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HLA-G GENININ 3' UT BOLGESINDEKI 14 BAZ CiFTLiK DELESYON
POLIMORFIZMINIiN FERTILiZASYON UZERINE ETKISi

OZET

Ureme biyolojisinde maternal immiin sistemin gelisen fetusu nasil reddetmedigi gizemini
koruyan bir konudur. Bir seri ¢aligmanin sonucunda sinirli sayida polimorfizmi saptanmis olan
HLA-G antijeninin insan preimplantasyon embriyosunda eksprese olabildigi ve immiin
diizenleyici rolii ile tolerogenik fonksiyonunun oldugu ortaya koyulmustur. HLA-G molekiiliiniin
implantasyonun kontroliinde rol oynadigi artik bilinmektedir. Bu tez calismasinda HLA-G
geninde tamimlanmis olan 14 bg¢’lik delesyon polimorfizminin implantasyon basaris1 ve gebelik
iizerine etkileri degerlendirildi. 14 b¢’lik delesyon polimorfizmini tarama yontemi olarak PCR
(Polimerase Chain Reaction) yontemi kullanildi. Calismaya dahil edilen hastalar ii¢ grup altinda
toplandi: Birinci grup (Grup 1); en az ii¢ defa IVF denenmesine ragmen gebe kalamamis
kadinlardan (n;=127), ikinci grup (Grup 2); IVF ile gebe kalabilmis kadinlardan (n,=76), Ugiincii
grup (Grup 3) ise kontrol grubu olup tibbi bir destek olmadan gebe kalabilmis fertil kadinlardan
olusturuldu (n3=80). hla-g geninde tanimlanmis olan 14 b¢’lik delesyon polimorfizminin her bir
grup icin dagilimlar tespit edilerek degerlendirilmistir. Homozigot yapida delesyon, heterozigot
yapida delesyon ve hi¢ delesyon bulunmamasi durumlarina ait sikliklar bakimindan gruplar
arasinda oransal olarak farkliliklar gbzlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli fark ortaya
koyulamamustir (p>0.05). Sadece heterozigot bireylerin her ti¢ grup i¢in dagilimina baktigimizda
heterozigotluk oranlar1 arasinda net bir farklilik belirlenmistir. Calismanin sonucu olarak 14
b¢’lik HLA-G polimorfizminin IVF ile gebelik elde etme bakimindan bir etkisinin olmadigi

ortaya koyulmustur.
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THE EFFECT OF THE 14 BASE PAIR DELETION POLYMORPHISM IN THE 3' UT REGION OF
THE HLA-G GENE ON FERTILISATION

ABSTRACT

Why the maternal immune system does not reject the developing fetus remains a fundamental
mistery of reproductive biology. The series of experiments presented here test the hypothesis that
HLA-G antigen with limited polymorphism may be expressed in the human preimplantation
embryos and immun regulation role and tolerogenic function of this gene was obtained. It is
known that HLA-G molecule plays a crucial role in the implantation. In this study the efect of 14
bp deletion polymorphism of HLA-G gene on succesful implantation and pregnancy was
examined. PCR method was preferred to detect this polymorphism. Patients, attending this study,
were grouped into three: The first group (Group 1) as no pregnancy although at least three or
more IVF treatment (n;=127), the second group (Group 2) succesful pregnancy after IVF
treatment (n,=76) and the third group, fertil control group (n3=80) was described. Although there
were differences between frequency of homozygote deletion, heterozygote deletion and non
deleted conditions, no statistically significant difference was obtained (p>0.05). If we consider
only the distribution of heterozygote women among each three group, an obvious difference for
heterozygote rates was detected. As a result of this study, it was revealed that 14 bp deletion

polymorphism of HLA-G did not affect IVF pregnancy.
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1. GIRIS

In vitro fertilizasyon (IVF), ilk tiip bebegin diinyaya geldigi 1978 tarihinden itibaren
uygulanmakta olup bu zamana kadar cok hizli gelismeler gostermis ve hala gelismekte olan
uygulamali bir bilim alanidir. IVF laboratuvarlarinin oncelikli amaci, gebelik elde etmekte
giicliik ceken ya da saglikli ¢cocuk sahibi olmakla ilgili risk tasiyan eslerin saglikli bebek sahibi
olmalarina yardimci olmaktir. IVF’ te temel uygulamalar, gamet hiicrelerinden embriyo elde
etmek ve bu embriyolarin kiiltiir edilip gelisimlerini takip ederek anne rahmine transferi
islemlerini icermektedir. Insan iiremesinde embriyo implantasyonu olduk¢a kompleks ve tam
olarak mekanizmas1 ortaya koyulamamis bir olaydir. Yapilan calismalar transfer edilen
embriyolarin %70’inin implante olamadigim1 ve ancak %14 iiniin saglikli bebekler olarak
diinyaya gelebildigini gostermistir (Noci ve ark., 2004). Bu nedenle basarili bir IVF
uygulamasinda gebeligi saglayabilecek potansiyeldeki embriyonun secimi son derece Onem
tasimaktadir. IVF’te elde edilen embriyolarin ancak 2 ya da 3 tanesi hastaya transfer edilir.
Embriyonun canliligim belirleyen bir biyomarkerin bulunmasina siddetle ihtiya¢ vardir.
Preimplantasyon embriyo gelisimi ve metabolizmasinda baz1 biyomolekiillerin biiyiilk 6nemi
oldugu gosterilmis olmakla beraber hali hazirda bircok arastirma yapilmaktadir. En kaliteli
embriyoyu secme metodu hala embriyologlar i¢in bir soru isaretidir. Tiip bebek merkezlerinde
yaygin olarak transfer edilecek embriyolar morfolojik durumuna ve boliinme hizina bagh olarak
secilmektedir ancak embriyonun canliligi ve endometriyuma tutunabilme potansiyeli embriyo
kalitesiyle birebir baglantili degildir. Embriyonun morfolojik olarak degerlendirilmesi ve hangi
embriyonunun/embriyolarin transfer icin uygun oldugunun belirlenmesi i¢in bazi morfolojik
puanlama kriterleri tanimlanmistir. Bunlar arasinda en yaygin kullanmilan Lucinda L. Veek
tarafindan tanimlanmis olan embriyo degerlendirme kriterleridir (Veeck ve ark., 1999). Buna
gore 3. giin embriyolan igin: esit biiylikliikte blastomerleri olan ve sitoplazmik fragmantasyon

icermeyen embriyolar birinci kalite, yine esit biiyiikliikte blastomerleri olan ancak %10 civarinda
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sitoplazmik fragmantasyon iceren embriyolar ikinci kalite, blastomer biiyiikliikleri farkli olan ve
degisik oranda fragmantasyon iceren embriyolar {i¢iincii kalite, blastomer biiyiikliikleri esit veya
esit olmayan ve fragmantasyon orami %10’un iizerinde olan embriyolar dordiincii kalite,
biiyiikliikleri degisken olan az sayida blastomer igeren ve %50 nin iizerinde fragmantasyonu olan
embriyolar besinci kalite olarak degerlendirilmistir. Bu sekilde yapilan kalitatif siniflandirma
embriyonun canliligi hakkinda bir fikir vermekle birlikte implantasyon potansiyeli hakkinda
yeterli bir indikator olamamaktadir. Sonug olarak en kaliteli embriyoyu belirlemek icin daha iyi
bir indikatore ihtiya¢ vardir. Halihazirda, insan embriyosunun biyokimyasal fonksiyonunu dlgen
rutin tedavilerde kullanilan bir marker bulunmamaktadir (Noci ve ark., 2004). Hem 6nceki hem
de yeni yaymlanmis makalelerde preimplantasyon embriyo gelisimi ve metabolizmasinda bazi
molekiillerin 6neminden bahsedilmistir (O’Neil ve ark., 1987; Gardner ve Leese, 1993; Gardner
ve ark., 2001; Hannis ve Edwards, 2003). Human Leukocyte Antigen-G (HLA-G), Insulin-like
growth factors (Liu ve ark., 1997) ve Platelet Activating Factor (PAF) (O’Neil ve ark., 1987) gibi
baz1 endojen faktorlerin preimplantasyon embriyolarinin gelisimi ve implantasyonu iizerine etkili

oldugu ortaya koyulmustur.

Ureme biyolojisinde maternal immiin sistemin gelisen fetusu nasil reddetmedigi gizemini
koruyan bir konudur. Bir seri calismanin sonucunda sinirlt polimorfizmi olan HLA-G antijeninin
insan preimplantasyon embriyosunda eksprese olabildigi ve immiin diizenleyici rolii ile
tolerogenik fonksiyonunun oldugu ortaya koyulmustur. HLA-G molekiiliiniin implantasyonun
kontroliinde rol oynadigi artik bilinmektedir. Fuzzi ve grubunun yaptigr caligmada sadece
implante olabilen embriyolarin HLA-G eksprese edebildikleri ve HLA-G negatif embriyolarla

gebelik elde edilemedigi ortaya koyulmustur (Noci ve ark., 2005).
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HLA-G geninin 3'UT (untranslated = transle olmayan) ve 5'UR (upstream regulatory / promotor
= promotor) bolgelerindeki polimorfizmlerin, baz1 gebelik komplikasyonlarinda énemli olan ve
HLA-G fonksiyonunu etkileyen HLA-G ekspresyonundaki degisiklikler ile ilgili oldugu
bulunmustur. HLA-G geninin 3° UT bolgesindeki 14 baz ciftlik (bg) delesyon-insersiyon
polimorfizminin, HLA-G mRNA’sinin alternatif splicing’i ve HLA-G diizeyindeki farkliliklarla
iligkili oldugu ve ayrica implantasyon ve gebelik siiresince fetus ve annenin HLA-G
ekspresyonunun immiin diizenleyici roliinii etkiledigi diisiiniilmektedir. (Hviid ve ark., 1999,

2003).

Bu tez ¢calismasinda; ti¢ defa IVF denenmesine ragmen gebe kalamamis kadinlarda, IVF ile gebe
kalabilmis kadinlarda ve kontrol grubu olarak fertil kadinlarda 14 bg¢’lik delesyonun taranmasi
amaglanmis olup tez calismasi, bu polimorfizmin gruplar arasindaki implantasyon ve gebelik
basaris1 yoniinden farkliliklarin ortaya koyulmasini ve bu polimorfizmin Tiirk populasyonuna ait

hasta gruplarindaki sikliklarinin belirlenmesini saglayacaktir.
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2. GENEL KAVRAMLAR

2.1.insan in vitro fertilizasyon Uygulamalarinin tarihgesi:

In vitro fertilizasyon (IVF), yumurtalarin ovaryumlardan aspire edildikten sonra sperm hiicreleri
ile laboratuvar ortaminda birlestirilmesi sonucu olusan embriyolarin uterusa transferi islemlerini
iceren iiremeye yardimci bir yontemdir (www.ccivf.com/glossary.html). Insan IVF’ine yolculuk
ilk tiip bebegin diinyaya gelisinden yirmi y1l 6nce Ruth Fowler ve Robert Edwards’in olgun disi
farelerin siiperovulasyonu iizerine olan ¢alismalari ile baslamistir. Kisa bir siire sonra Robert
Edwards 1962 ve 1965 yillarinda in vitro insan oosit maturasyonunun asamalarini tanimlayan iki
makaleyi yayinlamistir. Bu yillarda Edwards, John Paul ve Robin Cole ile birlikte in vitro olarak
farklilagabilen veya Oliimsiiz kok hiicre dizilerini olugturabilen ilk embriyonik kok hiicreleri
diinyaya tanitmiglardir. Yine Edwards, Richard Gardner ile birlikte tavsanlarda preimplantasyon
genetik taniyi, blastokist enjeksiyonuyla elde edilmis kimerik fareleri ve Barry Bavister ile in
vitro maturasyon saglanmis insan oositlerinde ilk dollenmeyi gostermislerdir (Gardner D.K. ve
ark., 2004). Bu calismalar, insan IVF’i basta olmak iizere embriyo tanistyla ilgili diger modern
dallar ve insan embriyonik kok hiicrelerinin potansiyel kullanimin1 hedefleyen oncii caligmalar

olmus ve yardimei tireme tekniklerinde ¢igir agmustir.

Robert Edwars’in 1968 yilinda Dr. Patrick Stoptoe’nin Lancet’te yer alan bir makalesini okuyup
kendisiyle irtibata gecmesi, insan in vitro fertilizasyonu ile ilgili ¢aligmalari olduk¢a
hizlandirmistir ¢iinkii bir kadin dogum uzmam olan Stoptoe bu yazisinda fallopian ampulla
laparoskopisi uygulamalarim anlatmaktadir. Edwards bu uygulamanin insan IVF’ini
gerceklestirmelerini saglayabilecek bir uygulama oldugunu diisiiniip Stoptoe’ye is birligi
onermistir (Gardner D.K. ve ark., 2004). IIk uygulamalarini Lesley ve John Brown cifti iizerinde
gerceklestirmislerdir ve Stoptoe oOncelikle Lesley’den yumurtalarim1 laparoskopik yontemle

almistir. Edwards yumurtalart laboratuvar ortaminda esinin spermi ile dolleyerek embriyo elde
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etmis ve bu embriyolar1 64 hiicre civarinda (yaklasik dort veya besinci giinde) uterusa
yerlestirerek gebelik elde etmistir. 25 Temmuz 1978 ilk tiip bebek Louise Joy Brown’in dogum
giinii olup insan  IVF  tarihinin  baglangict olarak  kabul edilmektedir

(www.history 1900s.about.com).

2.2. IVF yontemine genel bakis ve uygulanan yardimci teknikler:

[k tiip bebegin dogumunun ardindan gegen 27 yil icerisinde IVF’te ¢ok onemli gelismeler
kaydedilmistir. Ik basta tubal faktoriin iistesinden gelmek icin dizayn edilen IVF simdilerde
aciklanamayan infertilite, erkek infertilitesi, endometriyozis, overyan yetmezlik gibi
problemlerin ¢oziimiinde de kullanilir hale gelmistir (Steptoe ve ark., 1980, Templeton ve ark.,
1996).

Diinyanin 6nde gelen bazi IVF merkezlerinin sonuclar degerlendirilerek elde edilen genel IVF

endikasyonlar1 ve goriilme oranlart Sekil 2.1.’de gosterilmistir (Brinsden ve ark., 2005).

Medensiz
%2
Birden fazla sebep
%19
Erkek Faktdr
%36

Endometrivosis
%5

Anovulasyon
k)

Aciklanamayan Tubal Faktdr
16 w7

Sekil 2.1.: Infertilite nedenleri ve ¢cok merkezli verilere gore goriilme sikliklar1.
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2.2.1. infertilite (kisirhik);

Ciftlerin ¢cocuk sahibi olmayi istemelerine ve diizenli cinsel iliskide bulunmalarina ragmen en az
bir yil siireyle gebelik elde edememeleridir. Bu durumda infertilite nedeni ortaya koyulmali ve
probleme dayali tedavi uygulanmalidir. Yukarida belirtilen nedenlerin ¢6ziimii IVF tedavisi olup

bu boliimde genel anlamda IVF tedavisinin asamalari ve kullanilan teknikler agiklanacaktir.

2.2.2. Ovulasyon Indiiksiyonu ve Yumurta Toplama

IVF’te amag; yumurtaliklardan olabildigince cok sayida ve iyi kalitede yumurta elde etmektir.
Bunun icin tedaviye aliman kadimin yas, kilo ve hormon seviyelerine bagl olarak ovulasyon
indiiksiyonu protokolii diizenlenir. Kontrolli overyan hiperstimulasyon (KOH) denilen bu
uygulama sirasinda kullanilan ilaglarin dozunun ayarlanmas1 hem yeterli ve iyi kalitede yumurta
elde etmek hem de kisiye sistemik bir zarar vermemek acisindan ¢ok énemlidir. Bu nedenle takip
sirasinda ultrason sonuglart ve hormonlarin artis durumuna gore ilaglarin dozu degistirilip

ayarlanmaktadir.

Bu tedavi sirasinda; dogum kontrol haplari, GnRH analoglar1 (Lucrin/Decapeptyl) enjeksiyonlari,
gonadotropin (Follegon/ Puregon/ Menagon/ Gonal-F) enjeksiyonlar1t uygulanmakta ve seri
olarak hormon ve rahim i¢i ultrason tetkikleri yapilmaktadir. Bazen tedaviye kortizon ve
metformin gibi ilaglar da eklenebilmektedir. Uygun USG ve hormon sartlar1 elde edildiginde
hCG (Pregnyl/ Profasi) enjeksiyonu yapilip 35,5-39 saat sonra yumurta toplama (OPU = oosit
pick up) islemi yapilmaktadir (Hohmann ve ark., 2003, Huisman ve ark.,, 2000, Kastrop ve ark.,

2003).
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2.2.3. Oosit toplama :

Yumurta toplama islemi transvajinal ultrason esliginde yapilir. Bu islem icin vajina arka
duvarindan yumurtaliklarin i¢ine dogru bir igne sokularak ultrason esliginde folikiildeki sivi,
yumurtalar elde etmek icin bir test tiipiine aspire edilir. Stereo mikroskop altinda yumurtalar
follikiil stvilarindan ayiklanarak toplanir ve uygun kosullarda (37°C, %5-6CQO,) iki saat siire ile

inkiibe edilir (Gardner, ve ark., 2004).

2.2.4. Sperm hazirlama:

Semendeki sperm konsantrasyonu, hareketlilik orani ve morfolojisine bagh olarak sperm
gradiyent ya da swim up tekniklerinden biriyle hazirlanmaktadir. Gradiyent yontemi temel olarak
dansite farkliligi esasina dayanmaktadir. Normal morfolojiye sahip olan sperm hiicresi semen
icerisinde dansitesi en yiiksek olandir. Sperm hiicresinin kromozomlart son derece kondanse bir
yapt gosterdiginden normal morfolojili ve olgun sperm hiicrelerinin dansitesi daha yiiksek
olacaktir. Bir semende diisiik hareketliligin, 16kosperminin ve artik sperm hiicrelerinin ayrica
antisperm antikorlarin varliginin olmasi gradiyent yonteminin kullanilmasini1 gerekli kilar. Sperm
sayis1 20 milyon, hareketlilik oraninin %50 ve progresif hareketli sperm oraninin %30’un altinda
olmas1 gradiyent yonteminin tercih edilmesine sebeptir. Daha iyi parametrelere sahip semen
ornekleri icin swim up teknigi uygulanabilmektedir. Bu teknikte direkt konsantre edilen semende
sperm hiicrelerinin uygun bir medyuma dogru yliziip oradan toplanmalar1 seklinde kaliteli sperm

hiicreleri elde edilebilmektedir (Gardner, ve ark., 2004, Vicdan ve ark., 1999).

2.2.5. Mikroenjeksiyon :
Mikroenjeksiyon ya da Intra Cytoplasmic Sperm Injection (ICSI) ilk olarak 1992 yilinda
Belcgika’da Brussel Free University’de Palermo ve arkadaslan tarafindan uygulanmistir. ICSI, tek

bir sperm hiicresinin bir mikropipet araciligiyla oosit sitoplazmasi icerisine yerlestirilmesidir.
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ICSI uygulamas: yapilacak oosit birinci polar cisimcigini atmis yani metafaz 2 asamasinda
olmalidir. ICSI yapilacak oositler bu islemden once hyaluronidaz enzimi araciligiyla kiimiiliis
hiicrelerinden arindirilir ki hem oositin manipulasyonu kolaylastirilir hem de polar cisimcigin

atilip atilmadig: net bir sekilde gozlenebilmis olur (Vicdan K ve ark., 1999).

2.2.6. Embriyo Kiiltiirii :

Embriyo kiiltiiriiniin ilk asamasi fertilizasyon kontrolii olup bu degerlendirme ICSI isleminden
12-18 saat sonrasinda yapilir ve bu giin embriyo kiiltiiriinde 1. giin olarak adlandirilir. Bu evrede
incelenen oositler ya normal olarak fertilize olmakta veya fertilizasyon yoklugu ya da anormal
fertilizasyon gostermektedirler. Kesin olarak ayri iki proniikleusun varligi normal fertilizasyonu
gosterir (Sekil 2.2.a). Embriyonun boliinmeye bagladigi giin 2. giin olarak adlandirilir ve bu
evrede embriyolar 2-4 blastomerli evrededir (Sekil 2.2.b). Embriyo kiiltiirliniin 3. giiniinde 6-8
blastomerli olan embriyo (Sekil 2.2.c) 4. giinde morula - kompaktlasma (Sekil 2.2.d) evresinde

olmaktadir. Kiiltiiriin 5. giiniinde blastokist evresindeki (Sekil 2.2.e) embriyolar gelismektedir.

Sekil 2.2. : Preembriyolarin gelisim evreleri. a) proniikleer asama b) 4 blastomerli evre ¢) 8

blastomerli evre d) kompakt evre e) blastokist evresi.
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2.2.7. Embriyo Gelisiminin Degerlendirilmesi:

Insan fetusunun erken kaybi oldukca yaygin bir olaydir. Dogal tekiz fetuslarin yaklasik %73ii 6.
haftaya ulagsamadan kayba ugramakta ve kalanlarin %90’1 dogumla sonu¢lanmaktadir (Boklage
ve ark.,. 1990). “Preembriyolarin canlilifin1 saglayan faktorler nelerdir?” sorusu pek c¢ok
arastiricinin - giindemindedir. Oncelikle genetik saglamlik implantasyonun gerceklesmesi ve
saglikli cocuk sahibi olmada kesin bir gerekliliktir. Ne yazik ki inkiibatorlerde takip edilen
embriyolarin biyopsileri yapilarak incelenmeden genetik yapilarini bilebilmek miimkiin degildir.
Pek ¢ok diisiik kalite embriyo, normal ve saglikli fetuslar gelistirse de fragmentli ve arrest
embriyolarda sayisal ve kromozomal anomalilerin daha sik oldugu goriilmektedir (Baltaci ve
ark., 2006). Diger yandan yaslh kadinlardan (>36) elde edilen pek ¢ok iyi morfolojili
embriyolarda oliimciil genetik bozukluklar oldugu ortaya konmustur (Munne ve ark., 1995). Bu
durum, morfolojik siniflandirma sisteminin transfer i¢cin en iyi embriyoyu secmede faydali
oldugunu ancak gelisimsel olarak normal olan embriyolarin se¢iminde simirlamalar gosterdigini
ortaya koymaktadir. Bu nedenle transfer edilecek embriyonun se¢imi en azindan simdiki

kosullarda bazi kiigiik testlerle yapilmaya calisilmaktadir.

Pek cok genetik bozuklugu olan embriyonun gelisimi erken donemde durmaktadir. Proniikleer
gelisimin ardindan genetik bozuklugu olan embriyolarin hizli kaybi, sekiz hiicre asamasindaki
embriyonun transfer icin se¢imini uygun kilmaktadir (Almeida ve ark., 1996). Degisik
morfolojik kalitelerdeki preembriyolar sitogenetik acidan incelendiginde arastirmacilar,
proniikleer asamadaki anomali oranin1 %65, 2-4 hiicre asamasinda %55 ve 5-8 hiicre agsamasinda
ise %27 oraninda tespit etmislerdir. K&tii morfolojili embriyolar iyi olanlara gore neredeyse iic
kat fazla genetik anomali gostermektedir. Embriyodaki genetik bozukluk oranim etkileyen diger
bir faktor de anne yasidir. Anne olma yasi ilerledikge embriyolardaki anoploidi orani

artmaktadir.
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IVF’teki son gelismelere ragmen gebelik oranlart 6énemli Olgiide arttirilamamis olup yiiksek
sayidaki ¢ogul gebelik oranlar1 hala onemli bir problem olmay1 siirdiirmektedir. Transfer
edilecek embriyonun canliligini olgen kriterlerin kullanimi olduk¢a 6nemlidir. Yumurtanin
gelisimi sirasinda kaderini 6nceden belirleyebilmek transfer i¢in en iyi embriyolarin se¢iminde
yardimci olabilir ancak ekstrasitoplazmik ve intrasitoplazmik morfolojilerine bakilarak yapilan
bu non-invasive secimin belirleyiciligi cok zayiftir. Son donemde folikiiler vaskiilarizasyonun
oositin gelisimsel kaderini 6ngdrmede belirleyici oldugu one siiriillmektedir (Borini ve ark.,

2005).

Bu verilerden yola ¢ikilarak dogal seleksiyonun sekiz hiicre asamasinin Otesinde erken fetal
gelisim sirasinda da siiriidiigiinii on gorebiliyoruz. Embriyonun kiiltiir siiresi uzatildiginda daha
seckin embriyolarin ayrt edilebilecegi diisiiniilerek standart 2-3. giin transferi yerine 4. giinde
morula ya da 5. giinde blastokist transferi yapilarak daha yiiksek oranda implantasyon elde
edilmistir (Huisman ve ark., 1994). Blastokist transferi en iyi embriyolar secebilmek i¢in olasi

diger bir strateji olup andploidi riskini de azaltmaktadir.

Implantasyon sansini arttirmak amaciyla potansiyel embriyo secimi igin uygulanan baska bir
yontem ise erken klivaj kontroliidiir. ICSI sonrasi 25-27. saatlerde yapilan ilk embriyo klivaj
kontrolii ile klivaja giren embriyolar takip edilip transferi yapildiginda gebelik oranlarinin arttig

bildirilmistir (Petersen ve ark., 2001).

Proniikleer morfoloji degerlendirmesi de implantasyon potansiyeli yiiksek olan embriyolarin

seciminde kullanilabilecek ancak diger morfolojik yontemlerle birlikte kullanilmasi onerilen bir

yontemdir (Tesarik ve ark., 2000).
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2.3.1. IVF’TE implantasyon Potansiyeli Yiiksek Embriyonun Secilmesi — Embriyonun
Genetik Taramasi

Genetik yapisinin normal olmasinin embriyolarin implantasyon basarisin arttirdigi gosterilmistir.
Bu amagla yaygin olarak kullanilan yontem preimplantasyon genetik tani ve tarama testleridir.
Preimplantasyon genetik tanm1 (PGT) implantasyon Oncesi embriyolardan alinan hiicre
orneklerinde genetik testler yapilarak anneye saglikli embriyolarin transfer edilmesi yontemidir.

[k uygulama Handyside tarafindan bildirilmistir (Handyside ve ark., 1995).

PGT’nin temel zorluklar1 arasinda en énemlisi tek ya da az sayida hiicreden genetik test yapilma
zorunlulugudur. Tek hiicrenin alinmasi (embriyo biyopsisi) ve kaybedilmeden genetik test icin
hazirlanmasi, sonuca kisa siire i¢inde (transfer giiniinden 6nce) ulasilma zorunlulugu, testlerin
tekrar edilme imkaninin olmamasi, sonuglarin degerlendirilmesindeki giicliikler (mozaiklik,

kontaminasyon vb) testin diger 6nemli sinirlamalar arasindadir.

IVF sonrasinda elde edilen iyi kalite embriyolarda andploidi en yaygin anormalliktir ve
poliploidi ve mozaikligin aksine anoOploidi embriyonel kalitenin artmasi ile azalma
gostermemektedir. O halde klivaj oranlar1 ve morfolojik parametreler dikkate alinarak embriyo
transferi yapildiginda poliploidi ve mozaikligin eliminasyonu saglanabilir ancak anéploidili
embriyolarin ekarte edilmesi saglanamaz (Munne ve ark., 1993). Iyi kalite embriyonun transfer

icin secilmesi kromozomal olarak anormal embriyo replasmanini azaltmaktadir.

2.3.2. IVF’te implantasyon Potansiyeli Yiiksek Embriyonun Secilmesi — Immunolojik
Degerlendirme
IVF’te elde edilen embriyolarin ancak 2 ya da 3 tanesi hastaya transfer edilir. Bu bakimdan

embriyonun canliligimm belirleyen bir biyomarkerin bulunmasina siddetle ihtiya¢ vardir. En
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kaliteli embriyoyu secme metodu hala embriyologlar icin bir soru isaretidir. Hali hazirda
kullanilmakta olan metot morfolojik embriyo simiflandirmasidir. Bu sekilde yapilan kalitatif

siniflandirma embriyonun canliligl hakkinda yeterli fikir vermemektedir.( Noci ve ark., 2004)

Insan iiremesinde embriyo implantasyonu oldukca kompleks ve tam olarak mekanizmasi ortaya
koyulamamis bir olaydir. Transfer edilen embriyolarin biiyiik bir ¢cogunlugu (>%70) implante
olamamakta, ancak %14’ii saglikli bebekler olarak diinyaya gelmektedir (Noci ve ark., 2004).
Hem o©nceki hem de yeni yayinlanmis makalelerde preimplantasyon embriyo gelisimi ve
metabolizmasinda bazi molekiillerin oneminden bahsedilmistir (Gardner ve ark., 1993, Gardner
ve ark., 2001, Hansis ve ark., 2003). Bununla birlikte bu metabolitlerden higbiri klinik
uygulamalarda embriyo seciminde rutin olarak kullanilmamistir; ancak PAF’in (Platelet-
activating factor) embriyo canliliginin belirlenmesinde indikator olarak kullanimi amaglanmistir

(Roudebush ve ark., 2001, Roudebush ve ark., 2002).

Insan embriyosunun biyokimyasal fonksiyonunu olgen rutin tedavilerde kullamlan bir marker
bulunmamaktadir (Noci I et al 2004). Embriyo implantasyonu dogada kolayca olusabilen bir olay
degildir. Fertilize olan yumurtalarin %78’1 dogumla sonuclanmazken konseptuslarin %62’si
gebeligin 12. haftasindan 6nce kaybedilmektedir. Embriyo implantasyonu IVF olgularinda da
basariy1 sinirlayan 6nemli bir faktordiir. Implantasyon olayimdaki olas1 bir biyolojik problem de
embriyonun bir organ transplanti gibi diisiiniildiiglinde HLA-G antijeninin immiin diizenleyici
rolii dikkatleri ¢ekmektedir (Fuzzi B ve ark.,, 2002). HLA-G’nin embriyonun gelisim
potansiyelini belirlemede marker olarak kullanilabilecegini g6z Oniinde bulundurmak
gerekmektedir.

Embriyo implantasyonunu doku transplanti olarak diisiinecek olursak, sadece HLA-G eksprese

eden embriyolarin redde karst koyabilecegini sOyleyebiliriz. Genel olarak implantasyonda,
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hormonlarin, sitokinlerin ve hiicrelerin kompleks halde yiiriitiicii bir rol {iistlendikleri ortaya
koyulmakta ve desidual hiicrelerin Leukaemia Inhibitory Factor (LIF), IL-4, IL-10 ve
Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF) gibi molekiillerin iiretiminin Onemi
vurgulanmaktadir. Pek cok arastirmaci genel olarak kisirlik ve tekrarlayan diisiik olgularinda
daha ¢cok bu molekiiller iizerinde yogunlagsmaktadirlar. Ancak implantasyon sirasinda fetal
allograft toleransla ilgili olarak sitokinlerle iliskilendirilmis bir data bulunmamaktadir (Noci ve
ark., 2004). Coziilebilir HLA-G1 molekiiliiniin implantasyonun kontroliinde rol oynadigi ve
implantasyonun, preembriyolarin HLA-G sekresyonu ile iligkili oldugu ortaya konmustur.

(Gardner, ve ark., 2004)

Gebelik siiresince maternal immiin sistem, semiallojenik fetusun doku ve hiicreleri ile yakin
temas halindedir. Gebe bir kadininin fetusunu reddetmemesini saglamak amaciyla maternal
immiin sistemi diizenleyen 6zel mekanizmalar bulunmaktadir. Plasentadaki trofoblast
hiicrelerinden eksprese olan klasik olmayan HLA sinif 1b molekiillerinin bu mekanizmalara
katildig1 diisiiniilmektedir (Ishitani ve ark., 2003). Uzerinde en cok calisilan HLA simif 1b geni
HLA-G genidir. Fetustan koken alan trofoblast hiicreleri HLA sinif 1a ve 2 antijenlerini eksprese
etmezler. Sadece HLA-C’nin zayif ekspresyonu gozlenmistir (King ve ark., 2000). Semiallojenik
fetusun maternal kabuliinii saglayan HLA-G’nin blastokist asamasindaki embriyodan da eksprese

edildigi belirlenmistir (Fuzzi B ve ark., 2002, Jurisicova, ve ark., 1996).

2.4. insanlarda Major Histocompatibility Complex (MHC)

Insanlardaki MHC, 6. kromozomun kisa kolu iizerinde 4Mb biiyiikliigiinde olup 130 fonksiyonel
geni vardir. Bunlardan en iyi tanimlananlan klasik HLA 1a ve 2 genleridir (HLA-A, -B, -C, -DR,
-DQ ve —DP) (MHC sekans konsorsiyumu, 1999) (Sekil 2.3.). Bunlar, organ transplantasyonu,

antijen-peptid taninmasi ve otoimmiin hastaliklar ile ilgileri bakimindan iyi bilinen tipleridir.
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1980’lerin sonlarindan itibaren klasik olmayan HLA smif 1b genleri de giindem olusturmaya

baslamistir (Geraghty ve ark., 1987).

HLA
—_ —rt— —,
DP DQ DR B C E A G F
=1l R——HHF
oy S - k_.,r,_.J "y -
class Il class Il class |

Sekil 2.3.: Klasik olmayan HLA sinif 1b genleri (HLA-E, -F, -G) genleri, 1a (HLA-A, -B, -C)
genleri gibi 6. kromozomun kisa kolunda lokalize olmustur. Ayrica sekilde HLA simif 2 genleri (-
DR, -DQ ve —DP) goriilmektedir. HLA-G geni HLA-A genine yakin bir bolgede bulunmaktadir.
HLA-E geni ise HLA-C ve HLA-A arasinda iken HLA-F, HLA-G ve HLA-A’ya yakin

bulunmaktadir. (MHC sekans konsorsiyum,1999)

2.4.1. Klasik Olmayan HLA Simif 1b Genleri

HLA smif 1b antijenleri (HLA-E, -F, -G) genel itibariyle sinif 1a antijenlerine benzer. HLA simif
1b molekiilleri, immiin cevabin baskilanmasinda ve uzun siireli immiin toleransin olusmasinda
etkindir (Ishitani ve ark., 2003, King ve ark., 2000, Geraghty ve ark., 1987, Carosella ve ark.,
1999). HLA-G, sitotoksik T lenfositlerin cevabim1 baskilamakta ve NK hiicrelerinin
fonksiyonunu bozmaktadir. HLA-G tarafindan transfekte edilen APC hiicreleri (antigen-
presenting cells) CD4+ T hiicrelerinin proliferasyonunu onler. Coziilebilir HLA-G, Fas/FasL
yolagi ile CD8+ T hiicrelerinin apoptozisini uyarir. Ancak HLA-G’nin immiin toleranst nasil

sagladiginin mekanizmalar1 hala ¢6ziilmeye calisilmaktadir.

HLA sinif Ib genlerinin yapist HLA sinif Ia genleri ile olduk¢a benzerdir. Ancak, 6zellikle 3'
ucunda (sitoplazmik kuyruk) olmak iizere bazi farkliliklar vardir. (Heinrichs ve ark., 1990) HLA-

G’nin kisa sitoplazmik kuyrugu HLA-G’nin spontan endositozunu azaltan 6nemli bir faktordiir
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(Davis ve ark., 1997). HLA-E Sinif I antijenlerinde oldugu gibi pek cok farkli doku ve hiicre
tiplerinde eksprese olmaktadir (Lee ve ark., 1998). HLA-E’nin baglanma bolgesi (groove) HLA-
G sinyal peptidine ilgisi oldukga yiiksektir ve bu baglanma HLA-E nin trofoblast hiicrelerinden
eksprese olmasi i¢cin onemlidir. HLA Simif I proteinlerinin hiicre yiizeyinden ekspresyonu ve
hiicreler aras1 transportu endoplazmik retikulumdaki peptidlere baglidir. Oyle goriiliiyor ki HLA-
E ye baglanan pek c¢ok peptid, nonamerler halinde olup HLA Siif I sinyal sekanslarindan koken
almaktadir. HLA-E molekiili peptid baglanma bolgesinde tek bir aminoasit degisimi
gostermektedir. HLA-E CD94/NKG2C reseptorii ile etkilesim halindedir ve NK hiicrelerinin
inhibisyonundaki muhtemelen en 6nemli molekiildiir (Llano ve ark., 1998). HLA-G, killer
inhibitory receptor (KIR) ile etkilesime girer ve HLA-E/G nonamerden gelen aktivasyon
sinyalini dengeler ve bdylece olas1 diger yolaklarin aktiflesmesi ile lizisi inhibe eder (Ishitani ve

ark., 2003).

HLA-F nin fonksiyonu heniiz bilinmemektedir. Ekspresyonu sadece plasentadaki invaziv
sitotrofoblast hiicrelerde belirlenmistir ve zaten bunlar her tic HLA Smmif I molekiiliinii de
eksprese edebilen yegane hiicre tipleridir. Bu baglamda bu ii¢ simif Ib molekiiliiniin plasentada
birbirleriyle etkilesim halinde islevlerini siirdiirdiikleri diisiiniilebilir. HLA Simif Ib  genlerinde
nadir polimorfizm goriiliiyor olmasi, olduk¢a polimorfik olan HLA Sinif Ia ve II genlerinin
aksine bir durum gostermektedir. HLA-E de protein seviyesinde ii¢ allel ve HLA-F de ise sadece

iki allel bulunmaktadir ancak farklilik kisa sitoplazmik kuyrukla ilgilidir (He ve ark., 2004).

2.5. HLA-G Geni
HLA-G geni iizerinde yogun bir sekilde calisiliyor olmasina ragmen kristal yapisi daha yeni
ortaya konulabilmistir (Clements ve ark., 2005). HLA-G molekiiliiniin dis kism1 al, o2 ve a3

bolgelerinden (2-4 ekzonlar1) olusmustur. al ve a2 peptid baglanma bolgelerini icermektedir.
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Lokosit Ig- benzeri reseptor I (LIR-1 veya ILT2) ve LIR 2 (veya ILT4) inhibitor reseptorleri icin
farkli baglanma yerleri HLA-G nin a3 bolgesinde bulunmaktadir. Bu bolge klasik MHC Sinif I
molekiillerinden yapisal olarak farklidir. HLA-G membran proteinlerinin tamami transmembran
bolge (ekzon 5) ile hiicre membranina baglanir. HLA-G, HLA Sinif I antijenleri arasinda 6zel bir
yer almaktadir ¢linkii mRNA’sinin alternatif splicing’i sonucu farkli membran ve ¢oziilebilir

izoformlar1 meydana gelmektedir.

HLA-G molekiilleri, ¢esitli intraseliiler proteinlerden kdken alan peptidler 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 ¢ok genetik
polimorfizm goriillen HLA sinif Ia ve 2 antijenlerinin aksine bir durum gostermektedir. HLA-G
deki polimorfizmler 5' protomer bolgede ve 3' transle edilmeyen bolgede goriilmektedir (Hviid

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

2.6. Kodlayic1 Olmayan Bolgedeki HLLA-G Polimorfizmleri

HLA-G geninin 5' UR ve 3' UT bolgelerindeki polimorfizm ve sekanslar’in HLA-G
ekspresyonunun diizenlenmesinde énemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. HLA-G transgenik
fareler ile yapilan calismalarda HLA-G geninin transkripsiyon baslangi¢ bolgesinden 1.1 ve 1.4
kb uzakliklar arasindaki bolgede onemli bir diizenleyici eleman bulundugu tespit edilmistir. Bu
bolgede ayn1 zamanda sekans polimorfizminin varligi da belirlenmistir. Ancak, bu polimorfizmin
Oonemi ve fonksiyonu net bir sekilde ortaya koyulamamistir. 725. pozisyondaki polimorfizmin,
HLA-G’nin metilasyonu ve ekspresyonu ile alakali olabilecegi diisiiniilmektedir ancak yine de
daha fazla calismaya ihtiyag vardir. Bu bolgede tanimlanmis diger polimorfizmlerden tez
calismasina da konu olan 3'UT bolgesindeki sekizinci ekzondaki 3741 pozisyonundaki 14 b¢’lik

delesyon/insersiyon polimorfizmi (5' ATTTGTTCATGCCT 3') ilk olarak Harrison tarafindan
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tanimlanmistir (Harrison ve ark., 1993). Primatlarla yapilan MHC-G evrim ¢alismalarina gore 14
be¢’lik polimorfizm insersiyon degil delesyon polimorfizmidir. Bu delesyon polimorfizmi Kafkas
populasyonunda %355 oraninda goriilmektedir. Afrikalilarda ise delesyon polimorfizminin daha
baskin oldugu ortaya koyulmustur. Sonug olarak null allelin disinda HLA-G geninin kodlayici
bolgesindeki bilinen birka¢ polimorfizmin HLA-G fonksiyonunu etkiledigine dair giivenilir bir
data bulunmamaktadir. HLA-G geninin 3'UT ve 5'UR bolgelerindeki polimorfizmlerin, bazi
gebelik komplikasyonlarinda ©nemli olan ve HLA-G fonksiyonunu etkileyen HLA-G

ekspresyonundaki degisiklikler ile ilgili oldugu bulunmustur.(Hviid, 2005).

2.7. HLA-G Ekspresyonu ve Fonksiyonu

HLA-G’nin ekspresyonu sinirlidir. HLA-G mRNA’s1 pek ¢ok farkli dokuda belirlenmis olmasina
ragmen HLA-G proteinin ekspresyonu sadece trofoblast hiicrelerinde, baz1 immiin hiicrelerde
(¢cogu zaman monositlerde) ve timusta belirlenmistir.(Bouetiler, 2003, Cynthia, 1993) Timusta
bazi medullar epitelyal hiicrelerde, plasentada ise ekstravilloz sitotrofoblast hiicrelerin tiim
tiplerinde belirlenmistir (Bouetiler, 2003, Jurisicova, 1996) Ancak kas liflerinde, akcigerde ve
renal tiibiiler epitelyal hiicrelerde de bazen HLA-G proteinin ekspresyonu oldugu belirlenmistir.
Klasik MHC molekiillerine kiyasla, HLA-G molekiiliiniin en carpict 6zellikleri: siirh
polimorfizm olmast (Morales, 1993) ve ekspresyonlarinin plasenta ve insan gozii gibi
immiinolojik rolii olan dokularla sinirli olmasidir (Shukla, 1990, Ishitani 1992). HLA-G ayrica
gebelik siiresince amniyotik sivida ve maternal kanda da bulunmustur (Jurisicova, 1996). HLA-
G’nin kadin ve erkek serum/plazmalarinda bulundugu diisiiniilmekle birlikte normal kosullarda
erkek ve gebe olmayan kadin plazmasinda HLA-G oldugu konusunda karsit goriisler vardir.
(Wiendl, 2000, Lila, 2001, Creput, 2003) Ekzon 8’deki 14 bg¢’lik delesyon/insersiyon
polimorfizmi hem HLA-G geninde hem de transkriptinde olabilmektedir. 14 b¢’lik delesyon

varliginda ekspresyon seviyesinin azaldig goriilmiistiir (Rousseau ve ark., 2003).
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HLA-G molekiilleri, oldiiriicii Ig-like 2 DL4 (KIR2DLA4) ve ILT2, ILT4 reseptorleri ile direkt
etkileserek NK ve T hiicreleri tarafindan olusturulan hiicre lizisini inhibe etmektedir (Riteau
2001, Menier 2002). HLA-G ol bolgesi NK hiicrelerinin inhibisyonunda 6nemlidir. Ayrica

HLA-G al’in Met76 ve GIn79 birimleri KIR2DL4 taninmasina katilmaktadir.

Fetustan koken alan trofoblast hiicrelerinde HLA-C’nin zayif ekspresyonu hari¢ klasik HLA sinif
la ve 2 antijenleri eksprese olmaz (King, 1996, 2000). Bu sayede HLA-semiallogenik fetal
hiicreler maternal immiin sistem ile direkt kontakt kurmazlar. Ancak HLA eksprese etmeyen
hiicreler NK hiicreleri tarafindan lizise ugrarlar. Invaziv sitotrofoblast hiicrelerinde ve
yakinlarinda monomorfik HLA-G molekiilintin giiclii ekspresyonu ile HLA-E ve F nin
plasentadaki ekspresyonu lizisi onler. HLA-F nin islevi tam olarak bilinmemekle birlikte bugiine
kadar bu molekiiliin ekspresyonu sadece invaziv trofoblast hiicrelerinde belirlenmistir. Aslinda
bu hiicreler HLA sinif1b molekiillerinin her iiciinii de eksprese edebilen yegane hiicrelerdir.Bu
durum gebe kadinin semiallogenik fetusu kabuliinde bu klasik olmayan HLA antijenlerinin

Onemini ortaya koymaktadir (Ishitani ve ark., 2003).

Park ve arkadaslar1 HLA-G’nin primer fonksiyonunun antijen presentasyonu olmadigim ve NK

hiicreleri i¢in inhibitor rollerinin oldugunu belirtmislerdir. (Park ve ark., 2001)

2.8. HLA-G’nin Genomik imprintingi

Genler transkripsiyon seviyesinde parental allelelerden sadece bir tanesinin eksprese olmasi
sebebiyle, genomik imprinting ile susturulabilir. Genomik imprinting doku spesifik olabildigi
gibi bazi durumlarda gelisim boyunca zamana bagimli olabilir. Bu durum implantasyon oncesi ve

sonrast gelisim asamalarn igin incelenmistir. Plasentadaki MHC antijenlerinin genomik
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imprintingi ile ilgili hayvan calismalarinin sonuglar1 farklilik gostermektedir. Klasik HLA sinif I
ve sinif II genlerinin hem maternal hem paternal fenotipleri farkli dokularda esit ekspresyon
gosterirken, birkag calisma yeni doganlarin 16kositlerini  kullanildigr paternal allellerin
tiplemesinin zorluklarindan s6z etmektedir. HLA-G geninin birinci trimester insan trofoblast
hiicrelerinden kodominant olarak eksprese oldugu ortaya koymustur. Insanlarda imprintingin
gosterildigi ilk genler Igf 2 reseptoriinii ve H19’u (differentiation-related fetal RNA) kodlayan
genlerdir. Genomik imprintingin altinda yatan mekanizmalar heniiz net bir sekilde ortaya
koyulabilmis degildir. Genomik imprintingin gerceklesecegi genlerde fertilizasyondan once
parental allellerden biri transkripsiyonel olarak susturuldugu ve molekiiler olarak isaretlendigi
diisiiniilmektedir. Olgun gametlerde bolge-spesifik DNA metilasyonunun oldugu belirlenmistir.
Ciinkii CpG diniikleotidlerinin yogun oldugu DNA sekanslarinin farkli birkac tipi yumurtada
spermden farkli bir diizende metillenmistir. Genomik impriniting’in rolii hakkinda birkag¢ hipotez
bulunmaktadir. Moore ve Haig’e gore sadece paternal genomdan ekspresyon olmasi plasentanin
gelisimini tetikleyebilir ve fetusun canlilik oranim arttirabilir ve paternal genomun korunmasi
saglanir (Moore ve Haig, 1991). Bu durumun tersi gebeligin kotii gidisatini sinirlayarak maternal
imprinted genler i¢in dogru olabilir. Plasenta ve trofoblastin gelisimi ve biiylimesi ile ilgili
genomik imprinting calismalarda paternal genomun Onemi vurgulanmaktadir. HLA-G’nin
plasentain terminal doneminde metilasyonunun oldugunu sdyleyen yayinlar oldugu gibi yine
terminal donemden alinmig ekstravilloz ve villoz sitotrofoblastlarda metile olmamis HLA-G
tespit edilmistir. HLA-G mRNA transkriptinin tamami birinci trimester trofoblast hiicrelerinde
yogun bir sekilde bulunmaktadir. Bu formun ekspresyonu makrofaj ve sitokin salan
lenfositlerdeki degisimleri uyarmaktadir ve bu durum oOzellikle gebeligin birinci fazinda
plasenta/fetus ve desidua arasindaki etkilesim agisindan onemlidir. HLA-G geninin genomik
imprinting mekanizmalar1 tam olarak ortaya koyulamamistir ve paternal HLA-G allellerinin olas1

etkileri hala incelenmektedir (Hviid ve ark.,1998).
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2.9. HLA-G’nin insan Uremesindeki Yeri

Baz1 calismalarda preimplatasyon blastokistlerde HLA-G ekspresyonu belirlenmigse de bu konu
hala tartismalidir (Jurisicova ve ark., 1996; Hiby ve ark., 1999; Fuzzi ve ark., 2002; Lierop ve
ark., 2002; Sher ve ark., 2004; Noci ve ark., 2005; Yie ve ark., 2005). Toplam 148 blastokistin
incelendigi calismada bunlarin %40’ 1nda HLA-G mRNA’s1 ve protein ekspresyonu belirlenmistir
ve HLA-G ekspresyonunun klivaj oranim arttirdigl 6ne siiriilmiistiir (Jurisicova ve ark., 1996).
Bir baska calismada 25 ciftten aliman 108 adet 3. giin embriyosunun %44 ii HLA-G pozitif
bulunmustur (Cao ve ark., 1999). Hiby’'nin 1999 yilinda yaptifi calismada ise 2 hiicre
asamasindan blastokist agamasina kadar hicbir embriyoda HLA-G belirlenememistir (Hiby ve
ark., 1996). Ancak bu calismada sadece 11 embriyo incelenmistir. Yine bir diger calismada 8
hiicre morula veya blastokist asamasindaki embriyolarin kiiltiir siipernatantlarinda ii¢ degisik

ELISA teknigi kullanilmasina ragmen HLA-G belirlenememistir (Lierop ve ark., 2002).

Genel olarak bakildiginda ilgili caligmalarin sonucu olarak gebeligin ilk trimesterinden sonuna
kadar HLA-G’nin trofoblast hiicrelerinden eksprese edildigi ortaya konmustur. Hatta blastokist

asamasindaki embriyodan dahi eksprese oldugu belirlenmistir.

2.10. HLA-G Molekiiliiniin Genel Ozellikleri:

HLA smf I molekiilleri timii 6. kromozomun kisa kolunda bulunan genler tarafindan
kodlanmaktadir (Riteau B ve ark., 2001). Bu bolge ~20-25 HLA simf 1 genini icermesine
ragmen cok azi transkripsiyon ya da translasyona ugramaktadir. Bunlarin bir ¢ogu pseudogenler
ya da gen fragmentleridir. Bu genler klasik (HLA sinif Ia) ve klasik olmayan veya (HLA sinif Ib)

olmak tizere siniflandirilmistir (Hunt, J. S, 1987).
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1. Klasik Grup ( HLA sinif Ia) 1. Klasik Olmayan Grup (HLA sinif Ib)

e HLA-A e HLA-E
e HLA-B e HLA-F
e HLA-C e HLA-G

HLA-G ilk olarak 1987°de Geraghty ve arkadaslar1 tarafindan klonlanmis, (Geraghty ve ark.,
1987) trofoblast hiicrelerindeki varligi ise Shirley Ellis, Suzan Kovats ve arkadaslar tarafindan
ortaya konmustur (Ellis ve ark., 1990). Daha sonra Loke’un grubu HLA-C ve HLA-E’nin

trofoblast hiicrelerindeki varligini ortaya koymuslardir (King, 2000).

HLA-G, diger sinif I genlerinden farkli olarak kendine 6zgii promotor bolgesinin olmasi, ¢oklu
splice olmus izoformlarinin bulunmasi, kisa bir sitoplazmik bolgesinin  ve sinirh

polimorfizmlerinin varlig1 gibi 6zelliklere sahiptir (Bouetiler, 2003).

e Tek bir promotor bolgesi vardir:
HLA-G’nin promotor bolgesi diger HLA simif [ promotorlarindan farklidir. HLA-G
promotorunda Interferon Stimulated Responsive Element, X, ve Y boxes genleri yoktur ve
enhancer A diizenleyici sekansi farklidir. Bu farkliliklar, HLA-G promotorunun IRF1, NF-KB ve
simf II transaktivator (CIITA) gibi faktorler tarafindan transaktivasyonunun yapilamamasina
neden olur. Hormon bakimindan zengin plasental ortam ve sitokinlerdeki HLA-G
transkripsiyonu IL10 ve /veya Leukaemia Inhibitory Factor LIF tarafindan in situ olarak kontrol

edildigi diistiniilmektedir.
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e (oklu splice olmus izoformlar1 vardir:
HLA-G geninin genel olusumu diger HLA sinif I genlerine benzer. Ancak bu genlerin aksine
HLA-G mRNA’sinin alternatif splicing’i sonucu membran bagimli ve ¢oziilebilir izoformlari
olmak tiizere farkl tipleri ortaya ¢cikmaktadir. Genelde sinif la antijenleri membran bagimlidir.
Ancak sinif 1b’nin iiyelerinden HLA-G alternatif splicing yapar. Bugiine kadar yedi adet
alternatif splice olmus transkripti belirlenmistir. Bunlardan doérdii membran bagimli iken {i¢
tanesi coziilebilir formdadir. HLA-G1,-G2, -G3 ve —G4 izoformlar1 hem sitoplazmik hem de

transmembran bolgelere sahiptir.

e  Sinirh polimorfizm goriilmektedir:
Gebeligin ilk donemlerinde ekstravilloz sitotrofoblast hiicrelerinin hiicre ylizeyinde HLA-G
eksprese edildiginde, HLA-G’nin paternal allelik formu maternal formdan farkli olabilir ve bu
durum T hiicrelerinin alloreaktif immiin cevabim uyarabilir. HLA-G polimorfizmi de gebelik
boyunca patojen enfeksiyonlara kargi korumada 6nemli rol oynar (Bouteiller, 1997). HLA simif
Ia’nin aksine HLA-G ¢ok az miktarda amino asit polimorfizmi gosterir. Bugiine kadar amino asit
sekanslar ile ilgili sadece 4 HLA-G allelinde farklilik tanimlanmistir. Klasik simif 1 genleri ile

kiyaslandiginda en polimorfik gen olan HLA-G’dir.

Son olarak simif la antijenleri her yerde bulunabilirler ancak simif 1b antijenleri doku-organ
spesifiktirler ya da duruma gore eksprese olurlar. Insan trofoblast hiicreleri bir sinif la antijeni
(HLA-C) eksprese ederken siif 1b antijenlerinin ti¢iinii de eksprese eder. HLA-C geni kismen
polimorfiktir ve eger paternal alleller maternal allellerden farkli ise maternal anti-fetal
immiiniteyi uyarabilirler. HLA-C lokusundaki allelik farklilik gebeligin sonlanmasi ya da

infertiliteye neden olan bir faktor olarak goriinmemektedir (Grimsley, 1997).
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2.11. HLA-G Geninin Yapisal Ozellikleri

HLA-G’nin genomik yapis1 diger sinif 1 genlerine benzemesine ragmen pek ¢ok bakimdan farkli
ozellikleri vardir. HLA-G geninin sekiz ekzonu vardir (Sekil 2.4.). Ekzon 1 sinyal peptid olup
(endoplazmik retikuluma girince atilir) al, o2 ve a3 (swrasiyla; ekzon2, ekzon3, ekzon4)
transmembran bolgedir. HLA-G’nin a3 boliimii, sitotoksik T lenfositlerindeki CDS
glikoproteinleri ile etkilesim halindedir. Besinci ekzon hidrofobik transmembran kismini kodlar.
HLA-G klasik HLA simif 1 molekiillerinden altinci ekzondaki dur kodonuyla farklilik gosterir.
Dur kodonundan dolay1 sitoplazmik kismin biiylik bir bolimii translasyona ugramaz. 30
aminoasidin transle olmas1 gerekirken 6 aminoasit translasyona ugrar ki bu eksik translasyon
HLA-G sitoplazmik kuyrugunun fosforilasyon bolgesi olan serin birimini ve tirozin kinazin
substrat1 olan tirozin birimini kaybetmesine neden olur (Bouteiller ve Mallet, 1997). Bu durum
hiicre yiizeyinde HLA-G’nin uzun siirede eksprese olmasina ve dongiisiiniin yavas olmasina
neden olmaktadir. EkzonS ve intraseliiler bolgeyi olusturan ekzon 6 ve ekzon 7 diger simf 1

genleri ile benzerdir (Joan, Hunt, 2005).

HLA-G molekiilleri immiin sistemin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamakta olup genin
primer transkriptinin alternatif splicingi sonucu 7 adet protein izoformu olugmaktadir. HLA nin
GIl’den G4’e kadar olan mRNA formlart membran bagimhi molekiilleri, G5’ten G7’ye kadar
olanlar ise ¢oziilebilir molekiilleri kodlamaktadir. HLA-G4 ve —G7 izoformlar1 plasentada ¢ok
bulunmamaktadir (Carosella, 2000). HLA-G1, al, a2 ve a3 bolgelerini igeren ekstraseliiler kismi
ile diger simf 1 genleri ile hemen hemen aym yapidadir. Ikinci primer transkript, HLA-G2, a2
bolgesini kodlayan ekzon 3’li icermez ve HLA simif 2 molekiillerinin yapisina daha benzer
homodimerler olusturabilirler (Ishitani ve Geraghty 1992). Proteinin membran ve intraseliiler
kisminin translasyonundan 6nce stop kodonunun (intron 4 bolgesinde) olmasi nedeniyle HLA-

G1 ve HLA-G?2 transkriptleri ¢oziilebilir izoformlar (“¢cHLAG1”veya “-G5” ve “¢cHLA-G2” veya
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“-(36,”) olarak da eksprese olurlar. Ekzon 3 ve ekzon 4’iin olmadigr (HLA-G3) ve ekzon 4’iin
olmadigr (HLA-G4) daha kiiciik olan diger transkriptler de bulunmaktadir ancak transle olan
proteinleri hiicre yiizeyine ulasamamaktadir (Bainbridge ve ark., 2000). Tamami transkripsiyona
ugramis G1 izoformu plasental dokularda en ¢ok bulunan mesaj olup (Ishitani ve Geraghty 1992;
Hiby ve ark., 1999) beklide hiicre yiizeyinde eksprese olan tek izoformdur (Bainbridge ve ark.,
2000; Mallet ve ark., 2000). ¢G1 ve ¢G2 proteinleri maternal-fetal yiizde daha ¢ok bulunmaktadir
(Hunt ve Orr 1992) ve gebelik boyunca maternal dolagimda var oldugu belirlenmistir (Rebmann

ve ark., 1999; Hunt ve ark., 2000).

f T ! ! l
; q 2 3 4kb
s odon 31: ACG/TCG (G'0109)

;codon 93; GAG/CAT (G*010102/0105N/0106)
i : codon 107 GGA/GGT (G"010103)

HLA-G gene | & codon 110; CTC/ATC (G'0104) Cytoplasric
1 | 1597delC (G*0105N) Trans- P
Signal | i * icodon 258; ACG/ATG (G 0106} membrane
pepide o1.domain  o2-domain o3-domain 910N AT
Exon 1 2 3 4 5 6\ 7 "8 paTasn
TGA
o (ntan)
TCTAAA
CCAAT 5-ATTTGTTCATGCCT-3'
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! .

v
\ o u1
HLA-G1 HLA-G2 HLA-G3 HLA-G4

{membrane-bound isoforms) Soluble HLA-G5 HLA-GB HLA-GT

Sekil 2.4.: HLA-G geni ve ekspresyonu. HLA geni klasik HLA simif 1 genleri ile hemen hemen
ayn1 yapidadir. Ancak HLA-G’nin sitoplazmik kuyrugu daha kisadir ve kodlama bélgesinde daha
fazla polimorfizm goriilmektedir. HLA-G’nin 3' UT bolgesinde 14 baz ciftlik

delesyon/insersiyon polimorfizmi bulunmaktadir. mRNA’nin alternatif splicing’i sonucu yedi
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HLA-G mRNA ve protein izoformlar1 olugur. Bunun disinda ¢oziilebilir HLA-G izoformlari
bulunmaktadir. bu ¢6ziilebilir izoformlar (HLA-GS, -G6, -G7) hiicreler tarafindan salgilanabilir.
Daha kisa olan membran bagiml izoformlar (HLA-G2, -G3, -G4) hiicre yiizeyinden eksprese

olurlar.

Ekzon 1-4 bolgesindeki bugiine kadar belirlenen 13 polimorfizm bulunmaktadir. Ekzon 8’in
translasyon goriilmeyen bolgesindeki 14 baz ciftlik delesyon/insersiyon polimorfizmi ilk olarak
Harrison ve arkadaslart tarafindan bulunmustur. Simdilerde de mRNA transkriptinin
biiyiikliigiine ve stabilitesine etkisi oldugu gosterilmistir. 14 b¢’lik insersiyonun varligt G*01012
ve G*01013 mRNA’larinin 3'UTR bolgesinde 92 b¢’lik bir delesyonun olugmasina neden olur.
(Goncalves ve ark., 2001) 92 be¢’lik delesyon JEG-3 hiicrelerinde ve MS8 hiicre dizilerinde
incelenmis ve mRNA’nin daha stabil olmasi ile iligkili oldugu saptanmistir. Ayrica alternatif
splicing iriinlerinin ortamdaki miktarlarinin, HLA-G’nin polimofizmlerinden etkilenebilecegi

ortaya koyulmustur (Hviid, 2003).

2.12. HLA-G nin Islevleri
HLA-G fonksiyon gormeyen evrimsel bir artik olarak nitelendirilirken (Parham, 1996), yeni
calismalarla HLA-G proteinlerinin immiin hiicreleri diizenledigini ve boylece gebelik

uterusundaki immiin ayricaligi kuran bir unsur oldugu ortaya koyulmustur.

Wegmann ve arkadaslar1 gebe farede TH2 sitokin iireten lenfositlerin TH1 tipi sitokinlere tercih
edildigini ve ortamda daha ¢ok bulunduklarim ortaya koymustur. Sonraki calismalarda TH2 nin
tercih edilmedigi durumlarda anti-enflamatuvar sitokinlerin gebeligi engelledigi goriilmiistiir.
Trofoblast hiicre sinyallerinin T lenfositlerini bu anti-enflamatuvar sitokinlere karsi

yonlendirmeleri semiallojenik fetusa maternal toleransi agiklamada bir fikir olarak ileri
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striilmiistiir (Joan, 2004). Tekrarlayan spontan diisiikk olgularinda da Thl sitokin cevabi

goriilmektedir. Komplikasyonsuz gebeligi olan kadinlarda ise Th2 sitokin cevabi goriiliir.

HLA-G’nin T hiicrelerini etkileyebilecegi ile ilgili veri ilk olarak Sanders’ten gelmistir ve HLA-
G eksprese eden hiicrelerin CD8a eksprese eden hiicrelere baglandiginm1 gostermistir. (Hunt, ve

ark., 1987) bu veri simdilerde Shirioshi tarafindan desteklenmistir.

Plasental ¢oziilebilir HLA-G molekiilii aktif haldeki CD8 T hiicrelerinin apoptozisini uyarir.
Villoz trofoblast pro-apoptotik ¢oziilebilir HLA-G’yi sentezler ve desidua, kan veya intervilloz
bosluktaki CD8 T hiicrelerini apoptozise ugratarak paternal antijenlere olan direnci keser.
Coziilebilir HLA-G, NK (naturel killer) hiicrelerinin yol actig1 sitotoksitenin diisiik
regiilasyonunu yapabilmektedir. Ayrica endotelyal hiicrelerin aktivitesini de kontrol eder. Bu

hiicrelerin proliferasyon ve gociinii alt diizeyde tutar (Jurisicova,1996).

Yeni basilan yayinlarda, HLA-G ekspresyonunun hiicreleri NK hiicrelerinin lizisine karsi
korudugu bildirilmektedir (Riteau ve ark., 2001, Goncalves ve ark., 2001). NK hiicreleri lenfosit
hiicreleri olup dogustan itibaren immiin sistemde yer alirlar. Bunun disinda HLA-G, desidual ve
periferik kandaki mononiikleer hiicrelerdeki tiimor nekroz faktér-a (TNF-a), interferon-y (IFN-y)
ve Thl sitokinlerin iiretimini azaltir. Ayrica HLA-G periferal kandaki mononiikleer hiicrelerin
Th2 sitokin interlokin-4 (IL-4) {iretimini uyarir (Kanai, 2001). Th1 tipi sitokinler allograft reddi
uyarir ve Th2 tipi sitokinler ise Th1’i inhibe eder ve boylece fetusun canliligini siirdiirebilmesi
ihtimalini arttirir (Piccinni ve ark., 2001). Materno-fetal yiizeyde trofoblast hiicreleri tarafindan
iiretilen HLA-G’nin hem NK hiicrelerinin isleyisine olan hem de Th1/Th2 arasindaki dengeyi
saglamak yoniindeki biyolojik etkisi, implantasyon isleminde ve fetal allograft tolerans olayinda

onemli bir rol oynadiginm ortaya koymaktadir (Noci ve ark., 2004).
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Bazi solid tiimorlerde (Wiendyl ve ark., 2002), viral enfekte hiicrelerde (Lozano ve ark., 2002),
transplante edilmis organlarda (Creput ve ark., 2003), cildin inflamatuar hastaliklari
(Khosrotehrani ve ark., 2001), multiple skleroz vakalarinda serebral spinal sivida (Fainardi ve
ark., 2003) hem membran bagimli hem de ¢oziilebilir HLA-G molekiillerinin bulunmasi, bu

molekiillerin tolerogenik fonksiyonunu genellestirmektedir.

Gebelik siiresince, fetal trofoblast hiicrelerinin maternal hiicrelerle kontakt kurmasi sonucunda
baz1 materno-fetal yiizey etkilesimleri gerceklesmektedir (Bouetiler ve ark., 1999). Bunlar:

o [Ik etkilesim sinsidyotrofoblastlar tarafindan gerceklestirilmektedir. Koryonik villusun en
dis katmani, intervilloz bosluktaki maternal kanla kontakt kurar.

e lkinci etkilesimde, fetal kokenli ekstravilloz trofoblastlar, desiduaya gog ederler ve
cogunlukla NK hiicreleri, T hiicreleri ve makrofajlar olmak iizere farkli maternal
hiicrelerle kontakt kurarlar.

¢ Uciincii etkilesim ise endovaskiiler trofoblastlarla maternal kan arasinda olup bu etkilesim

maternal spiral arterlerin endotelyal hiicrelerinin yer degistirmesiyle saglanir.

Plasentadaki bu farkli trofoblast hiicrelerinin sub-populasyonlarinin ¢arpici bir 6zelligi; diger pek
cok somatik dokudan farkli olarak, bunlarin kendine 6zgii bir tip HLA smif I ekspresyonu
yapmalaridir (Grabowska ve ark., 1990). Cok oncelerde saptanan bir bilgi de; trofoblast
hiicrelerinin HLA-A ve HLA-B ekspresyonu yapamadiklari ancak HLA-G ekspresyonu

yapabildikleridir (Bouetiler, ve ark., 1996).

Coziilebilir HLA-G1 molekiiliiniin implantasyonun kontroliinde rol oynadiginin belirlenmesi

lizerine son donem ¢aligmalar1 bu konu iizerine odaklanmistir. Implantasyonun preembriyolarin

HLA-G sekresyonu ile iligkili oldugu ortaya koyulmustur (Fuzzi ve ark., 2002). Fuzzi ve
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grubunun ¢alismasina gore sadece implante olabilen embriyolar HLA-G eksprese edebilmektedir

ve HLA-G negatif embriyolarla gebelik elde edilememektedir.

HLA-G molekiiliniin IVF’te implantasyon potansiyeli yiiksek embriyoyu belirlemede
biyokimyasal bir marker olarak kullanimi1 son donem caligmalarinin temel hedefidir. Bu amagla
embriyonun transfer edilebilecek asamadaki HLA-G ekspresyonunun varligi net bir sekilde test
edilebilmelidir. Eger ekspresyonun varligt 3. giin embriyosunda (6-8 hiicre asamasinda)
belirlenebilirse test siiresi transfer islemini smirlamayacaktir. Onceden de bahsedildigi gibi
embriyonun gelisim safhasi ilerledikce HLA-G ekspresyonu artacagindan blastokist
asamasindaki embriyonun degerlendirilmesi daha kolay olacaktir ancak ¢abuk transferi

gerektirdiginden kisa siiren bir tetkik gerekmektedir.

Gebelik oranlarimi arttirmak amaciyla embriyodaki HLA-G’nin varligin1 belirlemede en ¢ok
ELISA teknigi kullanilmaktadir. Kiiltiir siipernatantlarinin kullanildigi bu teknik iizerinde ¢alisan
arastirmacilar ELISA cihazim1 ve kitlerini IVF amagh 6zellestirip patentini alarak embriyoda
HLA-G tayinini rutin bir tedavi protokolii haline getirmeye calismaktadirlar (Sher ve ark.,
2005a,b). Ancak bu konuda daha fazla veriye ihtiya¢ vardir. Ozellikle embriyonun HLA-G
ekspresyonunu gostermek icin molekiiler diizeydeki caligmalarin artmasi gerekmektedir.
Calismalar gostermistir ki, HLA-G baz1 insan oositleri ve preimplantasyon embriyolarinin
bazilarinda blastokist asamasina kadar mRNA ve protein seviyesinde eksprese edilmektedir.
HLA-G mRNA’sinin ekspresyon diizeyi diisiik oldugundan molekiiler diizeyde varligim
gosterebilmek icin aym gelisim asamasindaki kardes embriyolardan birkac tanesini bir tiipte
degerlendirmek gerekmektedir. Dolayisiyla bu tip calismalar sadece gamet, embriyo ve blastokist
gibi gelisim asamalarindaki ekspresyon varligi hakkinda bilgi vermektedir (Jurisicova ve ark.,

1996). Blastokist asamasinda tek bir embriyodan ekspresyon gosterdigini soyleyen bir ¢aligma
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vardir (Jurisicova ve ark., 1996). Ancak HLA-G ekspresyonunun molekiiler diizeyde
belirlenmesinin rutin IVF prosediirlerine katilmasi1 i¢in biyopsi ile alinan bir blastomerin
karakterize edilmesi gerekmektedir. Gen diizeyinde rahatlikla calisilabilir hale gelmis
embriyonun bir blastomerinden mRNA ekspresyonu gosterebilen ¢cok az yaymn bulunmaktadir.
Burada da bir hiicre iskeleti bileseni olan B-aktin gibi ekspresyon diizeyi yiiksek molekiiller

belirlenebilmistir. (Schwers ve ark., 2000)

2.13. HLA-G Geninin 3'UT Bolgesindeki 14 Baz Ciftlik Delesyon Polimorfizmi

14b¢ delesyon/insersiyon polimorfizmi, HLA-G mRNA’simin alternatif splicing’i ve HLA-G
diizeyindeki farkliliklarla iliskilidir. Bu da implantasyon ve gebelik siiresince fetus ve annenin
HLA-G ekspresyonunun immiin diizenleyici roliinii etkilemektedir (Hviid ve ark., 2005).Bu
calismada HLA-G mRNA’sinin diisiik seviyede olmasi ile HLA-G*010102 allelini tasiyan
birinci trimester trofoblast 6rneklerinde 3’UT bolgesindeki 14bg’lik dizinin varligi arasinda iliski

saptanmuigtir.

Klasik HLA sinif I genlerine kiyasla HLA-G diisiik allelik polimorfizm gosterse de bazi patolojik
durumlarda HLA-G geninin ekspresyon seviyesinin ve mRNA izoformlarinin profilinin normale
gore farklt olmasinin bu sinirli polimorfizmle iliskisi olabilecegi ortaya konmustur. (O’Brien ve
ark., 2001, Hviid, ve ark., 2002) HLA-G polimorfizminin diisiik olmasina ragmen protein
ekspresyonunun miktarini etkileyebilecegi ve hatta bazi durumlarda gebeligin olusmasindaki
bozukluklarla ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Diinya Saglik Orgiitii, HLA-G*0105N olarak
adlandirilan null allel de dahil olmak iizere 15 HLA-G allelinin oldugunu belirtmektedir (Villena
ve ark., 1997). HLA-G allelik varyantlari, HLA-G geninin 3’ UT bolgesindeki 14 baz ciftlik (bc)
delesyon-insersiyon polimorfizminin bir sonucu olabilir. 14b¢’lik HLA-G insersiyonunun varligi

exon 8’in baslangicindan kopan 92 bazlik fazladan bir splice olusturdugu bilinmektedir.
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HLA-G geninin 3° UT bélgesindeki polimorfizm 14 bazlik delesyon ya da insersiyon seklinde
olup goriilme sikilig1 sirasiyla % 58 ve %42 olarak kaydedilmistir (Harrison ve ark., 1993). Bu
polimorfizmin 6énemli fonksiyonlar1 olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu 14 bazlik polimorfizmin 3.
exonda 93. kodondaki T mutasyonu ile iligkili oldugu ve bunun da HLA-G transkriptinin
miktarinin diisiik olmasina ve belki de preeklamptik plasentadaki alternatif splicingde
varyasyonlara neden olabilecegi diisiiniilmektedir (O’Brien ve ark., 2001). Bunlara ek olarak
baska bir calisma ile HLA-G allelik varyantlar1 ile HLA-G mRNA izoform profilindeki
farkliliklarin ve 1. trimester trofoblast hiicre populasyonlarindaki HLA-G mRNA seviyelerinin

arasindaki iliski dogrulanmustir.

14 be’lik delesyon HLA-G transkriptinin alternatif splicing’inden sorumludur. 14 b¢’lik dizi
alternatif splicing’i uyarir ve 3’ UT bolgesinden 92 bazin ¢ikmasina neden olur. Bu 92 b¢’nin
bulunmadig1 olgun transkript stabil karakterdedir. HLA-G transkriptinin stabilitesi bozuldugunda
HLA-G proteinini etkiler. 14 b¢’lik dizi delesyona ugramissa 92bg¢’lik dizi olgun transkriptte
kalir ve transkriptin stabilitesi bozulur (Sekil 5). Bu durumun diisiiklerle iliskisi olabilecegi
diisiiniilmektedir. mRNA stabilitesi 3’ UT bolgesindeki AU’ca zengin kisimdan etkilenmektedir.
Bu AU’ca zengin elementler AUUUA pentamerinden bir ya da birka¢ kopya icermektedir ve
mRNA’nin  degradasyonuna yol agmaktadir. 14b¢’lik dizinin  AUUUG  pentamerik
baslangicindan dolayr AU pentamerik-benzeri etkiye sahip oldugu diisiiniilmekte olup bunun
deadenilasyona katildigi ve mRNA’nin bozunmasina neden oldugu diisiiniilmektedir. 92 bg¢’lik
dizinin olmadig1 transkriptte bu motifin yoklugu deadenilasyona yol agmakta ve boylece mRNA
degredasyonuna kars1 daha iyi bir diren¢ saglanabilmektedir. Ancak 14bc¢’lik dizinin delesyonu
veya insersiyonu halinde etrafindaki pentamerik dizinin silinmesi nedeniyle rolii tam olarak
aciklanamamistir. HLA-G mRNA stabilitesinin arastirildigr calismalarda 92b¢’lik dizinin

olmadig transkriptlerin biitiin mRNA formlarina gore daha stabil (kararli) oldugu belirlenmistir
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(Rousseau ve ark., 2003). HLA-G mRNA’sinin ve proteininin seviyesinin diisiik olmasi

fonksiyon gdrmesini etkileyecektir.

Excn-£ Exon-2

; CTTE G Fhal G AL
ZCACAGACCAGDCC  TCTCTTTGTOCACAGACCAGCCC

14-bp sequence Atsence of 14.bp
inducss aliemative saquence can nol induces
splicing alizenative splizing

Absznce of |4bcannat induce alizrnative splicing

Alernaiive splicing
removes 14b along
with swrrounding 92b
saquence

Sekil 2.5.: 14 b¢’lik delesyon/insersiyon polimorfizminin alternatif splicing iizerine olan etkisi

14 be’lik delesyonun gebelikle iligkisini arastiran ¢ok az yayin bulunmaktadir. Ancak simdiye
kadar bu polimorfizmin gebelik ve immiin diizenlenmeye olan etkisini ortaya koyabilen bir
calisma yoktur. Bu polimorfizm daha cok tekrarlayan diisiik olgularinda, preeklamptik plasenta
olgularinda taranmustir. Farkli yerel toplumlarin polimorfizm sikliklar1 degisiklik gostermis

ancak bu konuda genis tabanli bir calisma bulunmamaktadir.
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3. MATERYAL YONTEM

3.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu calisma Ozel Gen Art Kadin Sagligi Tiip Bebek ve Ureme Biyoteknolojisi Merkezi
Embriyoloji Laboratuvari’nda yapilmistir. Calisma grubunu olusturmak i¢in adi gecen merkeze
gelen tiip bebek hastalarindan kan temin edilmistir. Kontrol grubuna ait kanlar, Gélbasi Ana
Cocuk Sagligi ve Aile Planlamas1 Merkezi’ne gelen fertil kadinlardan saglanmistir. Calismaya
katilan tiim hastalar bilgilendirilmis ve ¢alismaya goniillii olarak katildiklarina dair onay formu

alinmigtir.

Bu caligmaya ii¢ grup hasta alinmistir. Birinci grup; tic defa IVF denenmesine ragmen gebe
kalamamis kadinlardan, ikinci grup; IVF ile gebe kalabilmis kadinlardan, iigiincii grup ise kontrol
grubu olup fertil kadinlardan olusmustur. Toplam 283 kadin ¢alismaya alinmis olup bunlardan,
127 kadin birinci grupta, 76 kadin ikinci grupta, 80 kadin iiciincii yani kontrol grubunda yer

almustir.

3.2. Yontemler

Bu calismada 14 bg¢’lik delesyon polimorfizmini tarama yontemi olarak PCR (Polimerase Chain
Reaction) yontemi kullanmilmistir. PCR ile delesyonu igine alan bolge cogaltilmis ve 6rnekler
ayirt etme giicii yiiksek, diisiik erime sicakligina sahip agaroz jele yiiklenmistir. Bantlar etidyum

bromid ile goriintiilenmistir.

3.2.1. DNA izolasyonu

Calisma gruplarim olusturan hastalardan 1ml 0.5M Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) igeren

tiplere 2ml kan ornegi alinmistir. Genomik DNA eldesi i¢in ticari olarak elde edilen DNA
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izolasyon kiti (Ultra Clean Blood Spin Kit, Mo Bio, katalog numarasi: 12200-50) kullanilmistir.

[zolasyon asamalar1 asagidaki gibidir:

200ul EDTA’I kan, 0.5ml’lik eppendorf tiip icerisine alinarak hiicre lizisine yardimci
olmak amaciyla 20ul proteinaz K eklenir.

Kaotropik tuz ve deterjan igeren lizis solusyonundan (B1 soliisyonu) 200 pl eklenerek
hiicre lizisi saglanir.

Tiip icerigi 15 saniye vortekslenerek karigtirlir.

65°C’de 15 dakika inkiibe edilirek proteinler denature edilir.

Tiipiin kapagindaki buharlagmis damlalan tiip dibinde toplamak i¢in kisa bir siire santirfiij
edilir.

Denatiire olmus proteinleri ¢okeltmek icin 200ul B2 soliisyonu eklenerek vortekslenir ve
spin edilir.

Tiim karisim filtreli tiipe alinir. 13 000 g x 1 dakika santirfiij edilir. Bu asamada DNA
spin filtredeki silika membrana baglanir, denature olmus protein ve RNA gibi istenmeyen
hiicre materyallerini i¢eren siv1 atilir.

Spin filtre yeni bir tiip icine oturtulur, 50ul tuz bazli B3 soliisyonu eklenerek baglit DNA
spin filtreden ayrilir.

13 000 g x 30 saniye santirfiij edilir. Spin filtre alinip siv1 kisim atilir ve filtre yeniden
aynm tiipe yerlestirilir. Boylelikle artik ve istenmeyen hiicre materyalleri iyice
uzaklastirilmis olur.

500ul etanol bazli B4 yikama soliisyonu eklenerek tiim tuz artiklar1 uzaklastirilir.

13 000 g x 30 saniye santirfiij edilir. Spin filtre alinip siv1 kisim atilir ve filtre yeniden
aymn tiipe yerlestirilir. 13 000 g x 30 saniye tekrar santirfiij edilerek spin filtre yeni bir tiip

tizerine oturtulur.
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e 200ul B5 soliisyonu eklenerek 65°C’de 5 dakika inkiibe edilir. Icerigi 10mM’lik Tris olan
bu soliisyon spin filtreden gecerken ortamda tuz olmadigi icin DNA’y1 ayirir ve toplama
tiipiine ge¢gmesini saglar.

e 13000 g x 1 dakika santirfiij edilir. Genomik DNA tiip i¢cinde herhangi bir uygulama i¢in
hazir hale gelir.

Elde edilen DNA ornekleri gruplandirilip +4°C’de saklanmstir.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu calismada HLA-G geninin sekizinci ekzonundaki 14b¢’lik delesyon polimorfizm bdolgesini
icine alan 224 b¢’lik fragment amplifiye edilmistir. DNA 6rnekleri 200ng/pl konsantrasyonda
olacak sekilde ayarlanarak kullanilmistir. Primerlerin son konsantrasyonu 0.4pmol/ul olacak
sekilde diizenlenmistir. Forward primerin dizisi 5'-GTG TGG CTG TTA AGT TCA C-3'
(Operon, Almanya) ve reverse primerin dizisi 5-GGA GGA TGC GTT AGC ATG A-3'
(Operon, Almanya)’dir. Diger PCR bilesenleri; 1X PCR tamponu (Fermentas, Katalog Numarasi:
B33, Kanada), 0.2 mM dNTP (Fermentas, Katalog Numarasi: R1121, Kanada), 2.5 mM MgCl,
(Fermentas, Katalog Numarasi: R0971 Kanada), 1 iinite Taq DNA polimerazdir (Fermentas,
Katalog Numarasi: EP0402, Kanada). PCR reaksiyonunun gerceklestigi toplam hacim 25ul olup
PCR bilesenlerine niikleazlardan arindirilmis distile su (Fermentas, Katalog Numarasi: R0582,

Kanada) eklenerek bu hacime ulasilmistir.

PCR reaksiyonu 94°C’de 2 dakikalik 6n denatiirasyon asamasiyla baslatilip, 94°C’de 30 saniye

denatiirasyon, 64°C’de 1 dakika hibridizasyon ve 72°C’de 2 dakika uzama asamalar1 30 dongii

halinde devam ettirilmis ve 72°C’de 10 dakika son uzama asamasiyla bitirilmistir.
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3.2.3.Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Bu caligmada diisiik erime sicakligina sahip yiiksek ayirma giicii olan agaroz (Pronadisa, Katalog
Numarast: 9021, Ispanya) kullanilmistir. Bu sayede 14bc’lik delesyon ayirt edilebilmistir.
9%4’liik bu jelin hazirlanmasinda TBE 10X (Tris Borik asit EDTA) kullanilmigtir. Ticari olarak
elde edilen TBE 10X soliisyonu (Dr. Zeydanl, Katalog Numarasi: DZTBE10-1, Tiirkiye) distile
su ile 1X olacak sekilde seyreltilmistir. Kullanilan elektroforez tankinin jel hacmine bagli olarak
100 ml olacak sekilde %4’liik jel mikrodalga firinda eritilerek hazirlanmistir. Jelin sicakligi 50-
60°C’ye indiginde 0.6ug/ml etidyum bromid (Sigma, Katalog Numarasi: 46067, Almanya)
eklenmistir. Yatay jel tankina (Thermo EC330 midicell electrophoretic gel system) 100ml olarak
hazirlanan jel dokiilerek donmasi beklenmis, 6rnekler Orange G (Metis, Tiirkiye) yiikleme boyasi
ile karistirilarak jelin kuyularina yiiklenmistir. Bant boylarin1 6l¢gebilmek amact ile DNA markeri
(Mass Ruler DNA Ladder, Fermentas, Katalog Numarasi: SM0393, Almanya) kullanildi.
Elektroforez tanki 1X TBE ile uygun seviyeye kadar doldurulmustur. Ornekler 100 volt akimda

30 dakika yiiriitiilerek ultraviyele 1s1k ile degerlendirilmistir.
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4. CALISMA BULGULARI

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol gurubu kadinlarda HLA-G geninin 3* UT bolgesindeki
14 bazlik polimorfizm gosteren delesyonun genotipik dagilimimin embriyo implantasyonu ve
gebelik basarisi iizerine etkisi degerlendirilmistir. Calismaya dahil edilen hastalar ii¢ grup altinda
toplanmistir: Birinci grup (Grup 1); iic defa IVF denenmesine ragmen gebe kalamamis
kadinlardan (n;=127), ikinci grup (Grup 2); IVF ile gebe kalabilmis kadinlardan (n,=76), Uciincii
grup (Grup 3) ise kontrol grubu olup fertil kadinlardan olusturulmustur (n3=80). Toplam 283
kadin ¢alismaya dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen her bir guruba ait hastalarin genotipik
degerlendirmesi asagida belirtildigi gibi gerceklestirilmistir: HLA-G geninin 3” UT bolgesindeki
14 bazlik delesyonun hi¢ bulunmamasi (normal), s6z konusu delesyonun tek allelde bulunmasi
(heterozigot) ve her iki allelde birden bulunmasi (homozigot) olarak degerlendirilmistir. S6z
konusu delesyonun degerlendirilmesinde HLA-G geninin sekizinci ekzonundaki 14bg’lik
delesyon polimorfizm bolgesini icine alan 224 b¢’lik fragment PCR yontemi ile amplifiye
edilmistir. Daha sonra bu amplifikasyon iiriinlerinde s6z konusu 14b¢’lik delesyonun var olup
olmadig jel elektroforez ile gosterilmistir. Bunun i¢in erime sicaklig diisiik, ayirma giicii yiikksek
bir agaroz jel (Pronadisa, katalog no: 9021, Ispanya) kullanilmis, bantlar etidyum bromid ile

goriintiilenmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.1. : 14 bg¢’lik delesyon polimorfizminin incelendigi agaroz jel ornegi. M: Marker,
1,2,5,6,10,12 numarali kuyularda 210 be¢’lik bantlar goriilmekte olup 14 bg¢’lik delesyonun
mevcut oldugu orneklerdir. 3,8,9,13,14,15 numarali kuyularda 224 b¢’lik bantlar goriilmekte
olup bunlar delesyonun goriilmedigi normal orneklerdir. 4,7,11 numarali drnekler 224 ve 210

be’lik bantlarin her ikisini de gostermekte olup heterozigot 6rnekleri karakterize etmektedir.

Verilerin analizi SPSS (11.5) istatistik programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Durum
degiskeni ile sonug¢ degiskeni arasinda dagilim yoniinden istatistiksel bir farkin olup olmadig: ise
Khi-Kare testi ile arastirllmigtir. Frekans ve yiizde degerleri saptanarak bu iki degiskenin anlamli
bir birliktelik gosterip gostermedigi ise Cramer’s V katsayisi ile incelenmistir. Elde edilen

sonuglardan p degeri <0,05 olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Uc grup altinda toplanmis olan her bir hasta ve kontrol bireyleri icin PCR islemini takiben jel

elektroforez ile HLA-G geninin 3’ UT bolgesindeki 14 bazlik delesyonun var olup olmadigi,

homozigot yada heterozigot durumu tespit edilmis ve tablo haline getirilmistir (Cizelge 4.1.):
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GRUPLAR
Delesyonun Genotipik Dagilim TOPLAM

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3

Normal # 32 17 22 71
% % 45.1 %?23.9 %31.0 %100.0
Heterozigot # 54 30 24 108
% %50.0 %?27.8 %22.2 %100.0
Homozigot # 41 29 34 104
% %39.4 %?27.9 %32.7 %100.0
TOPLAM # 127 76 80 283
% %44.9 %?26.9 %?28.3 %100.0

Cizelge 4.1. : HLA-G geninin 3° UT bolgesindeki 14 bazlik delesyonun tez ¢alismasina dahil

edilen ti¢ gruptaki dagilima.

Birinci grup (Grup 1); iic defa IVF denenmesine ragmen gebe kalamamis kadinlardan (n;=127),
delesyon tasimayanlarin sayisi 32 (%45.1), heterozigot olan kadinlarin sayist 54 (%50) iken
homozigot delesyonlu olanlarin sayis1 41 (%39.4) olarak bulunmustur. ikinci grup (Grup 2); IVF
ile gebe kalabilmis kadinlardan (n,=76) delesyon tasimayan bireylerin sayis1 17 (%23.9),
heterozigot olanlar 30 (%?27.2) ve homozigot delesyonlu bireylerin sayis1 ise 29 (%27.9) olarak
bulunmustur. Ugiincii grup (Grup 3) fertil kadinlarda ise delesyon tasimayan bireylerin sayis1 22
(%31) ve heterozigot olan bireylerin sayis1 24 (%?22.2) iken homozigot delesyonlu bireylerin

sayist ise 34 (%32.7) olarak bulunmustur.

Her ii¢ grup icin calismaya dahil edilen 6rnek sayilan istatistiksel olarak yeterli bulunmustur.
Gruplar 6ncelikle kendi icinde degerlendirildiginde fertil olan kontrol gurubunda (Grup 3)
saptanmis olan homozigot yapida delesyon, heterozigot yapida delesyon ve hi¢ delesyon

bulunmamas1 durumlarina ait sikliklar arasinda oransal olarak farkliliklar g6zlenmesine ragmen
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istatistiksel olarak anlamli fark ortaya koyulamamistir (p>0.05). Grup 1 ve 2 yine kendi iclerinde
degerlendirildiginde delesyonun bulunmamasi, heterozigot yapida bulunmasi veya homozigot

yapida bulunmasi durumlart bakimindan istatistiksel bir fark ortaya koyulamamistir.

Her ii¢ grup tiyeleri s6z konusu delesyonu tasima (homozigot veya heterozigot) ya da tasimama
(normal) yoniinden birbirleriyle karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermemigstir. Durum degiskeni ile (normal, heterozigot,homozigot olmak) sonu¢ degiskeni
(Grup 1, Grup 2, Grup 3) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir birliktelik tespit edilmemistir

(Cramer’s V=0,083 ve p=0,417).

Sadece heterozigot bireylerin her ii¢ grup i¢in dagilimina baktigimizda IVF ile gebe kalamayan
kadinlarla (Grup 1), IVF’e cevap veren kadinlar (Grup 2), ve fertil kontrol grubuna dahil olan
kadinlar (Grup 3) i¢in heterozigotluk oranlarn sirasi ile (%50), (%27.8) ve (%22.2) olarak tespit

edilmis olup bu degerler arasinda net bir oransal farklilik goze carpmaktadir (p=0.189).
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5. TARTISMA

[lk tiip bebek Louise Brown’nun 28 yil énce dogumundan bu giine kadar IVF teknikleri ile 3
milyonu agkin bebek diinyaya geldi. ESHRE nin (European Society of Human Reproduction and
Embryology = Avrupa Insan Ureme ve Embriyoloji Birligi) 2002’deki yillik konferansinda
sunulan rapora gore o yil icinde 200 bin tiip bebek diinyaya gelmistir. Bu rakam 1989 yilinda
toplanan ve diinya ¢apindaki ilk data olan deklarasyona gore 30 bin tiip bebegin diinyaya geldigi
diisiiniildiigiinde IVF yontemlerine duyulan ihtiya¢ ortaya ¢ikmaktadir. Diinya iizerindeki her 6
ciftten birinin kisirhk problemi vardir (http://www.eshre.com/emc.asp?pageld=806). Taze
embriyolarla (dondurma ¢6zme iglemi yapilmamis) yapilan transferler sonucu elde edilen gebelik
oran1 genel ortalama olarak %?25.1, dogum oram ise %18.5 olarak verilmektedir. Ancak bu
oranlarin iilkelere gore dagilimi gebelik icin %13.6 ile %40.5 arasinda ve dogum icin %9.1 ile
%37.1 arasinda degismektedir. Teknolojik ilerlemeler, daha yiiksek gebelik ve dogum oranlarini
saglamak iizere IVF tekniklerinin gelistirilmesi icin yogunlastirilmistir. Oncelikli hedef gebelik
ve dogum oranlarinin arttirnlmasi olup bu amagla implantasyon olaymin mekanizmasinin
coziilebilmesi ve gebelik olusturabilme potansiyeli yiiksek embriyoyu secebilmeyi saglayacak ve
rutin tedavilerde kullanilabilecek bir biyomarker’in bulunmasi gerekmektedir. Bu konuyla ilgili
olarak HLA-G ile ilgili caligmalar git gide artmaktadir. Ozellikle HLA-G geninin ekspresyonu ile
ilgili calismalar basta olmak iizere bu genin polimorfizmlerini ortaya koyan calismalar
giindemdedir. HLA-G geninin 3'UT bolgesindeki 14 b¢’lik delesyon polimorfizminin genin
transkriptinin stabilitesi iizerine ve ekspresyon diizeyine olan etkisinden dolay1 bu polimorfizmle
ilgili c¢aligmalar artmaktadir. Daha ¢ok tekrarlayan diisiik vakalarmda bu polimorfizme
bakilmakta olup gerek polimorfizmin farkli populasyonlarda farkli sikliklar géstermesi gerekse
calisma grubunun genisletilmesi ihtiyaci sebebiyle biz de tez ¢alismamizda bu polimorfizmin

IVF olgularindaki sikliklarini1 vermeyi uygun gordiik.
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Bu tez calismasinda HLA-G geninde tanimlanmis olan 14 bg¢’lik delesyon polimorfizminin
implantasyon basaris1 ve gebelik iizerine etkileri degerlendirildi. Yapilmis ¢calismalar s6z konusu
polimorfik degisikliklerin sadece implantasyon basaris1 ve gebelikle degil aym1 zamanda
olugmus olan gebeligin devami iizerine de etki ettigini ortaya koymustur (Hunt ve ark., 2006).
Tripathi s6z konusu delesyonun normal fertil kadinlar ile tekrarlayan spontan diisiik olgularindan
olusan grup arasinda siklik farkim1 degerlendirdigi calismasinda heterozigot delesyon tasiyan
bireylerin tekrarlayan spontan diisiikk olgularinda anlamli Ol¢iide yiiksek oldugunu ancak
homozigot delesyonun iki grup arasinda farklilik gostermedigini ortaya koymustur. Tripathi
tekrarlayan gebelik kaybinin altinda yatan mekanizmay1 ¢oziilebilir HLA-G’nin 15181 altinda
tartismustir (Tripathi ve ark., 2004). Tekrarlayan gebelik kayiplarinda coziilebilir HLA-G
delesyonuna ait heterozigozitenin yiiksek bulunmasi gebelik basarisinin olumsuz yonde
etkilenmesine yol agmistir. Ancak buna karsilik Hviid ve arkadaslar1 yaptiklari calismada
Tripathi’nin aksine fertil kontrol grubunda tekrarlayan diisiik olgularina oranla heterozigot
yapida delesyon sikligimi daha yiiksek bulmustur. Hviid’in ¢aligmasindaki bu farkin ¢aligmaya
dahil edilen hastalarin etnik farkliliklarindan ve hasta seciminden kaynaklanabilecegi

ongorilmiistiir (Hviid ve ark. 2002).

HLA-G’nin ¢6ziilebilir izoformu, splicing sirasinda dordiincii intronun olgun transkriptte kalmasi
sonucu olugmaktadir. Bu intronda “dur” kodonunun olmasi nedeniyle transmembran ve
sitoplazmik bolgelerdeki translasyonu Onlemekte ve c¢oziilebilir formun olugmasina neden
olmaktadir. Coziilebilir HLA-G maternal ve fetal immiin cevabr 6nemli Olciide etkilemekte ve
boylece maternal T hiicrelerinin fetusa karsi alloimmiin atagin1 azaltmakta ya da dnlemektedir.
Coziilebilir HLA-G1 aktiflesmis CD8+ hiicrelerinin apoptozisini de uyarmaktadir (Yang ve ark.,

1996).
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HLA-G ile gebelik basarist arasindaki iligki bir¢ok arastirmaci tarafindan ortaya koyulmakla
birlikte asil baglantinin gebeligin baslayabilmesi mi (implantasyon) yoksa olugmus olan
gebeligin devam edebilmesi mi oldugu cok acik olmamakla beraber goriiniise gore fertilite
stirecinin tamamini yakindan etkiledigi diistintilebilir. Hatta bazi ¢alismalar embriyonel diizeyde
HLA-G ekspresyonunun mevcut olmasinin embriyonun implantasyon kapasitesini olumlu yonde
etkiledigini ortaya koymustur. (Fuzzi ve ark., 2002) HLA-G’nin IVF programlarinda embriyonun
implantasyon potansiyelini yansitan bir marker olabilecegini 6ne siiren Noci ve arkadaslari,
HLA-G ekspresyonunun varligi ile embriyo kalitesi arasindaki korelasyonu degerlendirmislerdir

(Noci ve ark.,2004).

Bu calismada mikroenjeksiyonu takiben 48 saat ve 72 saat sonra embriyolarin kiiltiir edildikleri
medyumlardan alinan numunelerde ELISA ile HLA-G varligt bakilmistir. 66 hastanin 318
embriyosunun degerlendirildigi bu ¢alismada 115 embryo HLA-G pozitif (ekspresyon var)
bulunmustur. Calismada HLA ekspresyonunun pozitif oldugu 40 hastadan 9’unda gebelik elde
edilmistir. Bu oran kabaca HLA-G ekspresyonunun gebelik basarisini1 olumlu etkileyebilecegi ya
da embriyonun implantasyon potansiyelini yansitabilecegini desteklememektedir. Ancak ¢alisma
detaylandirildiginda; Noci ve arkadaslar vaka diizeyinde embriyo kiiltiir medyumundaki HLA-G
ekspresyonu ile embriyo morfolojisi arasinda bir iliski bulamamis veya embriyonun HLA-G
eksprese edip etmeme durumunun sikluslardan bagimsiz oldugu sonucuna varilmistir (Noci ve
ark., 2004). Diger yandan Tesarik ve Braude’nin sdylemlerine gore; insan embriyogenezinin ilk
iki hiicrelik donemi maternal olarak aktarilan bilgiler kullanilarak posttranskripsiyonel seviyede
diizenlenir ve embriyonik genomun aktivasyonu 4-8 hiicre asamalar1 arasinda olur ki protein
sentezi ve ileri embriyonik boliinmelerin gerceklesmesi icin bu siire¢ esastir (Tesarik ve ark.,
1986; Braude ve ark.,1988). Bu bilgilerin 1s18inda, fertilizasyonu takiben yumurtanin DNA’sinin

aktive edilmesi 2. giin kiiltir medyumunda HLA-G taramasina olanak saglayabilecegi
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diisiiniilmiis ancak yine Italyan ekibin arastirmalari sonucu bu olaymn sik¢a goriilmemesi
nedeniyle desteklenmemistir. Bunun aksine 3. giin medyumunda 10 embriyodan 4’iinde
muhtemelen embriyonik genomun aktive olmasi sebebiyle HLA-G varligi gozlenmistir. Bu
calismada blastokist asamasindaki (5.giin) embriyolarin kiiltiir medyumunun degerlendirilmesine
ait bilgi yoktur. Jurisicova 1996’da RT-PCR ile yaptig1 calismada taradigi 148 blastokistin
9%40’1inda HLA-G mRNA agir zincirini belirlemistir (Jurisicova ve ark., 1996). Hiby ise hig
ekspresyon bulamamaistir ancak 2 hiicre asamasindan blastokist asamasina kadar inceleme yaptigi
calismada yalnizca 11 embriyoyu degerlendirmistir (Hiby ve ark.,1999). Italyan grubun
calismasinda da Jurisicova’yr destekler nitelikte bir sonu¢ elde edilmis 3. giin
degerlendirmelerinde 10 embriyonun 4’tinde HLA-G varlig1 belirlenmistir (Fuzzi ve ark.,2002).
Jurisicova’nin yaptig1 bir bagka calismada ise blastokistte HLA-G mRNA’sinin daha yiiksek
oranda (%90) bulundugu bildirilmis ancak bu ¢alismada farkli bir RT-PCR yaklasimi
kullanilmig, diisiitk transkripsiyonel aktiviteyi elimine eden uzama faktoriiniin (EF-1a)
ekspresyonuna gore embriyolarda bir 6n secim yapilmistir (Jurisicova ve ark.,1999 ). Bu
calismanin bir bagka amaci da HLA-G iiretimi ile kiiltiir edilen embriyolarin kalitesi arasindaki

iliskiyi belirlemektir. Ancak istatistiksel olarak anlamli boylesi bir iliski saptanmamaistir.

HLA-G son donemde bazi1 arastirmacilar tarafindan IVF ile gebelik elde etmede biyokimyasal bir
marker olarak Onerilmekte olup preembriyonik donemde HLA-G ekspresyonunun varlig: kiiltiir
medyumu orneklerinden ELISA teknigi ile bakilmaktadir (Sher ve ark., 2005a,b, Fuzzi ve ark.,
2002). Sadece HLA-G eksprese eden embriyolarin transfer edilmesi ile gebelik basarisim
arttirma diisiincesini destekleyecek molekiiler diizeyde calismalara ihtiya¢ vardir. Gerek gamet
hiicrelerinin HLA-G eksprese edip etmedigi gerekse preembriyonik dénemdeki embriyolarin
hangi asamalarda HLA-G eksprese ettikleri konusundaki ilk molekiiler ¢alismalar Jurisicova ve

arkadaslan tarafindan yaymlanmistir (Jurisicova ve ark., 1996). Jurisicova, gamet ve farkli
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gelisim asamalarindaki preembriyolarin HLA-G ekspresyonunu nested RT-PCR metodu ile
belirlemeyi amaclamistir. Tek hiicreden ekspresyon gostermenin teknik zorluklarindan dolay1 tek
bir tiipte aymi gelisim asamasindaki birden fazla embriyoyu degerlendirmeye almistir. Blastokist
asamasindaki hiicreleri, degisik klivaj asamasindaki embriyolardan 5 embriyoyu ve 5-8 adet
fertilize olmamis yumurtayr aym tiipte degerlendirmis, kontrol olarak JEG-3 (koryokarsinoma
hiicre dizisi) ya da kiimiiliis hiicreleri olmak iizere ~100 hiicreyi analiz etmistir. 49 c¢iftten elde
edilen 164 blastokistin 71 tanesi (%43.3) HLA-G pozitif olarak bulunmustur. Fertilize olmamis
yumurtalarda da HLA-G ekspresyonu oldugunu belirlemistir. Farkli ciftlerin 2-4, 5-8, 9-16
blastomerli ve morula asamasindaki embriyolarmin tek tiipte nested RT-PCR ile
degerlendirilmesi sonucu bu embriyolarin HLA-G eksprese ettikleri goriilmiis, klivaj orani ile
HLA-G ekspresyonunun diizeyi arasinda pozitif iliski bulunmustur. Embriyonun klivaj oraninin
basarili gebelik olusturabilme kapasitesini yansittigi ongoriildiigiinden (Sauer ve ark., 1987,
Bolton ve ark., 1989) Jurisicova HLA-G eksprese eden hiicrelerin seciminin gebelik oraninin
arttinlmasinda 6nemli olabilece§i yargisina varmistir. Jurisicova’nin calismasi embriyonun
HLA-G ekspresyonu molekiiler diizeyde belirleyen bir calisma olmasi bakimindan son derece
onemli bir calismadir ancak bu ¢aligmanin devamini getiren ¢ok az arastirmaci vardir. Hiby ve
arkadaslarinin 1999 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda 2 hiicreli asamadan blastokist asamasina
kadar 11 embriyoda nested PCR ile HLA-G ekspresyonuna bakilmis ve preembriyonik
donemdeki hicbir embriyoda ekspresyon olmadigi kaydedilmistir (Hiby ve ark., 1999). Hiby
ayrica sperm hiicrelerinde HLA-G ekspresyonunun olmadigini da belirtmistir ancak toplam alt1
semen Ornegini degerlendirmeye almistir. Literatiirdeki molekiiler diizeydeki c¢alismalarin azlig
ve bu calismalarda degerlendirmeye alinan vaka sayisinin arttirilmasi geregi acikga ortadadir.
Ayrica embriyolar1 tek tek degerlendirmek implantasyon potansiyeli yiiksek olan embriyonun
secilmesinde HLA-G varliginin belirleyici bir marker olarak kullanilip kullanilamayacagi

tartismasini agiga kavusturacaktir.
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Embriyo implantasyonu dogal sartlarda kolayca olusabilen bir olay degildir. Fertilize olan
yumurtalarin %78’i dogumla sonuglanmaz ve konseptuslarin %62’si gebeligin 12. haftasindan
once kaybedilmektedir (Edmonds ve ark., 1982). Embriyo implantasyonu IVF olgularinda da
basariy1 sinirlayan 6nemli bir faktordiir. Implantasyon olayindaki olas1 bir biyolojik problem de
embriyo bir organ transplant1 gibi diisiiniildiigiinde HLA-G antijeninin immiin diizenleyici rolii
dikkatleri ¢cekmistir. Fuzzi ve arkadaslarimin 2002 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda sperm ve
oosit kiiltir medyumlariin siipernatantlarindan aliman 20 oOrnekte HLA-G antijeni
bulunamamustir. 48’1 konvansiyonel IVF, 58’1 ICSI protokolii uygulanan 101 IVF hastasinin
degerlendirmeye alindig1 ¢alismada 285 siipernatant incelenmis ve kiiltiir medyumunda HLA-G
olup olmamasina gore iki grup olusturulmustur. HLA-G negatif embriyolarla yapilan transferler
sonucu gebelik elde edilemezken HLA-G pozitif embriyolarla yapilan transferlerin %24’iinde
gebelik elde edilmistir (Fuzzi et al, 2002). Calismaya alinan hasta grubunun heterojenitesi goz
oniinde bulunduruldugunda %?24’liik gebelik oram tatmin edici goriinmekle birlikte sonuclar
HLA-G ekspresyonunun gebelik elde etmedeki etkisi acisindan olduk¢a iddialidir. Fuzzi ve
grubunun ¢alismasinda monoklonal antikor kullanilarak ELISA teknigi uygulanmis, spesifik RT-

PCR teknigi uygulanmamistir ve dolayisiyla farkli izoformlar ayirt edilememistir.

Hem o©nceki hem de yeni yayinlanmis makalelerde preimplantasyon embriyo gelisimi ve
metabolizmasinda bazi molekiillerin 6neminden bahsedilmistir (O’Neil ve ark., 1987; Gardner ve
Leese, 1993; Gardner ve ark., 2001; Hannis ve Edwards, 2003). Bununla birlikte bu
metabolitlerden hicbiri klinik uygulamalarda embriyo se¢iminde rutin olarak kullanilmamustir;
yalnizca PAF’ 1n embriyo canliliginin belirlenmesinde indikator olarak kullanimi amag¢lanmistir

(Roudebush ve ark., 2001,2002).
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Embriyolarin HLA-G ekspresyonu ile ilgili yogun arastirmalar yapan italyan grubun bir diger
calismasinda ise HLA-G varlig1 ile embriyo kalitesi ve gebelik oranlarim degerlendirmisler ve
HLA-G’nin IVF programlarinda embriyonun canliliginin belirlenmesinde potansiyel bir marker
oldugunu ©6ne siirmiislerdir. italyan ekibin ©nceki arastirmalarinda, klasik embryo takip
metodunu (grup kiiltiir: birden fazla embriyonun bir arada kiiltiir edilmesi) kullanip birden fazla
(1-4 adet) embriyoyu ayni ortamda kiiltiir ettiklerinden embriyolarin ayr ayr1t HLA-G iiretimini
degerlendirememisler ve bu calismalarinda her embriyoyu ayr ayr inceleyerek transfer ettikleri
embriyolar hakkinda da bilgi sahibi olmuslardir. Bu caligmada embriyo kiiltiir medyumundaki
HLA-G seviyesi ile embriyo morfolojisi arasinda bir iliski olup olmadigina da bakilmis ancak
boyle bir iligki bulunamamistir. (Noci I et al 2004) Bu ¢alismada temel amacg; IVF sikluslarinda
embriyolarin kiiltiir edildigi medyumlardan alinan orneklerde ELISA yontemi ile ¢oziilebilir
HLA-G varliginin saptanmasi ve bunun embriyonun gelisimsel potansiyelini 6l¢cmede bir marker
olarak kullaniminin saglanmasi olarak planlanmis. Elde edilen ilk belirleme; embriyo
kiiltiiriindeki HLA-G ekspresyonunun olusumunun zaman isteyen bir olay oldugudur. ikinci giin
medyumunda siipernatantlarin sadece %8.9’unda HLA-G sekresyonu saptanmis, iiciincii giine
bakildiginda ise oran %36.2 olarak bulunmustur. Gamet hiicrelerinde ise (sperm ve yumurtalar)

HLA-G bulunamamustir.

Akla gelen bir diger soru ise “HLA-G iiretimi ile gebelik elde etme arasinda bir iligki var mi1?”
sorusudur. HLA-G pozitif embriyosu olmayan 52 vakanin hicbirinde gebelik elde edilememesi
bu korelasyonu ortaya koyuyor aslinda. Bununla birlikte HLA-G eksprese eden embriyosu olan
40 hastadan sadece 9’unda gebelik elde edilmesi HLA-G taramasimin pozitif belirlemede diisiik
bir degere sahip oldugunu gostermektedir. Eger klinik gebelik elde etmede bir se¢cim metodu
araniyorsa su ii¢ belirlemenin birlikte yapilmasinin uygun olacag: diisiiniilebilir. (i) Kromozomal

embriyo degerlendirmesi: preimplantasyon genetik tarama sonucunda embriyolarin %70
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kadarimin kromozomal olarak anormal oldugu ortaya konmus olup (Pehlivan ve ark., 2003,
Shenfield ve ark., 2003) kromozomal olarak anormal yapi1 gosteren yeni doganlarin oraninin
diisitk olmasi bu konseptuslarin implante dahi olamadiklarim1 gostermektedir. Pek cok HLA-G
eksprese eden embriyo transferi sonucu gebelik elde edilememektedir ¢iinkii bu embriyolar
kromozomal anomali tasiyor olabilir. (ii) endometriyal reseptivite: IVF uygulamalarinda
endometriyum morfolojisinin degisiklige ugradigi ortaya konmustur. Bu nedenle bazi HLA-G
pozitif embriyolarin transfer edildigi olgularda endometriyal reseptivitedeki bu degisim gebeligi
Onliiyor olabilir. (iii) Embriyo transferi: IVF programinda embriyo transfer teknigi gebelik elde
etmede en Onemli islemdir. Bu nedenle HLA-G pozitif embriyolar transfer ediliyor olmasina
ragmen etkin transfer isleminin yapilamamasindan dolayr ya da transfer isleminin basarisiz bir

sekilde yapilmasindan dolay1 gebelik elde edememek siirpriz bir sonug degildir.

Italyan ekibin daha onceki ¢alismalarinin da bir sonucu olarak bir ciftin farkli IVF sikluslarinda
HLA-G eksprese eden embriyo/embriyolar olusturma ihtimali vardir. Bu belirleme parental
genom diizenlenmelerinin, hangi embriyonun HLA-G eksprese edeceginin belirlenmesinde
onemli rol oynadigin1 ortaya koymakta olup bu hipotez daha oOnceki calismalarla da

desteklenmistir (Rebman ve ark., 2001, Hviid ve ark., 2004a,b).

Yiiksek hassasiyetteki sandwich ELISA metodu kullanilarak insan embriyolarinin salgiladigi
HLA-G nin varlig1 belirlenerek embriyo gelisiminin ve/veya IVF gebeliklerini analiz edilmesinin
amaclandigi bir bagka caligmada ise 137 IVF siklusundan toplanan 386 embriyo kiiltiir mediumu
ornegi incelenmistir. HLA-G varligi belirlenmis medyumdan alinan en az bir embriyonun
transfer edildigi grubun HLA-G pozitif olarak degerlendirildigi ¢caligmada 386 embriyo kiiltiir
mediumu Orneginin 270 tanesinde (%69.9) coziilebilir HLA-G varligi belirlenmistir. Yas,

embriyo kalitesi ve droplet basina diisen embriyo sayist HLA-G pozitif ve negatif gruplar
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arasinda kiyaslanmis bu parametreler bakimindan farklilik bulunamamistir. HLA-G pozitif
grupta negatif gruba nazaran embriyo klivaji oraminin anlamli sekilde yiiksek oldugu
bulunmustur. HLA-G pozitif grup ornekleri ortalama blastomer sayilarina bagli olarak 4 ana
gruba ayrilmis (Grup 1: < 4 blastomer, Grup 2: >4-6 blastomer, Grup 3: >6-8 blastomer, Grup 4:
>8 blastomer) bu gruplar arasindaki ortalama HLA-G konsantrasyonlar1 kiyaslanmistir.
Coziilebilir HLA-G konsantrasyonu 1. grupta en diisiik 4. grupta ise en yiiksek degerde

bulunmustur.

Bu ¢alismaya dahil edilen 137 ¢iftin 51’1 saglikli bebek sahibi olmus, 9’u spontan diisiik yapmis
ve 77’sinde gebelik elde edilememistir. HLA-G pozitif embriyolarin transfer edildigi hastalarda
(%48.4) negatif gruba gore (%17.1) gebelik oranlar1 daha yiiksek kaydedilmistir. Bu nedenle
HLA-G’nin pozitif olmasmin gebelik oranlarini yiikseltmede embriyo klivaj oranlarindan daha
belirleyici oldugu ortaya koyulmustur. Olusan gebeliklerin %88’1 HLA-G pozitif gruba aitken

yalnizca % 16.2’si negatif gruba ait oldugu kaydedilmistir (Yie ve ark., 2005).

Bu calismada ayrica hem HLA-G ekspresyonu hem de embriyo klivaj oran1 dikkate alinarak
gruplandirma yapilmis ve genel gebelik oranlar1 da incelenmistir. Bu gruplar arasinda HLA-G
negatif ve diisiik klivaj gorillen grubu en diisiik gebelik oranlarm (%15.3) gosterdigi
belirlenmistir. HLA-G pozitif ve yiiksek klivaj oranlarina sahip grupta ise gebelik oranlari en
yiiksek (%53.3) olarak kaydedilmistir. Menicucci’nin HLA-G’nin embriyodaki varligini
immiinsitokimyasal olarak belirledigi calismasinda da embriyo klivaj orani ile HLA-G varliginin
pozitif korelasyonunu desteklemektedir (Menicucci ve ark., 1999). Bu ¢alismada hem HLA-G
ekspresyonunun hem de yiiksek klivaj oraninin goriildiigii grupta gebelik oraninin en yiiksek
bulunmasi transfer edilecek embriyonun seciminde bu iki parametrenin birlikte kullanilmasi

gerektigini ortaya koymaktadir (Yie ve ark., 2005).
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Yiiksek klivaj oranina sahip embriyolarin yiiksek konsantrasyonda HLA-G eksprese etmelerinin
sebebi olarak Ped geninin ve onun iiriinii olan Qa-2 antijeninin fare embriyolarinin klivaj
oranlarini etkilemesi bulgusuna (Warner ve ark., 1987a, Warner ve ark., 1987b) dayandirilmistir.
Ciinkiit HLA-G’nin Qa-2 antijeninin fonksiyonel homologu olabilecegi one siiriilmiis (Cao ve
ark., 1999) ve bu nedenle embriyolarin HLA-G salgilamalar1 embriyo gelisimini arttirabilir
sonucuna varilmistir. Bu da grup halinde kiiltiir edilen embriyolarin klivaj oranlarinin niye

arttiginin (Moessner ve ark., 1995, Almajor ve ark., 1996) bir aciklamas1 olabilir.

Bu ¢alismada da sonuglarin keskinligini sinirlayan en biiyiik faktdr embriyolarin tek tek degil de
grup halinde kiiltiir edilip HLA-G pozitif gruplardan alinan rastgele embriyolarin transferinin
yapilmasidir. Halbuki embriyolar tek tek kiiltiir edilip sadece HLA-G pozitif embriyolarin
transferi yapilmis olsaydi verilen gebelik oranlar1 ve diger korelasyonlar farkli diizeyde
olabilirdi. Ancak bu c¢alismada arastirmacilarin rapor ettikleri gebelik oranlar1 bu kosullara gore

yinede yiiksek goriinmekte.

Embriyo kiiltir medyumlarinda belirlenen ¢oziilebilir HLA-G’nin belirlenmesinin implantasyon
ve gebelik olusturma potansiyeli yiiksek embriyonun se¢iminde (Kovats ve ark., 1997) ve
boylece daha az embriyo transferi yapilarak cogul gebelik ihtimalinin azaltilmasinda da rol
oynayabilecegi ihtimali bu konudaki c¢aligmalarin kuvvetlendirilmesi geregini orataya

koymaktadir.

Amerikali grup Sher ve arkadaslar da kiiltiir medyumundan ELISA teknigi ile HLA-G pozitif
embriyolarin secilerek transferi sayesinde IVF’te gebelik oranlarini arttirma yoniinde caligmalar
(Sher ve ark., 2004, 2005) yapan oncii gruplardan olup mikroenjeksiyonu 46 saat takiben alinan

kiiltiir medyumundan HLA-G salimmina bakip implantasyon potansiyeli yiiksek embriyoyu
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secerek transfer etmenin énemini vurgulamaktadirlar. Sher ve arkadaslarinin bulgulart Noci’nin
HLA-G ekspresyonu ile embriyo morfolojisi arasinda bir iliski olmadigr sonucunu (Noci I ve
ark., 2005) desteklememektedir. Sher, 482 kadmin embriyolarin1 degerlendirmeye aldigi
calismasinin (Sher ve ark., 2005) sonuclarini, Noci’nin c¢alisma grubunun sayisal azligindan
dolay1 daha giivenilir bulmakta. Sher ayrica IVF laboratuvarlann eger HLA-G pozitif
embriyolarin secilerek transferini rutin bir yontem olarak kullanacaksa, embriyolar1 grup kiiltiirii

yerine tek tek kiiltiir edilmesi geregini orataya koymaktadir.

Sher ve arkadaslar1 2005 yilinda yayinlanan bir bagka calismalarinda 201 kadinin ICSI sonrast
embriyolarinda HLA-G varligim incelemisler ve en az bir HLA-G pozitif embriyonun transfer
edildigi sikluslar i¢cin gebelik oranlarinin % 71 (<39 yas) ve %52 (39-43 yas) transfer edilen tiim
embriyolarin HLA-G negatif oldugu sikluslarda gebelik oranlarinin % 15 (<39 yas) ve %5 (39-43

yas) oldugunu rapor etmislerdir (Sher ve ark., 2005)

Goriildiigii iizere yapilan ¢caligmalarin genel kanis1t HLA-G molekiiliiniin preembriyonik donemde
de eksprese oldugu ve implantasyon siirecinde Onemli rol oynayan bir molekiil oldugu
yoniindedir. Ancak caligmalarin rapor ettigi oranlar birbirlerine gore farklilik gostermekte ve
calisma planlarinin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Bu konuda yapilan ve yapilacak
calismalar biiyiikk dnem tasimaktadir. Olduk¢a polimorfik bir yapr gosteren HLA geni ayrintili
olarak incelenmis ve varyantlar1 belirlenmistir. Son donemlerde maternal HLA-G genotipi
ve/veya polimorfizmler ve (tekrarlayan) spontan diisiikler arasinda ilsikiyi destekleyen caligmalar
artmaktadir (Hviid ve ark., 2002, Pfeiffer ve ark., 2001). Uc veya daha fazla tekrarlayan spontan
diisiigii olan kadinlarda HLA-G geninin sekizinci ekzonunda 3' UT bolgesindeki 14bg’lik
delesyon/insersiyon polimorfizminin homozigot sikliginin fertil kontrol grubu kadinlara goére

yiiksek olmasi dikkatleri bu polimorfizmin tizerinde toplamistir.
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Onceki ¢alismalarinda 14 b¢’lik polimorfizminin homozigot delesyonun oraninin, ii¢ veya daha
fazla tekrarlayan spontan diisiigii olan kadinlarda fertil kontrol kadinlara gore yiiksek oldugunu
belirleyen Hviid ve arkadaslari (Hviid ve ark., 2002) bu delesyonun farkli IVF gruplarindaki
durumunu incelemek ve tekrarlayan spontan diisitk vakalarina daha ayrintili sonuglar vermek
iizere yeni bir calisma planlamislardir. Gebelik basarist ile HLA-G geni polimorfik delesyonu
arasindaki iliskiyi vurgulayan Hviid ve arkadaslan yaptiklar1 ¢calismaya dahil ettikleri kadinlan 4
ayr1 guruba ayirmis: 3 ve daha fazla IVF denemesine ragmen gebe kalamayan hastalar (n=14),
IVF denemesi sonrasi ikiz gebe kalan kadinlar (n=15), 3 ve {iizerinde gebelik kaybi bulunan
kadinlar (n=61) ve ikiden fazla gebelik ve dogumu olan fertil kontrol gurubu (n=93) olarak

siniflandirmiglardir (Cizelge 5.1.).

Cizelge 5.1.: Ureme oykiilerine gore gruplandirilan kadinlarin HLA-G genotipleri

-14bg/-14bg 5 (%35.7) 6 (%40) 19 (%31.1) 31 (%33.3)
-14bg/+14bg 5 (%35.7) 9 (%60) 27 (%44.3) 52 (55.9)
+14bg/+14bg 4 (%28.6) 0 (%0.0) 15 (%24.6) 10 (%10.8)

* -14b¢/-14b¢ : delesyon yok

* -14b¢/+14b¢ : delesyon heterozigot

* +14bc¢/+14bcg : delesyon homozigot

Hviid ve arkadaglar1 ¢calisma gruplarimi dizayn ederken 3 ve daha fazla IVF denemesine ragmen
gebe kalamayan kadinlar gebelik basaris1 en kotii olan grup olarak ele alirken ikiz gebe kalan
grubu ise gebelik basarisi yiiksek olan hasta gurubu olarak kabul etmistir. Buna gore gebelik

basarist en yiiksek grupta 14 b¢’lik delesyon homozigot olarak mevcut iken yine ayni grupta
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delesyonun hi¢ bulunmadigi kisi sayis1 O (sifir) olarak bildirilmistir. Diger yandan gebelik
basaris1 en kotii olan grupta 14 be’lik delesyonun homozigot, heterozigot veya yoklugu arasinda
anlamli bir fark ortaya koyulamamistir. Yine fertil kontrol gurubu ile kiyaslandiginda 3’ten fazla
gebelik kaybi bulunan olgularda delesyonun dagilimi farkli bir oran sergilemektedir. Bu
oranlarin diger calisma sonuclarindan farkli olmasi veya benzer olmasi yine sozkonusu
delesyonun polimorfik davranmigindan ve toplumsal farkliliklardan kaynaklanabilecegini ortaya
koymaktadir. Yine aym sekilde kendi calisma gurubumuzda IVF ile gebelik elde edilemeyen
guruba ait sonuglarla Hviid ve arkadaglar’'min benzer gruptan elde ettikleri sonuglar
kiyaslandiginda s6z konusu delesyonun dagilim sikligmmin benzer 6zellikler gosterdigi
gozlenmistir. Ancak Hviid ve arkadaglarinin calismasinda IVF’ e cevap veren grupta delesyonsuz
normal olgunun bulunmamasi ve fertil kontrol gurubunda ise olduk¢a diisiik oranda (%10.8)
bulunmasi bizim bulgularimizdan 6nemli bir farklilik olarak dikkati cekmektedir. Bu farkin
Hviid ve arkadaslari’nin ¢alisma gurubundaki vaka sayisimin azligindan ve etnik farkliliklardan

kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmiistiir (Hviid ve ark., 2004).

Gerek kendi sonuclarimiz ve gerekse Hviid ve arkadaslarinin sonuglari dikkate alindiginda IVF
yontemi uygulanarak gebelik saglanan grup ile fertil kontrol grubunda homozigot delesyon
oraninin yiiksek bulunmasi s6z konusu delesyonun implantasyon iizerine beklenen negatif
etkisine ters diistiigli soylenebilir. Zira HLA-G genindeki 14 b¢’lik delesyonun mRNA
stabilitesini bozarak ekspresyon diizeyini olumsuz yonde etkilemesi ongoriilmektedir. Ancak
daha net sonuclara ulasmak icin vaka sayilarimin arttirllmasi ve yeni polimorfizmlerin ortaya
koyulmasi veya degisik populasyonlara (irk veya cografi farkliliklar yoniinden) ait calismalarin

planlanmas1 gerekir.
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Hviid ve arkadaglari, HLA-G genotipinin tekrarlayan spontan diisiik olgularinin yani sira IVF
olgularinda da kadin subfertilitesinde Onemli olabilecegini One sitirmektedirler. Tekrarlayan
spontan diisiikklerde HLA-G polimorfizmlerin potansiyel dnemini ortaya koyan birkac calisma
(Pfeiffer ve ark., 2001, Aldrich ve ark., 2001) olmakla birlikte bu caligmalarda 14 bg’lik
delesyon/insersiyon polimorfizmi incelenmemistir. Bu polimorfizm pre-eklamptik vakalarda
irdelenmis (O’Brien ve ark., 2001), yeni bir calismada ise gebelik kayiplarinda bakilmistir (Ober
ve ark., 2003). 162 ciftin degerlendirildigi bu c¢alismada fetal kayip ile 14 bg’lik
delesyon/insersiyon polimorfizmi arasinda iliski bulunamamistir. Fetal kayip oranlartyla iliskili
bulunabilen yegane polimorfizm transkripsiyon baslangi¢ bolgesinin -725 upstream kisminda
bulunan tek niikleotid (C—G) polimorfizmidir. Bu polimorfizm sadece 14b¢’lik delesyonun
oldugu haplotiplerde belirlenmistir. Farkli irklarin ve farkli cografi bolgelerde birbirinden izole

yasayan insanlarin arasinda HLA haplotiplerinde farkliliklar olduguna isaret edilmektedir.

Hviid ve arkadaslarinin calismalarinda HLA-G mRNA’sinin diisiik seviyedeki ekspresyonu ile
HLA-G*010102 allelini tasiyan birinci trimester trofoblast orneklerindeki 14bc¢’lik sekansin
varligi ve HLAG mRNAsmin diisiik seviyede olmasi arasinda iliski bulunmustur. 14bg’lik
sekansi igeren allellerde 8. ekzonun ilk 92 b¢’inin olmadig ekstradan HLA-G mRNA izoformlari
belirlenmistir. Boylece 14 b¢’lik polimorfizmin HLA-G mRNAsinin stabilitesini etkileyebilecegi
ortaya koyulmustur (Hviid ve ark., 2003 Rousseau ve ark., 2003). 14b¢’lik polimorfizm, farkl
HLA-G izoformlarinin ekspresyon diizeylerini etkileyebilen diger sekans varyasyonlan ile
iligkilidir. Bu iligki linkage disequilibrium (farkli lokuslardaki genler arasindaki tesadiifi olmayan
iligki) olarak nitelendirilmektedir. Burada ortaya koyulan bulgular, HLA-G ve IVF ile ilgili olan
bagimsiz iic calisma ile de desteklenmektedir. Birinci calismada, HLA-G mRNA’sinin
ekspresyonunun var oldugu erken insan embriyolarinda HLA-G transkriptinin olmadigi

embriyolara kiyasla klivaj oran1 yiiksek bulunmustur (Jurisicova ve ark., 1996). Ikinci calismada
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ise sadece c¢oziilebilir HLA-G nin pozitif oldugu embriyolarin transferi sonucu basarili
implantasyon saglanmistir (Fuzzi ve ark., 2002). Ugiincii ¢aligmada ise IVF ile elde edilen erken
gebelik ve gebelik oncesi kan Orneklerinde coziilebilir HLA-G belirlenmistir. Erken gebelik
tecriibesi olan 20 kadinda, basarili siirekli gebeligi olan 37 kadina gore c¢oziilebilir HLA-G
seviyesi oldukga diisiik bulunmustur. Feto-maternal yiizeyde HLA-G nin en 6nemli fonksiyonlari
NK hiicrelerinin olusturdugu lizisi inhibe etmek ve normal (komplikasyonsuz) gebeliklerde
oldugu gibi T-helper (Thl) den Th2 sitokin profiline doniisii saglamasidir. Bazi HLA-G
genotipleri ile iliskili HLA-G ekspresyonundaki degisiklikler bu mekanizmalara ve bdylece
gebelik oranlarina etki edebilmektedir. Ancak HLA polimorfizmlerinin iireme ile baglantisinin

netlesmesi i¢in daha fazla calismaya ihtiyag vardir.

Hviid’in 2002 yilindaki calismasinda beklenilenden daha fazla heterozigot yapida 14bg’lik
polimorfizm kaydedilmistir. Bu durum bu polimorfizmin gebeligin ve fetal canliligin
saglanmasinda Onemli oldugunu ortaya koymaktadir. Fertil kadinlardaki bu heterozigotluk
yiiksek iken tekrarlayan spontan diisiikk olgularinda +14bg¢/+14b¢ homozigot genotip oraninin
yikksek oldugu ancak istatistiksel olarak anlamsiz oldugu belirtilmistir. Tekrarlayan diisiik
olgularinda kadinin +14bg/+14bg genotipte ve esinin -14bg/+14bg genotipte olma sikligi %13
iken fertil grupta % 12’dir. Tekrarlayan diisiik olgularinda +14bc¢/+14b¢ homozigot annenin
+14bg/+14b¢ fetusunun olma ihtimali %18 iken fertil grupta ise %5’dir. Hem annenin hem de
fetusun heterozigot olmasi tekrarlayan diisiik olgularinda %22 iken fertil grupta %32 dir.
Annenin +14bg¢/+14b¢ homozigot yapidansa heterozigot olmasi, heterozigot yapida fetusun
olugmasina ve gebelik basarisinin artmasina neden olmaktadir. Bu durum, 14bc¢’lik sekansin
HLA-G mRNA izoformlarimin konsantrasyonlar ile iligkili oldugunu gostermektedir. Annenin

HLA-G genotipi maternal fetal etkilesimler acisindan oldukca 6nemlidir (Hviid ve ark 2002).
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14b¢’lik dizi ile HLA-G m-RNA izoformunun patterninin ve konsantrasyonunun degisimi
arasinda direkt iliski vardir (14). G*01013 (+14bg¢) ve G*0105N (+14bg) gibi baz1 HLA-G
allelleri diisiik sekresyon yapan alleller olarak bilinirler. G¥01041 (-14bg) gibi yiiksek sekresyon
yapan allelelerin ¢oziilebilir HLA-G’nin plazmadaki seviyesi ile iliskili oldugu gosterilmistir.
G*01013/G*01041 genotipli probandin plazmasinda ¢oziilebilir HLA-G cok diisiik miktarda
tespit edilmis olup diisiik sekresyon yapan allelelerin, yiiksek sekresyon yapan allelelere
dominant olabilecegi 6ne siiriillmektedir. Heterozigot genotip yapida, diisiikk sekresyon yapan
allelelerin, yliksek sekresyon yapan allelelere dominant olmasi ¢6ziilebilir HLA-G’nin miktarini
diisiirmektedir. Tripathi ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, fertil kontrol grubu kadinlarda -
14bg/-14bg, tekrarlayan diisiik olgularina kiyasla yiiksek bulunmustur. Bu calismada dikkat
cekici olarak tekrarlayan diisiik olgularinda heterozigot yapi1 yiiksek bulunmus ve bu durum
coziilebilir HLA-G miktarinin azalmasina bagl olarak gebeligin olumsuz etkilendigi sonucuna

dayandirilmistir.

HLA-G geni diisik polimorfizm gostermesine ragmen bu polimorfizmler protein
ekspresyonunun diizeyini etkileyebilir ve bazi1 olgularda gebelik bozukluklan ile ilgili olabilir
diisiincesi pek cok calisma ile desteklenir hale gelmistir. (O’Brian ve ark., 2001, Hviid ve ark.,
2002) HLA-G’nin allelik varyantlart bu 14 be¢’lik delesyon polimorfizmi ile karakterize
olabilecegi One siiriilmektedir (Rousseau ve ark., 2003). 14b¢’lik insersiyonun varlig1 ekzon 8’in
transkripsiyon baslangi¢ bolgesinden 92 bazin ¢iktigi ekstra bir splice varyanti olusturur. Bu
delesyonun HLA-G mRNA’sinin stabilitesi iizerine olan etkisini analiz i¢in Rousseau ve
arkadaglart HLA-G*010102 alleli ile transfekte edilen M8 melanoma hiicre dizileri ve JEG-3
koryokarsinoma hiicre dizilerini incelemislerdir. 92 b¢’lik delesyonu olan HLA-G mRNA’larinin
tim mRNA formlarina nazaran daha stabil oldugunu yani mRNA degredasyonuna kars1 daha

direncli oldugunu saptamislardir (Rousseau ve ark., 2003).
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14b¢’lik delesyon polimorfizmi ile ilgili olarak yapilan arastirmalar literatiirde belli grup
aragtirmacilarin ardigik caligmalarinin bulgular olarak dikkati cekiyor. Farkli cografi bolgelerde
bu polimorfizmin sonuglarinin ortaya koyulmasi ve calisma gruplarmin genisletilmesi
bakimindan bu tez calismasi destekleyici niteliktedir. Ancak implantasyon oranlarini
arttirabilmek icin HLA-G ile ilgili molekiiler calismalarin artmasi gerekmektedir. Ozellikle
giiniimiizde teknik zorluklar1 olan tek bir blastomerden ekspresyon caligmalarinin sistematiginin
oturtulmasi, HLA-G eksprese eden ve dolayisiyla implantasyon potansiyeli yiiksek embriyolarin
secilerek transfer edilmesini saglayacak onemli bir agsamadir. Tek bir blastomerden DNA elde
edilerek embriyolarin genetik tanisinin koyulmas: (PGT) artik rutin tan1 ve tedavi yontemlerinin
arasina girmistir. 14b¢’lik delesyon polimorfizminin embriyolarda bakilarak morfolojik
kriterlerle iliskisi ortaya koyulabilir ve dogru embriyoyu se¢cme metotlarin arastirilmasina 11k
tutabilir. Tiim bunlarin tek tek veya birlikte kullanilmasinin implantasyon ve gebelik basarisini
artirmada eslere saglayacagi faydanmin daha net ortaya konyulabilmesi icin siiphesiz ki
arastirmalarin arttirilmas1 ve cesitlendirilmesi gereklidir. kendi ¢alismamizin konuyla iliskili
olarak diger calismalarla birlikte bilgi havuzuna katki saglamasinin yamisira s6z konusu
polimporfizmin toplumdan topluma farklilik goOsterebilecegi gz Oniine alindiginda tiirk

toplumuna ait dagilim1 yansitmasi diger bir getirisi olmustur.
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