiicre-
aracili immiiniteyi azaltarak ve apoptoz- baskilayici liyelerden TNF (timor nekroz
faktor) ligandlar ailesiyle( Chen, H. L. ve ark, 1991) atlatir (Sekil.1). Desidua’daki
hiicreler ile fetal hiicreler immiin baskilayici sitokinleri, kemokinleri ve T lenfosit
proliferasyonunu azaltan prostoglandinleri ve progesteron gibi yiiksek seviyelerdeki

immiin baskilayicit hormonlar tiretir.
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Sekil 2: Insan fetiisii, plasenta, ekstraplasental membranlar ve desidua olarak bilinen
modifiye endometriyumun sematik 6rnegi. Amniyotik kesede gelisen, fetiis plasenta
ve koryon membran (kirmizi) i¢indeki trofoblast hiicrelerince ¢evrelenmistir.

Ust igerik: Plasental villideki sitotrofoblast (CTB) hiicreler, tim farklilasmis
trofoblast hiicre popiilasyonlarinin ata hiicreleri olarak etki eder, siirekli maternal
kana maruz kalan sinsityotrofoblast(sTB) tabakasini icerir. Bu tek hiicre katmani
maternal-fetal besin ve atiklarin transferinden, plasental hormonlarin sentezinden ve
maternal hiicre trafiginde fetiise fiziksel bariyer saglanmasindan sorumludur. CTB
hiicreleri hizla ¢ogalir ve desidua igine gog¢ eder, plasentaya tutunur ve basarili

gebelik i¢in gerekli mutlak 6nemli fizyolojik olaylara yardimci olur.

Alt icerik: Tek katman epitel hiicrelerden olusan amniyotik membran, amniyotik
stvida fetiisii tutan giiclii bir kesedir. Koryon membran CTB hiicreleri, ekstravillous
CTB hiicrelerinin gogiliyle tiiremis, maternal desidual hiicrelerinle direk olarak

kesisir.

1.2. HLA Sistemi

Immiin sistemin baslica gorevi, organizmayr yabanci molekiillere ve

mikroorganizmalara karst savunmada onlart tanimak ve c¢esitli effektor
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mekanizmalarla cevap vermektir. Immiin tanimada yabanci antijenleri self olanlardan
ayirt etme gorevi baslica MHC (Major Histocompatibility Complex) molekiilleri
yani doku uygunluk antijenleri ile gergeklesir. Hiicre yiizeyinde bulunan MHC
molekiilleri yabanci antijenleri baglar ve immiin sistemin effektdr hiicrelerine
sunarak immiin cevabin baglamasinda anahtar rol oynar. MHC molekiilleri yiiksek
derecede immiinojenik olduklarindan transplantasyonda alic1 ve verici arasinda farkl
MHC molekiilleri yabanci antijen olarak fark edilir ve immiin cevab1 uyararak
rejeksiyon mekanizmalarini baglatir. Bu nedenle MHC molekiilleri transplantasyon
antijenleri olarak da bilinirler. MHC yerine HLA (Human Leucocyte Antigen) terimi

de kullanilir.

Insanlardaki MHC veya HLA, 6. kromozomun kisa kolu iizerinde 4Mb
biiytlikliigiinde olup 130 fonksiyonel geni vardir. Bunlardan en iyi tanimlananlari
klasik HLA la ve 2 genleridir (HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ ve —DP) (MHC sekans
konsorsiyumu, 1999) (Sekil.3). Bunlar, organ transplantasyonu, antijen-peptid

taninmasi ve otoimmiin hastaliklar ile ilgileri bakimindan iyi bilinen tipleridir.

1980'lerin sonlarindan itibaren klasik olmayan HLA sinif 1b genleri de giindem

olusturmaya baglamistir (Geraghty ve ark., 1987).

Kromozom 6
Tel Uzun Kol Cen Kisa Kol Tel

HLA Bolgesi
6p21.1-21.3

Klas Il Klas Il Klas |

| |l B Il I

DP DM DQ DR C4 C2Hsp70TNF B C E AGF
Ll 11

Ll Ll
LLILLLLL IIH —HH-

HLA (Human Leukocyte Antigen) bdlgesi Gen haritasi
Expert Reviews in Molecular Medicine© 2003 Cambridge University Press

Sekil 3: Klasik olmayan HLA sinif Ib genleri (HLA-E, -F, -G) genleri, la (HLA-A, -
B, -C) genleri gibi 6. kromozomun kisa kolunda lokalize olmustur. Ayrica sekilde
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HLA sinif 2 genleri (-DR, -DQ ve -DP) goriilmektedir. HLA-G geni HLA-A genine
yakin bir bolgede bulunmaktadir.

Klas I molekiilleri, ii¢ alfa (a-1,a-2 ve a-3) polipeptidi ve beta-2 mikroglobulinden
(B2-m) olusmaktadir Antijen baglayan bolge a-1 ve a-2 arasinda yer alir (Sekil.4).

Klas | MHC L
Peptit baglama Peptit

yarigi \ % /

Po-
mikroglobulin IC Transmembran
bolgesi

FAVIOVIAIPY, 9\/)0..-.)'\.&
W guidly Disulfit bagr -----
Eeshcvaesy woee ]

[ Ig domain

C

© Elsevier. Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology 6e - www.studentconsult.com

Sekil 4: Klas | MHC molekiilii

Klas II molekiilleri birbirine non-kovalent baglarla baglanmis iki polipeptit
zincirinden (a ve ) olusur, antijen baglayan bolge, a-1 ve B-1 arasinda yer alir
(Sekil 5).

Klas Il MHC Peptit baglama

/_ yarigi \ / Peptit

ES

elel.
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Transmembran
bdlgesi

|
|
]

Disiilfit bagi  -----

LRl REERERT PRERA]
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Sekil 5: Klas IT MHC molekiilii
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Immiin sistemin antijeni tanimasinda Klas I ve Klas II MHC molekiillerinin énemli
rolii vardir. Endojen antijenler 6rnegin viriis ile enfekte hiicrede olusan viral peptit
Klas I molekiiliine baglanarak hiicre ylizeyinde eksprese olur ve CD8+ T hiicreler bu
peptidi tanir. Daha sonra immiin yanitin diger asamalar1 gergekleserek viriis ile
enfekte hiicre oldiiriiliir. Ekzojen antijenler MHC Klas II molekiiliine baglandiginda
CD4+ T hiicreler tarafindan taniarak bu hiicrelerin aktivasyonu ve proliferasyonu

ile immiin yanit gergeklesir.

1.2.1. HLA-G Nedir

HLA-G, sitotrofoblast hiicreleri lizerinde maternal-fetal kesisimle segici olarak
eksprese olan, klasik olmayan bir HLA Klas 1 molekiliidiir. HLA-G ilk olarak,
uterin NK hiicreleri lizerinde olan inhibitor reseptdrlerinin ligandi olarak tanimlanmis
ve boylece maternal-fetal toleransa katki sagladigi gosterilmistir. (Rouas-Freiss N. ve

ark., 1997). HLA-G diger HLA Klas 1 molekiillerinden;

e Limitli polimorfizm (Morales ve ark., 1993;Le Discorde ve ark., 2002),

e Yetiskin ve embriyonik insan dokusunda sinirl bir ifadelenme paterni,

e Alternatif birlestirme ile olusan 7 protein izoformunun 6zel ifadelenme

paterniyle,

e Immun toleransa sebep olan biyolojik 6zellikleriyle farklilik gosterir.

1.2.2. HLA-G Geni

Saglikli bireylerde, HLA-G gen transkripsiyonu temel seviyede bir¢ok doku ve
organda gozlenir. Buna ragmen, HLA-G proteinlerine translasyon trofoblast, timus,
kornea, tirnak matrixi, pankreas ve eritroid ve endotel prekiirsorlerle sinirlidir. Buna

ek olarak, HLA-G proteinleri organ transplantasyonu, malignant transformasyonlar,
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viral enfeksiyonlar ve inflamatuar ve otoimmun hastaliklar sonrasi bulunur

(Carosella E.D. ve ark.,2003).

HLA-G'nin genomik yapis1 diger sinif 1 genlerine benzemesine ragmen pek c¢ok
bakimdan farkli 6zellikleri vardir. HLA-G geninin sekiz ekzonu vardir (Sekil 6).
Ekzon 1 sinyal peptid olup (endoplazmik retikuluma girince atilir) al, a2 ve a3
(srasiyla; ekzon 2, ekzon 3, ekzon 4) transmembran bolgedir. HLA-G'nin a3
boliimil, sitotoksik T lenfositlerindeki CD8 glikoproteinleri ile etkilesim halindedir.
Besinci ekzon hidrofobik transmembran kismini1 kodlar. HLA-G klasik HLA smif 1
molekiillerinden altinci ekzondaki dur kodonuyla farklilik gdsterir. Dur kodonundan
dolay sitoplazmik kismin biiyiik bir boliimii translasyona ugramaz. 30 aminoasidin
transle olmasi gerekirken 6 aminoasit translasyona ugrar ki; bu eksik translasyon
HLA-G sitoplazmik kuyrugunun fosforilasyon bdlgesi olan serin birimini ve tirozin
kinazin substrati olan tirozin birimini kaybetmesine neden olur (Bouteiller ve Mallet,
1997). Bu durum hiicre yiizeyinde HLA-G'nin uzun silirede eksprese olmasina ve
dongiisiiniin yavas olmasina neden olmaktadir. Ekzon 5 ve intraseliiler bolgeyi

olusturan ekzon 6 ve ekzon 7 diger klas 1 genleri ile benzerdir (Hunt J ve ark., 2005).

HLA-G molekiilleri immiin sistemin diizenlenmesinde dnemli bir rol oynamakta olup
genin primer transkriptinin alternatif ug¢ birlestirmesi sonucu 7 adet protein izoformu
olusmaktadir. HLA'nin Gl'den G4'e kadar olan mRNA formlar1 membran bagiml
molekiilleri(HLA-G1,HLA-G2,HLA-G3,HLA-G4), G5’ten G7'ye kadar olanlar ise
c¢oziilebilir molekiilleri (HLA-G5,HLA-G6,HLA-G7) kodlamaktadir (Ishitani ve ark.,
1992;Fuji ve ark., 1994;Kirszenbaum ve ark., 1994). HLA-G4 ve HLA-G7

izoformlar1 plasentada ¢ok bulunmamaktadir (Carosella, 2000).

Yakin zamanda yayimlanmis veriler, HLA-G ifadelenmesinin hiicreyi NK hiicre
lizisine kars1 korudugunu ileri siirer (Rajagopalan ve ark, 1999;Marchal-Bras ve ark,
2001;Riteau ve ark,2001). Ayrica in vitro veriler HLA-G Thl sitokinleri, IFNy ve
TNF-0’y1 PBMC ve desidual mononiikleer hiicrelerden downregiile ettiginin kanitini

gosterir.
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(Hviid T V F Hum. Reprod. Update 2006;12:209-232)

Sekil 6: HLA-G geni ve ifadelenmesi. HLA geni klasik HLA smif 1 genleri ile
hemen hemen ayni yapidadir. Ancak HLA-G'nin sitoplazmik kuyrugu daha kisadir
ve kodlama bélgesinde daha fazla polimorfizm goriilmektedir. HLA-G'nin 3' UT
bolgesinde 14 baz ¢iftlik delesyon/insersiyon polimorfizmi bulunmaktadir.
mRNA'in alternatif ug¢ birlestirmesi sonucu yedi HLA-G mRNA ve protein
izoformlar1 olusur. Bunun disinda ¢oziilebilir HLA-G izoformlar1 bulunmaktadir. Bu
¢oziilebilir izoformlar (HLA-GS5, -G6, -G7) hiicreler tarafindan salgilanabilir. Daha
kisa olan membran bagimli izoformlar (HLA-G2, -G3, -G4) hiicre yiizeyinde
ifadelenirler.

1.2.3. HLA-G Fonksiyonu

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, fonksiyon gdérmeyen evrimsel bir artik olarak
nitelendirilen HLA-G’nin (Parham, 1996) immiin hiicreleri diizenleyen ve bdylece

gebelik uterusundaki immiin ayricaligi kuran bir unsur oldugunu ortaya koymustur.
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Ayrica, solid tiimorlerde (Paul ve ark., 1998; Wiendl ve ark.,2002) viral enfekte
hiicrelerde (Onno ve ark.,2000; L’ozano ve ark.,2002), transplante edilmis
organlarda (Lila ve ark.,2002;Creput ve ark.,2003), kutandz inflamatuar hastaliklarda
(Khosrotehrani ve ark., 2001) ve yakinda Multiple Skleroz hastalarinin serebral
spinal sivisinda (Fainardi ve ark.,2003) raporlanan HLA-G molekiil ifadelenmesinin
her iki membran ve ¢oziinebilir HLA-G antijenleri i¢in doku dagiliminin
genislemesi, HLA-G  molekiillerinin ~ genel  tolerojenik  fonksiyonunu

desteklemektedir.

1.2.3.1. HLA-G ve T Lenfositleri

In vitro galigmalari, ¢dziinebilir ve membran- bagimli HLA-G’nin, insan allojenik
periferik kan monontikleer hiicrelerinden (Kanai, T. ve ark, 2001) sitokin salinimini
degistirme kabiliyetinin, allojenik CTL cevabimin (Kapasi K ve ark.,2000)
olusmasinda konsantrasyona bagli bir etkisinin oldugunu gostermistir. Kazanilmis
immiin cevabin baslamasina iliskin (LeMaoult J. ve ark., 2004) baska bir ¢alisma,
HLA-G1 ile transfekte APC’nin CD4+T hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigini

ve onlar1 immiin-baskilayici fenotipe yonlendirdigini géstermistir.

Membran-bagimli ve ¢oziinebilir HLA-G, CD8+ T hiicrelerinin gebelikteki
regiilasyonunda alloreaktif (anti-paternal) T hiicrelerinin eliminasyonuyla kritik bir
rol oynayabilir. iki birbirinden bagimsiz ¢alisma grubu, HLA-G’nin CD8+ T hiicre
apoptozunu baslattigin1 raporlamistir (Contini P. ve ark., 2003; Fournel S. ve ark.,
2000; Solier C. ve ark., 2002). Coziinebilir HLA-G maternal serumda bir¢ok grup
tarafindan (Rebmann V. ve ark., 1999; Hunt J. S. ve ark.,2000) saptanmistir.
Gebelikte ¢oziinebilir HLA-G’nin, paternal antijenlerle etkilesen CD8+ hiicrelerin

apoptozunu indiiklemis olabilecegi diisiiniilmektedir

HLA-G’nin T hiicreler iizerindeki etkisini diisiiniirken, iki noktayr hatirlamak

Onemlidir.

e T hiicreleri desidua’da (Bulmer, J. N. ve ark,1988) ¢ok fazla degildir.
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e Normal, saglikli plasentalardaki trofoblast hiicreler bir CTL hiicre cevabi

olusturmazlar.

1.2.3.2. HLA-G’nin B Lenfositleriyle Etkilesimi

Immiinglobulin benzeri transkriptler, T lenfositler ve APC’ler iizerindeki HLA-G ile
etkilesimi olan ana reseptorler olarak goriiliir. Bunlar ayn1 zamanda B lenfositleri
tizerinde de vardir, ILT2 inhibitdr reseptorlerini eksprese eder (Colonna M ve
ark.,1997). HLA-G’nin B hiicreleri iizerindeki bu reseptorlere baglandigina ya da B
hiicrelerinin direkt olarak HLA-G’ye yanit verdigine dair su ana kadar hi¢bir kanit

yoktur.

1.2.3.3. HLA-G’nin NK Hiicreleriyle Etkilesimi

NK hiicrelerinin CD16-CD56+(parlak) genel olmayan fenotipi, ilk ve ikinci
trimestr’daki desidua’da ¢oktur, daha sonra sayisi azalir (Bulmer, J. N. ve ark.,1988).
Bu hiicreler genel NK hedeflerine karsi zayif oldiiriiciidiir, gebe uterusundaki
cevresel ortamin onlarin  fonksiyonunu etkiledigi tahmin edilir. ilk olarak
transfeksiyon bazli deneyler HLA-G ve NK hiicrelerinin yilizeyindeki CD94/NKG2A
heterodimerinin etkilesiminin, NK hiicrelerince indiiklenen sitolizi engelledigi ileri
stiriilmiistiir (Perez-Villar J. J. ve ark., 1997; Soderstrom K. ve ark.,1997; Pende D.
ve ark.,, 1997) .ilk buluglar HLA-G’nin NK-aracili sitolizi CD94/NKG2A ile
azaltmakla sorumlu oldugu yanlis sonucuna gotirmiis, gercekte HLA-G
ifadelenmesinin sadece bu inhibitdr reseptdr i¢in dogru bir ligand olan HLA-E’ nin

ifadelenmesine izin verdigi anlasilmistir (Lee N. ve ark., 1998)

Yeni bilgiler, maternal-fetal arayiizde HLA-G/NK hiicre etkilesiminin potansiyel
roliinii su istiine ¢ikarmigtir. KIR2DL4 ligasyonu ve NK hiicrelerinin HLA-G ile
muamelesi sitokin Interferon-y (IFN-y) iiretimiyle sonuglanmustir (Rajagopalan S. ve

ark., 2001; Kikuchi-Maki A. ve ark., 2003; Van der Meer A.ve ark.,2004)
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1.2.3.4. HLA-G’nin Antijen Sunucu Hiicrelerle Etkilesimi

Iki popiilasyon APC, makrofajlar ve dendritik hiicreler, insan desidualize
endometriyumunda, gebelik boyunca kalir. Bu giiclii, multifonksiyonel 16kositler,
sitotrofoblast hiicreleri, uterin glandular epiteli ve uterin kan hiicrelerine oldukca
yakin yayilmig olarak lokalize olduklar1 (Vince G. S. ve ark.,1996; Nehemiah J. L.
ve ark., 1981; Kammerer U. ve ark., 2000; Gardner L. ve ark.,2003; Hunt J. S.,
1990) ve immiin modiilasyona ek olarak uterin ve plasental hemostazda 6nemli rol
oynadiklari ispatlanmistir (Vince G. S. ve ark.,1996; Nehemiah J. L. ve ark., 1981;
Kammerer U. ve ark., 2000; Gardner L. ve ark., 2003; Hunt J. S., 1990).

Gebe endometriyumundaki APC:

e (CDI14+ makrofajlan ( Starkey P. M. ve ark., 1988; Vince G. S. ve ark., 1990)

e D83+ matur dendritik hiicreleri ( Kammerer U. ve ark., 2000; Gardner L. ve
ark.,2003; Miyazaki, S. ve ark., 2003)

e (CDS83- immatur makrofaj/dendritik hiicreleri igerir.

HLA-G tetramerlerinin varliginda, farelerin greftleri reddetme kabiliyetinin ¢arpici
bir bigimde azaldig1 goriilmiistiir. Insanda, HLA-G’nin APC iizerindeki immiin
baskilayici etkisi ya da diger immiin hiicre fonksiyonu, pozitif uzun greft yasami olan
kalp transplant alicilariin serumunda yiiksek seviyelerdeki HLA-G proteinlerinin

bulunmasiyla belirtilmistir (Lila N. ve ark., 2002).

1.2.4. HLA G Polimorfizmleri ve infertilite

Klasik HLA simnif I genlerine kiyasla HLA-G diisiik allelik polimorfizm gdsterse de
baz1 patolojik durumlarda HLA-G geninin ifadelenme seviyesinin ve mRNA
izoformlariin profilinin normale gore farkli olmasinin bu smirli polimorfizmle

iliskisi olabilecegi ortaya koyulmustur(O'Brien ve ark., 2001, Hviid ve ark., 2002).
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HLA-G polimorfizminin diisiik olmasina ragmen protein ifadelenmesinin miktarini
etkileyebilecegi ve hatta bazi durumlarda gebeligin olusmasindaki bozukluklarla
ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Diinya Saglik Orgiitii, HLA-G*0105N olarak
adlandirilan hiikiimsiiz allel de dahil olmak iizere 15 HLA-G allelinin oldugunu

belirtmektedir (Arnaiz-Villena ve ark., 1997).

HLA-G molekiilleri, ¢esitli intraseliiler proteinlerden koken alan peptitler ile
baglantilidir. HLA-G proteinleri neredeyse tamamen monomorfik molekiiller olup
bugiine kadar sadece 4 amino asit polimorfizmi tanimlanmistir. Bu bakimdan HLA-
G geni insan genomundaki en polimorfik bdlgeler olan HLA smf 1 ve 2
antijenlerinin aksine bir durum gostermektedir. HLA-G deki polimorfizmler daha
cok 5' protomer bolgede ve 3' transle edilmeyen bolgede goriilmektedir (Hviid ve

ark., 1999; Hviid ve ark., 2003).

Ekzon 1-4 bolgesindeki bugiline kadar belirlenen 13 polimorfizm bulunmaktadir.
Ekzon 8'in translasyon goriilmeyen bolgesindeki 14 baz ¢iftlik delesyon/insersiyon
polimorfizmi ilk olarak Harrison ve arkadaslari tarafindan bulunmustur. 14 bg'lik
delesyon HLA-G transkriptinin alternatif u¢ birlestirmesinden sorumludur ve 3' UT
bolgesinden 92 bazin ¢ikmasma neden olur. Bu 92 b¢min bulunmadigi olgun
transkript sabit karakterdedir. HLA-G transkriptinin stabilitesi bozuldugunda HLA-G
proteinini etkiler. 14 bg'lik dizi delesyona ugramigsa 92bg¢'lik dizi olgun transkriptte
kalir ve transkriptin stabilitesi bozulur. Bu durumun disiiklerle iligkisi olabilecegi
diistiniilmektedir. mRNA stabilitesi 3' UT bolgesindeki AU'ca zengin kisimdan
etkilenmektedir. Bu AU'ca zengin elementler AUUUA pentamerinden bir ya da
birka¢ kopya i¢ermektedir ve mRNA'nm degradasyonuna yol agmaktadir. 14bg'lik
dizinin AUUUG pentamerik baslangicindan dolay1 AU pentamerik-benzeri etkiye
sahip oldugu disiiniilmekte olup bunun deadenilasyona katildigi ve mRNA'nin
bozunmasina neden oldugu diistiniilmektedir. 92 bg'lik dizinin olmadig transkriptte
bu motifin yoklugu deadenilasyona yol agmakta ve boylece mRNA degredasyonuna
kars1 daha iyi bir diren¢ saglanabilmektedir. Ancak 14bg'lik dizinin delesyonu veya
insersiyonu halinde etrafindaki pentamerik dizinin silinmesi nedeniyle rolii tam

olarak agiklanamamistir. HLA-G mRNA'sinin ve proteininin seviyesinin diisiik
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olmas1 fonksiyon gérmesini etkileyecektir. Bu da implantasyon ve gebelik siiresince
fetlis ve annenin HLA-G ifadelenmesinin immiin diizenleyici roliinii etkilemektedir

(Hviid ve ark., 2005).

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Molektiler Teknikler

21.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), spesifik bir DNA dizisinin in-vitro ortamda
cogaltilmasi yontemidir. Bu yontem bir polimeraz enzimiyle gergeklestirildigi i¢in
polimeraz zincir reaksiyonu adini almaktadir. Ik kez 1985 yilinda Kary Mullis
tarafindan gelistirilmistir. Yontem hizli ve az miktarda DNA 0rnegi ile ¢alisma
avantaji saglamaktadir ve bu sayede molekiiler biyoloji, adli tip, evrim ¢aligsmalar1 ve

pek cok alanda tercih edilen 6nemli bir teknik olugsmustur (Akar 1999).

PCR reaksiyonu temel olarak {i¢ asamadan olusmaktadir. Bunlar, DNA’nin yiiksek
1s1 ile birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), sentetik oligoniikleotidlerin hedef
DNA’ya  baglanmasi  (hibridizasyon), son olarak zincirin  uzamasidir
(polimerizasyon). Bu {i¢ asamaya bir PCR dongiisii denir ve cogaltilacak iiriin
miktar1 bu dongiiniin tekrar sayisina baglidir. Bu dongii sayist genellikle 30-40’dr.
Bir PCR isleminde “n” dongili sonunda kalip DNA’nin istenilen bir bolgesi yaklagik
2n kez ¢ogaltilmis olur (Akar 1999).

[k adimda, cift zincirli DNA 90-95°C’de yaklasik 5-10 dk siireyle tek zincirli hale
gelinceye kadar 1sitilir. Ardindan sicaklik 50-70°C arasinda bir degere diisiiriiliir ve
DNA’nin u¢ kisimlarina komplementer olan oligoniikleotidlerin tek zincirli DNA’ya
0zgiil olarak baglanmasi saglanir. Bu oligoniikleotidler kalip DNA’nin sentezi i¢in
baslangic noktasi olarak gorev yaparlar. DNA sentezi 70-75°C arasindaki
sicakliklarda gergeklestirilir. Polimeraz enzimi, niikleotidleri 5’ ucundan 3’ ucuna
dogru ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli

kopyasini olusturur (Oner 2002).
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PCR reaksiyonu i¢in kullanilan polimeraz enzimi Thermus aquaticus’dan izole edilen
1siya dayanikli Taq polimeraz enzimidir. Enzim, yiiksek 1silarda iyi ¢aligmasi ve hizli

DNA sentezi yapmasi nedeni ile tercih edilmektedir (Akar 1999).

PCR’dan iyi sonug¢ almabilmesi bir¢cok faktdre baglidir. DNA polimerazin
calisabilmesi icin en etkin oldugu pH degerinin tiim uygulama boyunca
korunabilmesi gereklidir. Bu amagcla reaksiyonlarda son konsantrasyonu 10 mM
olacak sekilde Tris. HCI pH: 8,4 tampon olarak kullanilmaktadir. Ayrica tampon
karistminda 50-60 mM diizeyinde K+ ve 100 pg/mg jelatin bulunmasinin ¢gogalmay1
onemli dlgiide arttirdig: saptanmustir (Oner 2002).

Oligoprimerlerin DNA’ya baglanma sicakligi kabaca Tm: 4(GC) + 2(AT) formiiliiyle
hesaplanir. Bu deger oligoniikleotidlerin niikleotid konsantrasyonlarina baglidir ve
hesaplanan uygun sicaklik degeri PCR spesifikligini arttirmaktadir. Spesifikligi
arttiran bir diger unsur oligoniikleotidlerin uzunlugudur. Optimal uzunluk yaklasik
15-30 niikleotid olmalidir. Kullanilan oligoniikleotidlerin se¢cimi PCR islemi i¢in ¢ok
onemlidir. Oligoniikleotid dizisinin ¢ogaltilmasi hedeflenen DNA bélgesi i¢inde
sadece bir kez bulunmasma dikkat edilmelidir. Ayrica, kullanilan oligoniikleotid
ciftinin u¢ bolgelerinde ve dizisi igerisinde birbirine uygunluk gdsteren bolgeler
bulunmalidir aksi takdirde oligoniikleotidin ug bolgeleri birbiri {izerine kivrilarak ya
da uygunluk gosteren bolgeler birbirine baglanarak PCR’mn olumsuz olarak
etkilenmesine neden olur. Oligoniikleotidlerin niikleotid igerikleri de rastgele ancak
orantili olmali, tekrarlayan diziler icermeme ve guanin, sitozin niikleotidlerinin

%50’yi gegmemesi gerekmektedir (Oner 2002).

Kullanilan deoksiniikleotid trifosfatlar (INTP); son konsantrasyonlar1 2 mM olacak
sekilde kullanilmalidir. Reaksiyon sirasinda ortamda dTTP, dCTP, dATP, dGTP nin
bulunmasi gereklidir. Kullanilan her bir dNTP’nin konsantrasyonunun esit olmasi
dogru iirtin elde edilmesi acisindan onemlidir. ANTP’nin az miktarda kullanimi
olusan PCR f{iriiniiniin miktarinin azalmasina; fazla miktarda kullanimi yanlis
oligoniikleotid eslesmesi sonucu hedef DNA digindaki bolgelerin ¢ogalmasina neden

olur (Oner 2002).



25

Mg++, DNA polimerazin ¢alismasini saglayan en onemli faktor olup pozitif yiiki
sayesinde, negatif ylklii DNA molekiilii arasina girerek oligoniikleotidlerin DNA
molekiiliine baglanmasimi kolaylastirir. Fazla Mg++ miktar1 enzimin spesifikligini
azaltirken, az miktarda olmasi enzimin aktivitesini diisliriir ve enzimin inaktive

olmasina neden olur (Akar 1999).

2.1.2. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Elektroforez yiiklii proteinlerin, DNA ve RNA’nin elektriksel alandaki hareketine
dayanan bir ayirma yontemidir. Elektrik akimi, elektrolit bir tampon ¢ozelti
yardimiyla uygulanir. Secilen pH degerine gore ayni o6zellikteki biyomolekiillerin

iyonizasyonu benzer olacagindan yiirlime yalnizca bir kutuba dogru olusur.

Poliakrilamid Jel Elektroforezi, proteinler i¢in ¢ok uygun oldugu gibi DNA ve RNA

elektroforezleri i¢in de kullanilabilir.

Jel sentetik bir madde olan akrilamid ile akrilamid tirevi olan N - N' - metilen

bisakrilamidin polimerlesmesiyle olusturulur ve 6rnekler bu jel {izerinde yiiriitiiliir.

Yiiriime bir boya (brom fenol mavisi) ile takip edilir.

Polimerlesme reaksiyonunda akrilamid molekiilleri yan yana baglanarak diiz
zincirler olustururlar. Bisakrilamid molekiilleri ise iki akrilamid zinciri arasinda

capraz baglanmalar olusturur. Boylece agimsi bir yap1 meydana gelir.

Polimerlesme derecesi;

e Amonyum per siilfat (APS) ve

e N,N,N',N'- tetrametil-etilendiamin ( TEMED) miktar1

e Sicaklik
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e pH’tan etkilenir.

Polimerlesme i¢in serbest radikal olusumuna sebep olan APS reaksiyon baslatici,

TEMED ise katalizor olarak rol oynar.

Akrilamid miktar1 ve akrilamid/bisakrilamid orani jelin ayristirma kapasitesini
belirler. Akrilamid/bisakrilamid oran1 yiikseldikce jellerde 1sinma fazlalasir,

kirilganlik artar, daha kolay yikanir.

TEMED veya amonyumpersiilfatin derigimi arttirildiginda polimerizasyon hizlanir.
Oksijen polimerizasyonu inhibe ettigi i¢in, kullanimdan 6nce jel karisiminin havasini

almak gerekir.

2.1.3. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ya da “sequencing” DNA’nin niikleotid dizilerinin saptanmasi

anlamina gelmektedir ve bunun i¢in iki temel teknik gelistirilmistir.

Allan Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal yontemi DNA’nin belirli bazlardan
kirllmasina dayanmaktadir. Dizisi saptanacak DNA parcaciginin  komplementer
zincirleri ayrilip, zincirlerden biri kullanilir. Dizisi saptanacak zincir 5° ucundan
poliniikleotid kinaz enzimi kullanilarak radyoaktif 32P ile isaretlenir. Bu isaret,
elektroforez sonrasi belirli bir DNA parcaciginin tanmmasimi saglamaktadir. Ikinci
adim, herbirinde bazlardan biri i¢in kimyasal kesimin meydana geldigi dort ayr
reaksiyon karisiminda gerceklesir. Reaksiyon i¢in kisitli bir siire verilerek her tiipte
farkli pozisyonlardaki hedef niikleotidlerden kirilmig molekiiller elde edilir. Sonucta,
kirildig1 noktaya gore, hepsi 5’ ucundan isaretli ancak boylar1 farkli bir dizi pargacik
elde edilir. Dort 6rnek karigimi daha sonra uzunluklarina gore elektroforetik olarak
ayrilacaklar1 poliakrilamid jel iizerinde, yan yana dort paralel kuyuya uygulanir
(Liileci 2000). DNA parcaciklarinin uglar1 radyoaktif olarak isaretli oldugu icin
otoradyografi yontemi ile bantlar gériintiilenir (Akar 1999, Oner 2002).
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Fred Sanger ve arkadaslarinin gelistirdigi ikinci yontemde ise belirli bir bazda
sonlanan bir DNA zinciri sentezi gerceklestirilmektedir (Oner 2002). Dizisi
saptanacak DNA zinciri yeni sentezlenecek DNA zinciri i¢in kalip olarak kullanilir.
Sentez reaksiyonu DNA polimeraz enzimi ile kataliz edilir. Tepkime karigiminda;
dizisi belirlenecek DNA 6rnegi, polimeraz enzimi, oligoniikleotid, dort farkli dNTP,
dort farkli ddNTP ile enzimin c¢aligmasi i¢in tampon gorevi gorecek olan maddeler
bulunur. PCR’da oldugu gibi denatiirasyon, yapisma, uzama sikluslarinin belirli
sayida tekrarlanmasi ile gerceklestirilir (Akar 1999). Yontemde kullanilan
ddNTP’lerin 3’ ucunda hidroksil (OH) grubu bulunmamaktadir. Bu durumda
molekiil yeni sentezlenen DNA’ya katilir ancak 3’-OH grubu tasimadigi igin
kendisine niikleotid ilave edilmez ve sentezi sonlanarak bir DNA pargacigi elde
edilir. Deneyde, dort reaksiyon karisimi hazirlanir. Herbir reaksiyon karisimi kalip
DNA zinciri, uygun primer, radyoaktif niikleotid trifosfatlarin dordii ve az miktarda
ddNTP’den sadece birini igerir. Zincir sonlanmasi i¢in dort reaksiyon tiipiinde farkl
bir ddNTP bulunur. FElektroforez sonrast DNA bantlar1 otoradyografi ile
goriintiilenir. Bu bantlat yukaridan asagiya dogru okunarak dizi saptanir (Akar 1999,

Oner 2002).

Giiniimiizde dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analiz cihazlari, radyoaktif izotoplar
yerine de floresan boyalar kullanilmaktadir (Oner 2002). Sistem, {izerindeki lazer
15181 ile farkl 6zellikteki floresan boyalar algilar, her niikleotid i¢in ayr1 renkte bir

pik olusturarak niikleotit dizisini belirler.

Bu calismada 14 bg'lik delesyon polimorfizmini tarama yontemi olarak PCR
(Polimerase Chain Reaction) yontemi kullanilmistir. PCR ile delesyonu igine alan
bolge cogaltilmis ve drnekler ayirt etme giicii yiiksek, Poliakrilamid Jel Elektroforezi

(PAGE) ne yiiklenmistir. Bantlar giimiis nitrat ile goriintiilenmistir.

2.2. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu c¢alisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Laboratuvari'nda

yapilmigtir. Calisma grubu, Ankara Universitesi Kadin Dogum ABD. Kisirlik
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Merkezi ve Ozel Gen Art Kadin Saghigi Tiip Bebek ve Ureme Biyoteknolojisi
Merkezine basvuran bireylerden olusturulmustur. Kontrol grubu ise, Ankara
Universitesi Kadin Dogum ABD gebe poliklinigine gelen fertil kadinlardan ve
herhangi bir yardimci lireme teknigi kullanmadan gebe kalmis ve saglikli dogum
yaptig1 bilinen géniilliilerden olusturulmustur. Calisma i¢in Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi etik kurulundan onay alinmistir. Calismaya katilan tiim hasta ve kontroller
bilgilendirilmis ve c¢alismaya goniillii olarak katildiklarina dair onay formu

almmustir. Infertil ve fertil goniilliilerden yaklasik Scc kan 6rnegi alinmistir.

Infertil hasta grubu, infertilite nedeni bilinen kadinlar (58 kisi) ve herhangi goriinen
bir fizyolojik sorunu olmamasina karsi gebe kalamamis aciklanamayan infertilite
tanis1 konulmus kadinlardan (65 kisi) olusturulmustur. Toplam 214 kadin ¢alismaya
alinmis olup bunlardan, 123 kadin infertil grupta, 91 kadin fertil kontrol grubunda

yer almistir.

2.3. Yontem

Bu calismada kandan genomik DNA izolasyonu yapilmis, 14 bg lik delesyonu igeren
ilgili bodlge polimeraz zincir reaksiyonu ile cogaltilmis ve poliakrilamid jel
elektroforezi ile delesyonun tespiti yapilmistir. DNA dizi analizi ydntemi

kullanilarak sonuglar dogrulanmaistir.

2.3.1. DNA izolasyonu

Calisma gruplarin1 olusturan hastalardan 1ml 0.5M Etilendiamintetraasetikasit
(EDTA) igeren tiiplere 2ml kan 6rnegi alinmistir. Genomik DNA eldesi igin ticari
olarak elde edilen DNA izolasyon kiti QIAGEN Gentra Puregene DNA izolasyon
kiti kullanidi. Elde edilen 150 pl DNA PCR i¢in kullanmaya hazir durumda idi.

Gerekli Malzemeler:

e DNA izolasyon kiti (QIAGEN Gentra Puregene)



e Mikrosantrifiij (Beckman Coulter, Amerika)

e Termomikser (65 C°,Wealtec Corp, Amerika)

e Vorteks (Niive, Tiirkiye)

e 1.5 ve 2 ml’lik eppendorf tiipleri

e Pipet ve pipet ucu

e  9%70’1lik Etanol

e %100’liik Izopropil Alkol

e Kurutma Kagidi

DNA’nin elde edilmesi:

e Oncelikle 2 ml ve 1.5 mI’lik eppendorf tiipleri hazirlandi.

e 2 ml’lik eppendorf tiiplerine 1350 pl kadar RBC lizis soliisyonu kondu.

e Uzerine 450 pl alt-iist edilmis kan &rnekleri eklendi.

e Karisim birkez daha alt-iist edilerek 40 sn 13500 g’de santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi olusan siipernatant dokiiliip, kan peletten uzaklastirildi.

e Pelet 20 sn vortekslendi.

29
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Uzerine 450 pl Cell lysis soliisyonu kondu.

Tekrar 20 sn vortekslendi.

Uzerine 150 ul Protein Presipitasyon soliisyonu eklendi.

Ve 13500°g de 1dk 40 sn santrifiij edildi.

Hazirlanan 1.5 ml’lik tiiplere %100’liik Izopropil Alkol’den 450 pl eklendi.

Santrifiijlenen 2 ml’lik tiiplerdeki siipernatant 1.5 ml’lik tiiplerdeki Etanoliin
lizerine ters c¢evrilip dokiilerek tiipler calkalandi ve DNA’larin olugmasi

saglandi.

Tipler tekrar 13500 g’de 1 dk 40 sn santrifiij edildi.

Olusan siipernatant dokiiliip ve kalan peletin lizerine 450 % pl 70’lik Etanol
ilave edilerek dipte ¢coken DNA hareketlendirildi.

13500 g’de santrifiij edilerek siipernatant dokiildii ve tiiplerde kalan sivi

kurutma kagidi ile alindi.

Kurutulmus tiiplere 150 ul DNA Hidratasyon Soliisyonu eklenerek 65 C°’ye

ayarlanmig termal mikserde 5 dk bekletildi ve -20 derecede saklandi.

-20 derecede saklanan hasta ve saglikli DNA’larin kalitesini belirlemek i¢in
% 1’lik Agaroz jel elektroferezi yapildi ve ornekler -20 derecede PCR

yonteminde kullanilmak tizere saklandi.
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2.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

HLA-G geninin sekizinci ekzonundaki 14bg'lik delesyon polimorfizm bélgesini i¢ine
alan 224 bg'lik bolge PCR yontemi ile amplifiye edilmistir. Bunun i¢in kullandigimiz
forward ve reverse primer dizileri asagidadir. Kullanilan primer dizilerinin sinirladigi

bolge sekil de verilmistir.

Forward 5’-GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC-3’

Reverse 5’-GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA-3’

Cizelge 1: HLA G geninin PCR ile ¢ogaltilan 210 bg’lik boliimii goriilmektedir.
Primerlerin baglanma bolgeleri kirmiziyla isaretlenmistir.

GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACCCCTCACTGTGACTGATATGAATTTG
TTCATGAATATTTTTCTGTAGTGTGAAACAGCTGCCCTGTGTGGGACTGA
GTGGCAA | (Insersiyon)GTCCCTTTGTGACTTCAAGAACCCTGACTCCTCTTT
GTGCAGAGACCAGCCCACCCCTGTGCCCACCATGACCCTCTTCCTCATGC
TGAACTGCATTCCTTCC

PCR’1in Hazirlanmast:

e PCR tiipleri hazirlandu.

e Karisim tiipiiniin i¢ine sirastyla

e Distile su

e 10X Reaksiyon tamponu (Fermentas, Litvanya)

e dNTP karisim1 (dTTP, dCTP, dATP, dGTP) (Fermentas, Litvanya)
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e Forward Primer (Metabion International AG - Almanya)

e Reverse Primer (Metabion International AG - Almanya)

e Magnezyum Kloriir (MgCl) (Fermentas, Litvanya)

e Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya) ve

2,3 ul DNA o6rnekleri eklenerek termalcycler’a kondu.

Son konsantrasyonlar 25 pl hacim ic¢in; 100 ng genomik DNA, 1x Buffer, dTTP,
dCTP, dATP, dGTP bazlar1 ANTP mix olarak 2 mM, MgCl2 1.5 mM, herbir primer

0.6 mM ve Taq polimeraz 1 iinite olarak ayarlandi.

Termalcycler’da biitiin PCR reaksiyonlarinda 94 °C de 4 dakika baslangic
denatiirasyonu ve PCR sicakliklar1 94 °C de 50 saniye denatiirasyon, 61°C de 50
saniye baglanma ve 72 °C de 50 sn uzama olmak tizere 35 dongii olarak ayarlandi.

72°C de 7 dak bir son uzama gergeklestirildi.4 °C son sicaklik olarak belirlendi.

2.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Sigma, ABD) kullanilacagi amaca uygun olarak belirli yiizdelerde
hazirlanir. Bu ¢aligmada PCR f{iriinlerini %]1°lik agaroz jel i¢in 1.5 g agaroz tartilip,
TBE 1X soliisyonu ile 150 ml’ye tamamlandi. TBE 1X soliisyonu; TBE 5X
soliisyonunun 1/5 oraninda ddH2O ile seyreltilmesiyle hazirlanir. Agaroz istenilen
yiizdede hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda (Beko, Tiirkiye) kaynatilir. Uzerine
Etidyum Bromid’in (Sigma, ABD) % 5’lik stok soliisyonundan 2’ser ul ilave
edildikten sonra iyice karistirilir ve jel tabagina (Qwl Scientific, ABD) dokiiliir. Jel
dokiilmeden o©nce jel tabagi uygun taraklar kullanilarak hazirlanir. Agarozun
donmasi i¢in yaklasik 30 dk beklenir. Agaroz donduktan sonra jel tabagiyla birlikte
jel elektroforez tankina (Biometra, Almanya) yerlestirilir. Elektroforez tanki TBE 1X

sollisyonu ile jelin iistlinli kapatacak sekilde doldurulur. PCR f{iriinlerinden 5 pl,
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temiz bir parafilm (Parafilm, Chicago, ABD) iizerinde 2 pl Brom-Fenol Mavisi
(BBF, Merck, Almanya) ile kanstirilir ve jellere yiiklenir. Uriinlerinin
degerlendirilebilmesi ve reaksiyonun istenilen uzunluktaki dogru bolgeyi cogalttigini
gorebilmek i¢in marker (dX174 DNA-Haelll Fermentas, Litvanya) iiriinlerle birlikte
jele 2 pg kadar yiiklenir. 100 V akimda 20 dk kadar yiriitilir (Wealtec, Tayvan).
Ultraviyole 1s1ikta (Spectroline, ABD) incelenir. Image Analyser’da (Alpha Imager,
ABD) fotograflanir.

2.3.4. Polakrilamid Jelin Hazirlanmasi

Poliakrilamid jelinin dokiilecegi camlar distile su ile yikanip alkol ile silindikten
sonra camlar arasma 1,5 mm kalinhiginda spacerlar yerlestirilip, camlar

sabitlenmistir.

Bu calisgmada %7’lik poliakrilamid jel kullanilmistir. Bu jel i¢in %40°lik, 49:1
oranindaki akrilamid/bisakrilamid soliisyonu kullanilmigtir. Bunun ig¢in 380 g
Akrilamid (Merck, Almanya) ve 20 g N-N’-metilen-bis-akrilamid (Sigma, Almanya)
bir miktar distile su ile 37°C’de 1sitilarak ¢oziiliir ve hacim distile su ile 1000 mL’ye

tamamlanir (Sambrook 1989).

Jelin polimerlesmesi icin kullanilan % 10’luk Amonyum Persiilfat; 1 g Amonyum
Persiilfat (AppliChem, Almanya) distile su ile 10 mL’lik hacime tamamlanarak

hazirlanmustir.

Jel 12,34 mL %40’lik akrilamid/bisakrilamid soliisyonu, 14 mL TBE 5X soliisyonu,
40,16 mL distile su ve 3,5 mL gliserol (Merck, Almanya) kullanilarak hazirlanmistir.
Karisim 0,22 pum filtreden siiziildiikten sonra vakum ile havasi alinmistir. Ardindan
bu jel igerigine 0,6 mL % 10’luk Amonyum Persiilfat ve 40 mL TEMED
(N,N,N’,N’-tetrametilen-etilendiamid) (Sigma, Almanya) eklenerek hazirlanan
camlar arasina dokilmiistiir. Jel polimerlestikten sonra 1,5 mm’lik tarak camlar

arasina yerlestirilerek drneklerin yiiklenecegi kuyularin olusmasi saglanmustir.
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Jel polimerlestikten sonra taraklar ¢ikartilmis ve camlar vertikal jel elektroforez

sistemine (BioRad, ABD) yerlestirilmistir.

Sistemde tampon olarak TBE 1X soliisyonu kullanilmistir. Ornekler 200 volt akimda

altinda, +4 C de 16 saat yiiriitiilmiistiir.

2.3.4.1. Poliakrilamid Jeli i¢cin Giimiis Boyama

%1°lik stok giimiis nitrat %0,1°lik olacak sekilde 100 mL % 1’lik stok glimiis nitrat
soliisyonu, 900 mL distile su kullanilarak seyreltilir. Jeller bu soliisyonda 10 dk
bekletilmistir. Daha sonra formaldehit ilave edilmis % 1,5’lik sodyum hidroksit
sollisyonu ile boyanmustir. Jel % 0,75’lik sodyum bikarbonat soliisyonu ile muamele

edilerek boyama islemi sonlandirilmistir.

Boylece jeller goriiniir hale getirilerek PCR {iriiniinde beklenen 14 bglik fark, bant
boylarinin  biiylikliiklerine gore belirlenmistir(Sekil 7). Jeller kurutularak

saklanmistir.



Sekil 7: 14 bg lik delesyon polimorfizminin incelendigi poliakrilamid jel 6rnegi. M:
marker, 2, 5, 8, 9, 11, 12 numarali kuyularda 210 bg lik bantlar goriilmekte olup, 14
be lik delesyonun mevcut oldugu 6rneklerdir. 7 numarali kuyuda 224 baz ¢iftlik bant
goriilmekte olup, bu delesyonun goriilmedigi normal 6rnektir. 1, 3, 4, 6, 10, 13, 14
numarali 6rnekler 224 ve 210 bg lik bantlarin her ikisini de gostermekte olup
heterozigot ornekleri karakterize etmektedir.

2.3.5. DNA Dizi Analizi

PCR sonrasinda poliakrilamid jel elektroforezi ile mutasyon tespit edilen 6rneklerde,
jel gorintilerinin dogrulanmast amaciyla DNA dizi analizi yapilmistir. Bant
boylarina bakilarak delesyon tasiyan 2 6rnek ve insersiyon tasiyan 2 drnek secilerek

dizi analizi yapilmistir.

DNA dizi analizi 6ncesinde PCR iriinlerinin dNTP ve primer artiklarindan

temizlenmesi i¢in kolonlu piirifikasyon kiti kullanilmistir (Roche, ABD).

Bu caligmada istenen DNA pargacigmin niikleotit dizisinin belirlenmesi i¢in
Sanger’in enzimatik yontemi esasina dayali, tam otomatik kapiller sistemli ¢alisan
bir DNA dizi analizi cihazi kullanilmistir (CEQ2000XL, Beckman Coulter, ABD).
Cihaz i¢in 0,2 mL’lik, 96 tane kuyucuk igeren plaklar kullanilmistir. Her bir 6rnek
icin 8 pL sekans soliisyonu (premix; 2 pl. 10X reaksiyon tamponu, 1pul. ANTP
karisimi, 2ul. ddUTP, 2uL ddGTP, 2ul. ddCTP, 2ul. ddATP, 1uL polimeraz
enzimi), 1pL temizlenmis PCR {iriinii, 2 pmol sag veya sol oligoniikleotid ve hacimi
20 upL’ye tamamlayacak kadar distile su konularak “cycle sequencing”

gergeklestirilmistir. Bu program 94°C’de 5 dk ilk denatiirasyon, 30 siklus 96C’de 20
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sn denatilirasyon, 50°C’de 20 sn yapigsma ve 60°C’de 4 dk’lik uzama evresi seklinde
gerceklesmektedir. “Cycle sequencing” sonlandiktan hemen sonra 6rneklerin igine
reaksiyonun durdurulmasi icin her bir 6rnek i¢cin 5 pL durdurma soliisyonu (1,5 M
C2H302Na, 50 mM EDTA, 20 mg/mL’lik Glikojen) ve 60 uL %95’lik soguk etanol
eklenerek +4°C°de 4000 rpm’de 4 dk santrifiij edilmistir (Hettich, Almanya). Ustteki
kisim dokiilerek %70°lik alkolden 200 pL eklenmis, +4°C’de 4000 rpm’de 2 dk
santrifiij edilerek {istteki kisim dokiilmiistiir. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan
sonra Ornekler liyofilizator cihazina (Christ, Almanya) yerlestirilmis ve yiiksek
vakum altinda 45 dk kurutulmustur. Kuruyan orneklerin tizerine 25 pl formamid
iceren soliisyon eklenerek DNA zincirlerinin birbirlerinden ayr1 tutulmasi
saglanmigtir. Her bir kuyucuk mineral yag ile kapatildiktan sonra plak DNA dizi
analizi cihazina yerlestirilmis ve cihazin bagli bulundugu bilgisayardaki CEQ

Sequencing Software programi araciligi ile sonuglar goriiniir hale getirilmistir.

70 80 20 100 110 120
'‘GGGACTGAGTGGOMAGATTTGTTAATGCCTTCCCTTTGTGACTTCAAGA ACCCTG A(

=
FOeFOFCFCFCFCFCFEFEFCFAFAFCFaFEFAFARFARCRAR

Insersiyon
‘ f‘l esiaos o .—,'J B TR AT VA i —
] | - [lata iy | B i ie by | | | I I
1 I e
1500 2000 2500

Sekil 8: HLA-G geninin 14 bg lik insersiyonu igeren bolgesinin DNA dizi analizi ile
cogaltilmis O6rnegi.
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70 80 20 100 110 120
GTGTGGGACTGAGTGGOAAGTCCCTTTGT GACTT AAGAACCCTGACTYCTCTT

Sekil 9: HLA-G geninin 14 bg lik delesyonunu iceren bolgesinin DNA dizi analizi
ile cogaltilmis 6rnegi.

2.3.6. Istatistiksel Analiz

Genotip dagilimlar1 ve alel sikliklar1 hasta ve kontrollerde karsilagtirilmistir.
Verilerin analizinde Binary logistic regression modeli kullanilmigtir. Sonuglar %95
giiven araliginda odds ratios (OR) olarak ifade edilmistir. Anlamlilik diizeyi 0,05
olarak belirlenmistir. Analizler MINITAB® Release 15 Statistical Software for

Windows programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR

Calismaya 123 infertil, 91 fertil kontrol olmak tiizere toplam 214 kadin dahil
edilmistir. Infertil hastalar iki grup altinda toplanmustir: Birinci grup; infertilite
nedeninin sorgulanmadigi hastalarin tamamini igeren 123 infertil kadindan, ikinci
grup ise agiklanamayan infertilite tanisi olan gebe kalamamis 65 kadindan
olusmustur. Kontrol grubu yardimci tireme teknikleri kullanmadan gebe kalmis ve en

az bir cocuk dogurmus fertil kadinlardan olusturulmustur (n=91).

Hasta ve kontrol grubu kadinlarda HLA-G geninin 3' UT boélgesindeki 14 bazlik
delesyonun insersiyon polimorfizminin genotipik dagilimlar1 ve alel frekanslari
incelenmistir. Kadin infertilite i¢in risk artis1 getirdigi diisiiniilen del/del genotipi
basta olmak iizere genotipler dagilimlar1 ve alel sikliklar1 hasta ve kontrollerde
karsilagtirilmistir.  Verilerin  analizinde Binary logistic regression modeli
kullanilmistir. Sonuglar % 95 giiven araliginda odds ratios (OR) olarak ifade
edilmistir. Anlamlilik diizeyi 0,05 olarak belirlenmistir. Calismaya dahil edilen hasta
ve kontrollerin genotipik degerlendirmesi asagida belirtildigi gibi gerceklestirilmistir:
HLA-G geninin 3' UT bolgesindeki 14 bazlik delesyonun her iki alelde birden
homozigot halde bulunmasi (del/del), s6z konusu delesyonun tek alelde heterozigot

olarak bulunmasi (del/ins) ve hi¢ bulunmamasi (ins/ins) olarak degerlendirilmistir.

Incelenen toplam 123 infertil kadinda delesyonu homozigot olarak tastyanlarin sayisi
42 kisi (% 34,15) olarak bulunmustur. Heterozigot hastalarin sayisi ise 61 kisi (%
49,59) dir. Delesyonu hi¢ tasimayanlar ise 20 kisi (% 16,26) olarak tespit
edilmiglerdir. Fertil kontrollere baktigimizda, incelenen 91 kiside delesyonu
homozigot olarak tasiyanlarin sayis1 26 kisi (% 28,57), heterozigot olarak tastyanlar
ise 47 kisi (% 51,65) olarak bulunmustur. 18 fertil kontrol ise (% 19,78) homozigot
insersiyon tagimaktadir. Infertil hastalar ve kontroller karsilastirildiginda 14 bazlik
delesyonu homozigot olarak tasimanin ufak bir risk artig1 getirdigi diistiniilmiigse de

istatistiksel olarak anlamli degildir (OR:1,30, p=0.385). Alel bazinda baktigimizda
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ise 14 be.lik delesyon hasta ve kontrollerde anlamli bir farklilik gdstermemistir

(OR:1.2, p=0.348). (Cizelge 2)

Cizelge 2: HLA-G geninin 3'UT bdlgesindeki 14 bazlik delesyonun-insersiyon
polimorfizminin infertil hasta ve fertil kontroldeki genotip dagilimlar1 ve alel
sikliklar1.

HLA-G UTR infertil Hasta Fertil Kontrol OR | 95% CI
14 b¢ Del/ins

(n=123) % (n=91) %
Genotipler
Del/Del 42 34,15% 26 28,57% | 1,30 0,385 | 0,72-2,33
Del/ins 61| 49,59% 47 51,65%| 0,92 0,766 | 0,54 -1.58
ins/ins 20 16,26% 18 19,78% | 0,79 0,507 | 0,39-1,59
Alel Frekans:
Del 145| 58,94% 99 54,40% 1,2 0,348 | 0,82-1,77
ins 101 | 41,06% 83 45,60% | 0,83 0,348 | 0,56 -1,22

Aciklanamayan infertilte tanili 65 kadin incelendiginde, 24 (% 36,92) kisinin
homozigot delesyon tasidigi, 30 (% 46,15) kisinin del/ins heterozigot oldugu ve 11
(% 16,92) kisinin homozigot ins/ ins oldugu goriilmiisiir. Agiklanamayan infertilite
hastalar1 ve kontroller karsilastirildiginda 14 bazlik delesyonu homozigot olarak
tagimanin yaklagik 1.5 kat risk artist getirdigi goriilmiisse de istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (OR:1.46, p=0.272). Alel bazinda baktigimizda ise 14bg.lik
delesyonun siklig1 hastalar ve kontroller kiyaslandigina istatistiksel olarak anlaml

degildir (OR:1.26, p=0.324). (Cizelge 3).



Cizelge 3: HLA-G geninin 3'UT bolgesindeki 14 bazlik delesyonun-insersiyon
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polimorfizminin agiklanamayan infertil hasta ve fertil kontroldeki genotip dagilimlar
ve alel sikliklari.

HLA-G UTR Aciklanamayan Fertil Kontrol OR P 95% CI
14 be Del/ins infertil Hasta

(n=65) % (n=91) %
Genotipler
Del/Del 241 36,92% 26 28,57% | 1,46 0,272 | 0,74 - 2,88
Del/ins 30| 46,15% 47 51,65%| 0,8 0,498 [ 0,42 -1,52
ins/ins 11| 16,92% 18| 19,78%| 0,83 0,65 |0,36-1,89
Alel Frekans1
Del 78| 60,00% 99 54,40%| 1,26 0,324 | 0,80 - 1,98
ins 521 40,00% 83 45,60%| 0,8 0,324 | 0,50-1,25

Aciklanamayan infertilite hastalar1 ¢ikarildiktan sonra infertil kadinlarin sikliklarina

bakildiginda homozigot delesyon tasiyan 18 (% 31,03) kisi, heterozigot delesyon

tagtyan 31 (% 53,45) kisi ve homozigot insersiyon tasiyan 9 (% 15,52) kisinin oldugu

goriilmiistlir. Bu hastalar kontrollerle kiyaslandiginda del/del genotipinin OR’si 1,13

olarak bulunmustur. (Cizelge 4).

Cizelge 4: HLA-G geninin 3'UT bdlgesindeki 14 bazlik delesyonun agiklanamayan
infertil hastalar ¢ikarildiktan sonraki genotip dagilimlari.

HLA-G 3’ Infertil- Fertil Kontrol OR P 95% CI
UTR 14 b¢ Aciklanamayan
Del/ins infertil Hasta

(n=58) % (n=91) %
Genotipler
Del/Del 18| 31,03% 26 28,57% | 1,13 0,748 | 0,55 -2,31
Del/ins 31| 53,45% 47 51,65%| 1,07 0,83 | 0,56 -2,08
ins/ins 9 15,52% 18 19,78% | 0,74 0,507 | 0,31-1,79
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4. TARTISMA

Bu calismada maternal fetal toleransta rolii olan HLA-G antijenindeki 3’ UT
bolgesinde bulunan 14 bg.lik delesyon insersiyon polimorfizmi incelenmis ve

kadinlarda infertilite ile iligkisi arastirilmstir.

HLA-G, dogal dldiiriicti hiicreler ile iligkili immiin yanitta gorev alan bir HLA klas1
antijenidir. Ilk olarak uterin dogal katil hiicrelerindeki inhibitdr reseptorler icin

ligand olarak tanimlanmis ve maternal-fetal toleransta katkis1 oldugu diisiiniilmiistiir.

HLA-G’nin uterin dogal katil hiicrelerindeki KIRDL4 reseptoriine baglanmasi
implantasyon ve plasental damarlanma ve gelisime yardimci olan sitokin ve
anjiojenik faktorlerin salgilanmasi diizenler. Proanjiojenik faktorleri dengelemek i¢in
olusan antianjiojenik etkiler trofoblasttan salgilanan HLA-G ye atfedilmistir (Fons P.
ve ark.,2006). HLA-G ifadelenmesindeki diisiis ile tekrarlayan kendiliginden diisiik
ve preeklampsi gibi hamilelik bozukluklarin birlikteligi, HLA-G’nin maternal-fetal
toleransta anahtar tolerojenik molekiil oldugunu gostermistir (Hviid, T.V.2006). Yine
in vitro fertilizasyon caligmalarinda, embriyo sHLA-G ifadelenmesinin uterin
implantasyonda hayati oldugu goriilmiistiir. Anne kaninda ovulasyondan 6nce dahi
farkli orijinden gelen sHLA-G belirlenmesi, endometriyal alma egilimini tesvik
ederek insan embriyo implantasyonunu etkiledigi diisliniilmektedir (Rizzo R. Ve

ark.,2007).

Embriyonun basarili implantasyonunda ve gebeligin siirdiiriilmesinde oynadigi rol
sHLA-G diizeyini belirleyen genetik degisikliklerin arastirilmasina yol a¢mustir.
Coziinebilir HLA-G diizeyini mRNA diizeyini ve kararliligini etkileyerek diistirdiigii
gosterilen 3> UTR da bulunan 14 bazlik delesyon insersiyon polimorfizmi ile ilgili
calismalar vardir (Hviid T.V. ve ark.,2006). Polonya da yapilan bir caligmada
sHLA-G molekiillerinin belli HLA-G aleleriyle birliktelik gdsterdigi, bunun da
sHLA-G diizeyinin genetik olarak kontrol altinda oldugunun bir gdstergesi oldugu

One siirtilmistiir (Spak-Szmigiel 2007) .
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Biz ¢alismamizda infertil kadinlarda HLA-G 3’UTR 14 bglik delesyonun sikliginin
fertillerden yiiksek oldugunu, fakat bu farkliligin istatistiksel olarak anlamh
olmadigin1 tespit ettik (toplam infertil (n=123) 34,15%; Fertil Kontrol (n=91)
28,57%). Yine bu calismada homozigot delesyon tasiyanlarin orani agiklanamayan
infertilite grubunda daha yiiksek bulunmustur. Bu grup kontrollerle karsilagtiginda
homozigot delesyon tagimanin yaklasik 1.5 risk artis1 getirdigi goriilmiistiir. Bununla

beraber bu yiikseklikte istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Infertil hasta grubundan agiklanamayan infertilite olarak bize génderilen kadinlari
cikardigimizda homozigot delesyon tagima sikliginin distiginii gordiik. Bu
farkliligin nedenleri bizim infertil hasta grubumuzun heterojenligi olabilir. Bu grupta
infertilite nedenleri birbirinden farkli c¢esitli hastalarin olmasi, bazi kadinlarda
infertilitenin genetik kokeni olmayan nedenlerden kaynaklaniyor olmasi bu
diisiikliigiin olas1 nedenleri arasinda olabilir. Infertilite nedenleri arasinda iyi bir
ayirim yapilarak incelenecek gruplarda, HLA G polimorfizmlerin 6zellikle de 3’UTR

14 bg delesyonunun sikliginin artabilecegini diistinmekteyiz.

Literatiirde HLA-G ve infertilite izerine yapilmis ¢alisma sayisi sinirlidir. Calismalar
daha ¢ok tekrarlayan kendiliginden diislikler tlizerinedir ve sonuglar c¢eligkilidir.
Farkli etnik gruplarda farkli sonuglar elde edilmistir. Beyaz irkta HLA-G ve
tekrarlayan kendiliginden diisiik olgularinda yapilan bir ¢aligmada fertil kadinlarda
heterozigot formun beklenenin iizerinde oldugu ve annenin heterozigotlugu
durumunda ins/ ins genotipindeki fetiisiin daha ¢ok sansi olabilecegi sOylenmistir
(Hviid ve ark., 2002). Cin’den yapilan bir calismada, Xue ve arkadaslar1 tekarlayan
kendiliginden diisiiklerde HLA-G genindeki 14 b¢ del/ins polimorfizmin sik
goriildiigiinii bildirmislerdir (Xue ve ark., 2007). Bu sonu¢ daha 6nce Hindistan dan
Tripathi ve ark. yaptig1 caligmay1 destekler niteliktedir (Tripathi ve ark., 2004).
Farkli etnik gruplarda yapilan ¢aligmalarda bildirilen farkli sonuglar HLA-G geninde,
farkli toplumlardan yapilacak detayli genotiplendirme ¢alismasina ihtiya¢ oldugunu

gostermektedir.
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5.  SONUC VE ONERILER

Elde ettigimiz sonuglar HLA-G geni 3’UTR bulunan del/del polimorfizminin
kadinlarda infertilite ile iliskili olabilecegini ama bunun i¢in daha genis hasta ve
kontrol gruplarinda c¢alisilmas1 gerektigini diisiindliirmektedir. Agiklanamayan
infertilite grubundaki homozigot delesyon oraninin yiiksekligi 6zellikle bu grupta
caligmalarin  yogunlastirilmasinin  anlamli  olabilecegini gostermistir. HLA-G
genindeki alellerin ya da 3° UTR digindaki diger polimorfizmlerinde ¢alisilmasinin,

infertilite agisindan anlamli olabilecegini diisiinmekteyiz.
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OZET

HLA-G Genindeki 3°UTR Polimorfizminin infertil Kadinlarda incelenmesi

HLA-G, dogal dldiiriicti hiicreler ile iligkili immun yanitta gorev alan bir HLA klas1
antijenidir. Diisiik polimorfik 6zelligi, sinirli doku dagilimi, kismi ifadelenme ve
immiin toleransa yol acan biyolojik Ozellikleriyle diger klasl molekiillerinden
farklilik gosterir. HLA-G ilk olarak uterin dogal oldiiriicii hiicrelerindeki inhibitor
reseptorler i¢in ligand olarak tanimlanmis ve maternal-fetal toleransta katkisi oldugu
diistiniilmiistiir. HLA-G ekspresyonundaki azalma ile tekrarlayan kendinden diisiik
ve preeklampsi gibi hamilelik bozukluklarin birlikteligi, HLA-G’nin maternal-fetal
toleransta anahtar tolerojenik molekiil oldugunu goéstermistir. HLA-G geninin 3’
kodlama yapmayan bolgesinde bulunan 14 bg¢’lik delesyon-insersiyon polimorfizmi,
mRNA diizeyini ve kararliligin1 dolayisiyla ¢oziinebilir HLA-G  diizeyini
etkilemektedir. Calismamizda HLA-G geninde 3’UTR’deki del/ins polimorfizminin,
tilkemiz kadinlarinda infertiliteye yatkinlik yapan genetik faktorlerden biri olup

olmadigini arastirdik.

14 be¢’lik delesyon—insersiyon polimorfizmini belirlemek icin ilgili bolge PCR
yontemiyle ¢ogaltilmis ve PAGE yapilarak bant biiyiikliikleri karsilastiriimistir.

HLA-G genindeki ins/del polimorfizmi 123 infertil ve 91 fertil olmak iizere toplam
214 kadinda incelenmistir. Calismaya dahil edilen hastalar, toplam infertil hastalar
(n1=123) ve agiklanamayan infertil hastalardan (n2=65) olusturuldu. Kontrol grubu,
fertil kadinlardan (n3=91) olusturuldu.

HLA-G geninde tanimlanmis olan 14 bg'lik delesyon polimorfizminin her bir grup
icin dagilimlart tespit edilerek degerlendirilmistir. Homozigot yapida delesyon,
heterozigot yapida delesyon ve hi¢ delesyon bulunmamasi durumlarina ait sikliklar
bakimindan gruplar arasinda oransal olarak farkliliklar goézlenmesine ragmen

istatistiksel olarak anlamli fark saptanamamustir (p>0.05).

ANAHTAR KELIMELER: DNA, HLA-G, PCR, POLIMORFIZM
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SUMMARY

The Investigation of The 3’UTR Polymorphism of the HLA-G Gene on Infertile
Women

HLA-G is a Class I antigen involved in the immune response related with the natural
killer cells. It shows differences from the rest of the Class 1 molecules due to its low
polymorphism, limited tissue distribution, partial expression and the biological
properties providing immune tolerance. At first, HLA-G was defined as a ligand for
the inhibitory receptors of uterine natural killer cells and thought to have a
contribution in maternal-fetal tolerance. The reduction seen in the expression of
HLA-G coupled with the pregnancy defects like recurrent spontaneous abortion and
preeclampsia suggests that HLA-G can be a key tolerogenic molecule in maternal-

fetal tolerance.

The 14 bp deletion-insertion polymorphism of HLA-G gene on 3’ untranslated
region affects mRNA level and stability, and thus it affects the soluble HLA-G level.
In this study, we investigated whether this deletion-insertion polymorphism on the 3’
untranslated region of the HLA-G gene is a genetic factor on women infertility in
Turkey. In order to detect 14 bp deletion-insertion polymorphism, related region was

multiplied by PCR method, compared bands size by PAGE.

The ins/del polymorphism on HLA-G gene was investigated on 214 women, as 123
infertile and 91 fertile. Patients, attending this study were composed of total infertile
patients (nl1=123), unexplained infertile patients (n2=65). Control group was

generated from the fertile women (n3=91).

The defined 14 bp deletion polymorphism on HLA-G gene was evaluated for groups.
Although there were differences between frequency of homozygote deletion,
heterozygote deletion and non deleted conditions, no statistically significant

difference was found (p>0.05).

KEY WORDS: DNA, HLA-G, PCR, POLYMORPHISM
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