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OZET Amag: Embriyonik gelisim siirecinde hiicrelerde apoptotik den-
genin bozulmasi gebelik kayiplarina neden olabilmektedir. Bu arastir-
mada, nedeni belirlenemeyen tekrarlayan gebelik kaybi (TGK) ile
apoptotik uyarici 6lim reseptorii-4 [death receptor-4 (DR-4)] geni po-
limorfizmleri arasindaki iliski arastirildi. Gere¢ ve Yontemler: Bu
arastirmada, TGK tanis1 almig 70 kadin ve kontrol grubu olarak 70 ka-
dindan genomik DNA elde edildi. Her 2 gruptaki DR-4 geni 3. ekzo-
nundaki rs6557634 G422A, 4. ekzonundaki rs20575 C626G ve 5.
ekzonundaki rs20576 A683C polimorfizmleri polimeraz zincir reaksi-
yonu-kisitlayici enzim kesimi fragman uzunluk polimorfizmi yontemi
kullanilarak belirlendi. Bulgular: DR-4"lin ekstraselliiler kisminda
TRAIL ligand baglanma bolgesindeki 209. kodonda treoninin arginine
degisimi ile sonuglanan ekzon 4’teki bir missense degisim olan C626G
polimorfizminin goériilme sikliginin, TGK hastalarinda kontrol grubuna
gore artt1g1 saptandi. Arastirtlan ekzon 3 ve ekzon 5 polimorfizmleri
icin TGK ve kontrol grubu arasinda istatistiksel fark gézlenmedi.
Sonu¢: TGK hastalarinda saptadigimiz DR-4 genindeki missense
ekzon 4 polimorfizminin, embriyonik gelisim siirecinde embriyonun
uterusa invazyonu ve immiinolojik toleransindaki apoptotik denge-
nin bozulmasi yoluyla, gebelik kayiplarina neden olabilecegini dii-
stinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz; tekrarlayan gebelik kaybi; TRAIL;
6liim reseptorii-4; polimorfizm

ABSTRACT Objective: Disruption of apoptotic balance in cells dur-
ing embryonic development can lead to pregnancy losses. In this study,
the relationship between unexplained recurrent pregnancy loss (RPL)
and apoptotic inducing death receptor-4 (DR-4) gene polymorphisms
was investigated. Material and Methods: In this study, genomic DNA
was obtained from 70 women diagnosed with RPL and 70 women as a
control group. The polymorphisms of 186557634 G422A in the 3™ exon
of the DR-4 gene, rs20575 C626G in the 4™ exon and rs20576 A683C
in the 5" exon were determined in both groups using the polyme
rase chain reaction-restriction fragment length polymorphism method.
Results: It was determined that the incidence of C626G polymorphism,
which is a missense variant in exon 4 resulting in the change of threo-
nine to arginine in the 209" codone in the extracellular TRAIL ligand
binding domain of DR-4, increased in RPL cases compared to the con-
trols. For the investigated exon 3 and exon 5 polymorphisms, no sta-
tistical difference was observed between the RPL and the control group.
Conclusion: We conclude that the missense exon 4 polymorphism in
the DR-4 gene, which we detected in patients with RPL, may cause
pregnancy losses through the invasion of the embryo to the uterus dur-
ing embryonic development and the disruption of the apoptotic balance
in its immunological tolerance.

Keywords: Apoptosis; recurrent pregnancy loss; TRAIL;
death receptor-4; polymorphism

Ureme ¢agindaki kadinlarm yaklasik %1-2’sini et-
kileyen tekrarlayan gebelik kayiplarinin (TGK) neden-
leri; endokrin sistem, anatomik yapi, immiinolojik
reaksiyon, enfeksiydz ve trombofilik durumlar, ¢ev-
resel ve genetik faktorler olarak siralanabilir. TGK

hastalar1, son yillarda genetik ve molekiiler bir¢cok
arastirmaya konu olmaktadir. Olgularin %30’ unda
saptanan kromozomal sayisal ve yapisal anomalileri,
genetik etkenlerin ilk sirasinda yer almaktadir. Kro-
mozomal degisimlerin yani sira hemoglobinopati,
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alfa talasemi gibi baz1 hematolojik tek gen hastalik-
larinda da TGK goriilebilmektedir.!? Bununla birlikte
TGK’nin molekiiler ve genetik temeli heniiz tam ola-
rak aydinlatilabilmis degildir. Gametogenezden basla-
yarak, embriyonik ve fetal gelisim basamaklarmdaki
tiim hiicresel ve metabolik siireglerin isleyisinin ve
kontrol mekanizmalarinin molekiiler diizeyde aydimnla-
tilmasina gereksinim vardir. Ciinkd bilinen tiim bu et-
kenlere ragmen TGK’lerin yaklasik %50’sinde etken
tanimlanamamakta ve nedeni tanimlanamayan TGK
olarak smiflandiriimaktadir.>> Bununla birlikte yillar
boyunca nedeni tanimlanamayan TGK etiyolojisinde
yer alabilecek bir¢ok risk faktorii ve bunlara bagh te-
davi segenekleri tanimlanmig ve elestirilmistir. Ancak
TGK ig¢in risk faktorleri ve tedavi secenekleri konu-
sunda bir¢ok belirsizlik halen devam etmektedir.

Programlanmis hiicresel 6liim mekanizmasi olan
apoptoz ¢ok hiicreli organizmalarin gelisimi ve hiic-
resel farklilasmasi sirasinda meydana gelen ve 6zgiil
genler tarafindan diizenlenen, fizyolojik bir olaydir
ve hiicrenin kendini yok etmesi ile sonuclanir.” DNA
hasar1 gibi patofizyolojik kosullar ve oksidatif stres
durumunda, hiicre i¢i ve dis1 sinyaller araciliiyla ak-
tive edilen apoptotik genler araciligiyla diizenlenir.®
Apoptotik genler; efektor, uyarici (aktivator) ve bas-
kilayici (negatif diizenleyici) genlerdir. Apoptozun
uyarilmasinda islevsel olan bir¢ok hiicresel ligand ve
bunlarin baglandigi spesifik reseptorler tanimlan-
mistir. Bu uyaranlarin en énemlilerden biri timor
nekrozis faktor (TNF) ailesi iiyesi bir ligand olan
TNF-iligkili apoptoz indiikleyici liganddir [TNF-re-
lated apoptozis-inducing ligand (TRAIL)]. TRA-
IL’in hiicresel reseptorleri ise 6lim reseptorii-4
[death receptor-4 (DR-4), TRAIL-R1] ve DR-5’tir
(TRAIL-R2). TNF reseptor siiper ailesi 10A’nin
(TNFRSF10A) bir iiyesi olan DR-4; TRAIL resep-
tori 1 (TRAILR1) olarak da bilinir.>!°

Kromozom 8p21-22’de lokalize bir gen tarafin-
dan kodlanan transmembran bir protein olan DR-4’{in
ekstraseliiler ligand baglanma, transmembran ve in-
traseliiler bolgeleri (death domain) vardir. TRAIL in
DR-4’e baglanmasi, reseptdriin trimerizasyonu ile so-
nuglanir. Trimerik reseptoriin intraseliiler domainine
bir apoptotik adaptor molekiil olan Fas iliskili 6liim
bolgesi [Fas associated death domain (FADD)] bag-
lanarak, prokaspaz 8 veya 10 iizerinden apoptotik
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kaspaz yolunun uyarilmasini saglar. Olusan trimerik
reseptor, FADD ve kaspaz yapisi 6liimii uyaran sinyal
kompleksi [death inducing signaling complex
(DISCO)] olarak adlandirilmaktadir. DISC’nin olu-
sumu sonrasi kaspaz yolu aktivasyonu ile hiicrenin
apoptoza girmesi ger¢eklesmektedir. DR-4, bu islevi
ile apoptozun uyarilmasinda énemli ve anahtar bir
role sahiptir.!!

Apoptoz, normal hiicre dongiisii, bagisiklik sis-
teminin gelisimi ve igleyisi, hormona bagli atrofiler,
embriyonik gelisim ve kimyasal kaynakli hiicre
olimii gibi ¢esitli siireglerde yer alan 6nemli bir hiic-
resel olaydir. Apoptozdaki degisimler (hiicrelerde
apoptoz oraninin azalmasi veya artmasi), nérodeje-
neratif hastaliklar, iskemik hasar, otoimmiin bozuk-
luklar ve bir¢ok kanser tiirli dahil olmak {izere bir¢ok
insan hastaliginda 6nemli bir etiyolojik faktordiir.'?
Normal doku gelisiminde oldugu kadar sorunsuz bir
gebelik i¢in de fetal hiicre gogalmasi ve apoptoz ara-
sinda bir denge olmas1 gerekir. Bu dengenin bozul-
masinin  gebelik kayiplarina neden olabilecegi
diisiiniilebilir. Li ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alis-
mada, TGK hastalarinin desiduasinda DR-4 ligandi
olan TRAIL-RI’in yiiksek diizeyde ifade edildigi
gosterilmistir. Bu durum, kaspaz 3’e bagimli olarak
yiiriitlilen TNF iliskili apoptozun, gebeligin devami
ya da sonlanmasi arasindaki denge mekanizmasinda
etkili oldugunu diistindiirmektedir. '

Bu bilgiler dogrultusunda, apoptotik mekaniz-
malardaki degisimlerin TGK’lerde etiyopatolojik bir
faktor olarak disiiniilebilir. TGK’ye neden olabile-
cek apoptotik degisimlerin saptanmasi yeni tanisal
belirteglerin, koruyucu uygulamalarin ya da tedaviye
yonelik stratejilerin gelistirilmesine yardimer olabi-
lir. Bu ¢aligmada, nedeni belirlenemeyen TGK has-
talarinda apoptozun uyarilmasinda etkin olan
TRAIL’in reseptorlerinden DR-4’lin ekstraseliiler
bdlgesini kodlayan 3. ekzonundaki rs6557634 G422A
(His141Arg), ligand baglanma bolgesini kodlayan 4.
ekzonundaki rs20575 C626G (Thr209Arg) ve eks-
traseliiler iyi korunmus sistein bakimindan zengin
bolgeyi kodlayan 5. ekzonundaki rs20576 A683C
(Glu228Ala) polimorfizmleri, hasta ve kontrol grupla-
rinda arastirildi.'*"> Calismamiza konu olan her 3 po-
limorfizm de NCBI SNP veri tabanina gére DR-4
geninin kodlanan bolgesinde bulundugu i¢in protein
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islevini degistirebilecek “missense varyasyon” olarak
tanimlanmaktadir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).
Aragstirilan polimorfizmlerin gen tizerindeki yerle-
simlerinin kritik bolgelerde olmasindan dolay1 pro-
tein yap1 ve islevini degistirebilme olasilig1 yiiksektir.
Bu nedenle elde ettigimiz verilerin, TGK etiyolojin-
deki apoptotik mekanizmalarin anlagilmasina katki
saglayacagini diigiinmekteyiz.

I GEREG VE YONTEMLER

Bu ¢alisma, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu tarafindan 16.01.2009 tarihli 2009/5 sayili
karar ile onaylanmistir. Caligmaya katilan tiim birey-
lerden bilgilendirilmis onay alinmistir. Calisma, Hel-
sinki Deklarasyonu Prensipleri’ne uygun olarak
planlanmig ve yiirttiilmiistiir.

HASTA VE KONTROL GRUBU

Hasta grubuna Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum ABD’de TGK tanis1
almig gebe olmayan 70 kadin dahil edildi. Tiim has-
talarda bilinen diger gebelik kayip nedenleri, histero-
salpingografi (hysterosalpingography)
sonohisterografi (sonohysterography), parental sito-

veya

genetik karyotip analizi, antikardiyolipin antikor [im-
miinglobulin G (IgG) ve IgM] olglimleri, lupus
antikoagiilant ve tiroid stimiilan horman (TSH) vb.
diizeyleri gosterilerek, oykiisiinde TGK i¢in kromo-
zomal, anatomik, metabolik, hormonal, enfeksiyoz,
otoimmiin ve trombofilik nedenler olan bireyler hasta
grubundan diglandi. Hasta grubunun ortalama yasi
29,04 yil, ortalama gebelik kaybi sayisi 3.275’tir (mi-
nimum=2, maksimum=8, SD=1,4841). Hastalarin
42’s1 (%60) primer TGK olgusu olup, ortalama ge-
belik kayip sayist 3.195°tir (SD=1,5687). Sekonder

TGK olgu sayisi ise 28 (%40) olup, bu gruptaki orta-
lama gebelik kay1p sayis1 3.393’tiir (SD=1,3700).

Kontrol grubuna ise TGK &ykiisii olmayan
multi-par, ¢alisma aninda gebe olmayan 70 kadin
birey dahil edildi. Her 2 grupta da hamilelik dnce-
sinde veya sirasinda kronik hastalig1 olanlar, es za-
manli tibbi komplikasyonlar1 olanlar, sigara, alkol
veya herhangi bir uyusturucu madde kullanicisi olan
kadinlar ¢alisma dis1 birakildi. Kontrol grubunu olus-
turan kadinlarin yas ortalamasi 30,88’dir. Calismaya
dahil olan tiim bireylerden, etilendiamintetraasetik
asit (EDTA) igeren tiiplere 7-8 mL venoz kan 6rnegi
alind1.

DNA ELDESI, POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU

Genotiplendirme i¢in genomik DNA eldesi kan or-
neklerinden klasik tuz ile ¢oktiirme yontemiyle ger-
ceklestirildi. DR-4 ekzon 3, 4, 5 polimorfizmlerinin
saptanmasi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu-kisitla-
yic1 enzim kesimi fragman uzunluk polimorfizmi
[polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP)] analizi kulla-
nildi. Tiim PCR ¢aligmalari 25 pL toplam reaksiyon
hacmi igerisinde 10X PCR buffer (w/o MgCl,), 1,5
mM MgCl,, her bir primerden 20 pmol, 100 pm
dNTPs, 1 U Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas,
Vilnius, Litvanya) ve 100 ng kalip DNA ile Thermal
Cycler (Techne Flexigene, Cambridge, Birlesik Kral-
lik) cihazinda gergeklestirildi. PCR kosullari; baglan-
gi¢ denaturasyon icin 2 dk/96°C, daha sonra toplam 35
dongiide denaturasyon i¢in 1,5 dk/96°C, primer bag-
lanmasi i¢in ekzon 3, ekzon 4 ve ekzon 5 igin sirasiyla
1,5 dk/58°C, 59°C, 65°C ve uzama i¢in 5 dk/72°C, son
uzama i¢inse 7 dk/72°C’dir. Primer dizileri ve PCR
iiriin uzunluklart Tablo 1’de verilmektedir.

TABLO 1: DR-4 geni igin kullanilan PCR primer dizileri ve Uriin bytikl(ikleri.

DR-4 polimorfizmi rs no* Primer Dizisi PCR iiriinii

Ekzon 3 G422A rs6557634 F: 5-ATCCTCTGGGAACTCTGTGG-3' 230 bp
R: 5-TACCACTCCCACCTTCACTGC-3'

Ekzon 4 C626G 1520575 F: 5-GGTGGTGAGGAAAGGTCAAG-3 220 bp
R: 5-ATGGGGTCAGGGCTGATAG-3'

Ekzon 5 A683C 1520576 F: 5-CCCCTGCAGATACGAGGAG-3' 201 bp
R: 5-CAGGAAAAGACAGGAGTCTCG-3'

*https://www.ncbi.nim.nih.gov/snp; DR-4: Oliim reseptdrii-4; PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.
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GENOTIPLENDIRME

Elde edilen DR-4 ekzon 3, 4 ve 5 PCR firiinleri sira-
styla BseGI (Fokl), Adel (Dralll), Taql (MBI Fer-
mentas) restriksiyon enzimleri ile kesildi. Olusan
restriksiyon enzim kesim fragmanlar1 120 V akimda
40-50 dk %3,5 agaroz jelde elektroforetik olarak ay-
rimlandi. Elektroforez isleminde her bir jel kuyusu
icin 100 bp marker (Thermo Fisher Scientific, Lit-
vanya) uzunluk standardi olarak kullanildi. Elektro-
forez jeli ultraviyole 151k ile Gel Electrophoresis
Visualizing System (Vilber Lourmat, Fransa) kul-
lanilarak goriintiilendi. Jel goriintiileri vaka/kontrol
ayriminin farkinda olmayan 2 yorumcu tarafindan
bagimsiz olarak restriksiyon enzim kesim frag-
manlarinin uzunluklarina (RFLP) gore okunarak
genotip analizi gerceklestirildi.

DR-4 Ekzon 3 rs6557634 G422A (His141Arg)
Polimorfizminin Genotiplendirmesi

DR-4 ekzon 3 PCR firlinleri (230 bp), 10 U BseGI
restriksiyon endontiikleaz ile 5 saat 55 °C’de 1XBuffer
Tango (10 mM Tris-HCI, 10 mM KCI, ImM DTT, 0,1
mM EDTA, 0,5 mg/mL BSA) iginde kesildi. BseGI
restriksiyon kesim sonuglarina gére DR-4 ekzon 3
G422A i¢in; 230 bp fragman GG (yabanil tip), 230,
160 ve 70 bp fragmanlar GA (heterozigot), 160 ve 70
bp fragmanlar AA (mutant tip) olarak genotiplendirildi.

DR-4 Ekzon 4 rs20575 C626A (Thr209Arg)
Polimorfizminin Genotiplendirmesi

220 bp’lik DR-4 ekzon 4 PCR iirtinleri, 10 U
Adel restriksiyon endoniikleaz ile 1XBuffer G (0,1
mg/mL BSA) i¢inde 37 °C’de 1 gece bekletilerek ke-
sildi. Ekzon 4 C626G i¢in 164 ve 56 bp fragmanlar
CC (yabanil tip), 220, 164 ve bp fragmanlar CG (he-
terozigot), 220 bp’lik fragman GG (mutant tip) olarak
degerlendirildi.

DR-4 Ekzon 5 rs20576 A683C (Glu228Ala)
Polimorfizminin Genotiplendirmesi

PCR sonras1 elde edilen 201 bp’lik DR-4 ekzon
5 diriinleri 10 U Taql restriksiyon endoniikleaz ile
1 XBuffer Taq i¢inde 5 saat 65°C’de bekletilerek ke-
sildi. Elde edilen kesim fragmanlarinin biiyiikliikle-
rine gore genotiplendirme yapildi. Sirasiyla 110
bp/91 bp, 210 bp/110 bp/91 bp, ve 210 bp’lik lirlinler;
AA (yabanil tip), AC (heterozigot) ve CC (mutant tip)
olarak genotiplendirildi.
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DR-4 geni ekzon 3, 4, 5 i¢in uygulanan PCR-
RFLP genotiplendirme ornekleri Sekil 1’de veril-
mektedir.

ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Veriler, Windows siiriim 13.0 i¢in SPSS (SPSS, Chi-
cago, IL, ABD) kullanilarak analiz edildi. Hasta ve
kontrol gruplari yas bakimindan independent samples
t-test, genotip frekanslar1 ise Hardy-Weinberg den-
gesi dikkate almarak ki-kare testi ile incelendi. Gliven
aralig1 %95 olarak secildi. Kategorik degisken olarak
genotip frekansi ve yiizde degerler kullanildi. p<0,05
i¢in ise sonuglar anlamli kabul edildi.

I BULGULAR

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yas bakimindan
fark olmadig1 gosterildi (p=0,180). DR-4 geninin 3.
ekzonundaki G422 A polimorfizmi i¢in yapilan geno-
tiplendirme sonucunda, proteinin ekstraseliiler kis-
minda 141. kodonda arginin amino asidinin, histidin
amino asidine degisimine (missense degisim) yol
acan G/A polimorfizmi, hasta grubunun %30 unda
kontrol grubunun ise %24,3’iinde saptandi. Kontrol
ve hasta gruplarinin ekzon 3 G422A polimorfizmi
acisindan Hardy-Weinberg dengesinde oldugu belir-
lendi (kontrol grubu i¢in p=0,220, hasta grubu i¢in
p=0,933). Yapilan istatistiksel inceleme sonucunda,
DR-4 ekzon 3 G422 A polimorfizmi ile TGK arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi
(p=0,673) (Tablo 2).

Ekzon 4 icin yapilan genotipleme sonucunda
kontrol ve hasta gruplarinin incelenen ekzon 4
C626G polimorfizmi i¢in Hardy-Weinberg denge-

SEKIL 1: DR-4 geni ekzon 3 G422A, ekzon 4 C626G ve ekzon 5 A683C polimor-
fizmi igin PCR-RFLP ile saptanan genotipler. Her bir genotip i¢in RFLP fragman
uzunluklari metin iginde verilmistir. Y: Yabanil; H: Heterozigot; M: Mutant; PCR-
RFLP: Polimeraz zincir reaksiyonu-kisitlayici enzim kesimi fragman uzunluk poli-
morfizmi.



Seving SURER TEKIN ve ark.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci. 2021;41(4):478-84

TABLO 2: TRAIL DR-4 geninde saptanan genotip frekanslari.
Genotip Hasta (n/%) Kontrol (n/%)  p degeri
DR-4 ekzon 3 G422A
GG (yabanil) 13/18,6 14/20 p=0,673
GA (heterozigot) 40/57 1 25/50 p> 0,05
AA (mutant) 17/24,3 21/30 p=0,673
DR-4 ekzon 4 C626G
CC (yabanil) 11/12,9 9/115,7 p>0,05
CG (heterozigot) 19/27,1 36/51,4 p=0,002
GG (mutant) 40/57,1 25/35,7 p=0,009
DR-4 ekzon 5 A683C
AA (yabanil) 38/54,3 46/65,7 p>0,05
AC (heterozigot) 30/42,9 22/31,4 p=0,368
CC (mutant) 22,9 2/2,9 p>0,05

*https://www.nchi.nlm.nih.gov/snp; DR-4: Oliim reseptdrii-4; PCR: Polimeraz zincir
reaksiyonu.

sinde oldugu saptandi (kontrol grubu i¢in p=0,476,
hasta grubu i¢in p=0,225). DR-4 geni 626. niikleo-
tidde, DR-4’uiin ekstraseliler kisminda 209. ko-
donda treoninin, arginine degisimi (Thr209Arg) ile
sonuc¢lanan bir missense degisim olan C/G donii-
stiimil hem kontrol hem de hasta grubunda saptand.
Hasta grubunda polimorfik GG genotipinin go6-
riilme oraninin (%57,1) (40/70), kontrol grubuna
gore (%35,7) (25/70), istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksek oldugu gosterildi (p=0,009). Ayrica
kontrol grubunda; heterozigot CG genotipinin go-
rilme orani (%51.,4) (36/70), hasta grubuna gore
(%27,1) (19/70) istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek saptandi (p=0,002). Yabanil tip CC genotip
frekans1 bakimindan hasta ve kontrol gruplar ara-
sinda istatistiksel fark gozlenmedi (p=0,629).
Sonug olarak ekzon 4 C626G polimorfizmi ile TGK
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki sap-
tand1 (Tablo 2).

DR-4 geni ekzon 5 A683C polimorfizmi
(Glu228Ala) igin kontrol ve hasta gruplarmm Hardy-
Weinberg dengesinde oldugu saptandi (kontrol grubu
icin p=0,166, hasta grubu i¢in p=0,743). Yapilan ista-
tistiksel incelemeye gore ekzon 5 A683C polimorfizmi
icin AA (yabanil tip), AC (heterozigot) ve CC (mutant)
genotipleri i¢in TGK ve kontrol grubu arasinda istatis-
tiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,368)
(Tablo 2).
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I TARTISMA

Olgularin %50’sinde etken saptanamadigindan TGK
etiyolojik ve prognostik faktor belirlenmesinde en ye-
tersiz kalinan obstetrik sorunlardan biridir.>'¢ ister
sporadik isterse habituel olsun, beklenen bir bebegin
kaybi, cocuk sahibi olmak isteyen aileler i¢in olduk¢a
sikintilt ve liziicii bir durum olmakla birlikte klinik
arastirmalar sorunun nedenini ¢ok nadir ortaya koya-
bilmektedir.!” Son yillarda TGK’ye neden olabilecek
birgok hiicresel/genetik mekanizma {lizerinde arastir-
malar yogunlagmis olsa da diger etiyolojik nedenler
de dahil edildiginde olgularin yaridan fazlasinin ne-
deni hala agiklanabilmis degildir. Bu arastirmanin
amaci, klinik tiim olas1 TGK nedenleri dislandiktan
sonra hala nedeni agiklanamayan TGK olgularinda,
apoptotik mekanizmalarda uyarict olarak gorevli
TRAIL ligandimin baglandig1 DR-4 reseptoriinii kod-
layan gendeki polimorfizmlerin, TGK olgular1 iize-
rinde etkisinin olup olmadigini arastirmaktir.

Gebelik siirecindeki apoptoz; farkli organ ve do-
kularda nonfonksiyonel hiicrelerin yok edilmesi ve
yeni hiicrelerin olusturulmasi arasindaki denge icin
onemlidir. Bu dengenin her 2 yonden de bozulmasi,
gebelik kayiplarinin nedeni olabilir. Ancak TGK’de
apoptotik mekanizmalarin aydinlatilmasina yonelik
calismalara, literatiirde kisitli sayida rastlanmaktadir.
Apoptoz ile iliskili proinflamatuar bir sitokin olan
TNF siiper ailesi ligandlarinin ve reseptorlerinin,
insan plasentasinda ifade edildigi ve programlanmis
veya aktive edilmis hiicre 6liimiine katkida bulundugu
Phillips ve ark. tarafindan gosterilmistir.'® Keogh ve
ark., gebelik sirasinda uterin spiral arterlerinin yeniden
diizenlenmesinde endotelyal ve diiz kas hiicrelerinin
kaybinin altinda yatan mekanizmanin TRAIL tarafin-
dan tetiklenen apoptozis ile ilisikli oldugunu gosterdi-
ler."” Apoptoz ve TRAIL in gebelik siirecindeki etkileri
tanimlanmis olmakla birlikte TGK hastalarinda DR-4
gen polimorfizmlerinin etkilerinin arastirildigi ¢alisma
heniiz literatiirde bulunmamaktadir. TRAIL ve resep-
torleri apoptotik mekanizmalarda onemli islevlere
sahip oldugundan arastirmalar daha ¢ok kanser olgu-
lar1 izerinde yogunlagsmaktadir. Arastirmamiza konu
olan 3 DR-4 geni polimorfizminin, Hindu popiilasyo-
nunda safra kesesi kanseri gelisiminde risk faktorii ol-
dugu tanimlanmistir. Bu riskin, apoptozun azalmasi
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yoniinde etki olusturdugu arastirmacilar tarafindan be-
lirtilmektedir.”® Hepatoseliiler karsinoma hastalarinda
yapilan bir ¢alismada ise DR-4 C626G ve A683C po-
limorfizmlerinin kanser gelisimi i¢in 6nemli bir risk
faktorii oldugu saptandi.’! Akciger kanseri hastalarinda
DR-4 ekzon 3 G422A polimorfizmi hastalikla iligki-
lendirilirken, over kanserli hastalarda bu polimorfizm
ile hastalik arasinda herhangi bir iliski saptanmamus-
tir.>?* Meme, akciger, kolorektal ve kemik (osteosar-
kom) kanserleri ile ekzon 4 C626G polimorfizmi
arasinda iliski gosterilmigken, over kanseri ile bu po-
limorfizm arasinda bir iliski saptanmamigtir.?>2°
Ekzon 5 A683C polimorfizmi prostat kanseri ve
meme kanseri i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir.>*?’
Chen ve ark.nin metaanalizine gére DR-4 genine ait
C626G polimorfizminin ve A1322G G alleli ile
A683C C allelinin bir¢ok kanser tipi i¢in risk faktorii
oldugu tamimlanmistir. Bu c¢alismada, oOzellikle
C626G polimorfizmi i¢in heterozigot genotipin (CG
genotipi) kontrol gruplarinda hastalara gore dnemli
derecede yiiksek oldugu ve bunun azalmis kanser
riski ile iligkili olabilecegi istatistiksel olarak goste-
rilmistir.?® Literatiirde, her ne kadar ¢eliskili sonuglar
da olsa bir¢ok hastaligin etiyolojisinde DR-4 genin-
deki yapisal degisimlerin yer aldig1 goriilmektedir.
Ancak TGK hastalarinda DR-4 geni polimorfizmle-
rinin etkileri hala belirsizligini korumaktadir.

Arastirma sonuglarimiza gére TGK hastalarinda
kontrol grubuna gore apoptotik mekanizmada 6nemli
bir diizenleyici reseptdr gen olan DR-4’lin ekzon 3
G422A ve ekzon 5 A683C polimorfizmleri i¢in ista-
tistiksel agidan anlaml iliski saptanmazken, DR-4
ekzon 4 C626G (rs20575) polimorfik (GG) genotipi-
nin istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek ol-
dugu saptandi. Elde edilen bu veri, 6zellikle kanser
olgularinda bozulmus apoptozla iliskilendirilen aras-
tirma sonuglari ile uyumludur. Yine ekzon 4 igin
kontrol grubumuzda saptanan heterozigot CG geno-
tip sikliginin yiiksek olusu Chen ve ark.nin metaana-
liz sonuglariyla uyumludur.?® Polimorfik varyasyon
saptadigimiz TGK hastalarinda, DR-4 reseptoriiniin
ekstraseliiler ligand baglanma bolgesini kodlayan
ekzon 4 polimorfizminin, reseptoriin liganda baglan-
masinda islev bozukluguna neden olabilecegini, boy-
lece anne adaylarinda apoptotik mekanizmanin,
beklenen normal fizyolojik islev/islevlerinin kaybr ile
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gebeligin kayb1 yoniinde katkida bulanabilecegini dii-
stinmekteyiz. Saptanan reseptdr polimorfizminin li-
gandin baglanma afinitesini artirmasi, apoptozun
fizyolojik diizeyden daha yiiksek oranda artmasina,
ligandin baglanma afinitesinin azalmasi ise apopto-
zun uyarilamamasi yoniinde etki ortaya koyabilir. Her
2 durumda da gebeligin normal bir sekilde devamini
olumsuz yonde etkileyerek, gebelik kayiplarina
neden olabilecek etkiye sahip olabilir. Bu nedenle
elde ettigimiz veriler, TGK etiyolojisinin belirlenme-
sine katki sunabilecegi gibi yeni tan1 ve tedavi yon-
temlerinin gelistirilmesine de katki saglayabilir.

Aragtirmamiza dahil edilen hasta ve kontrol grup-
larmin birey sayilarmm yeterligi, ¢alismanin etkinligi
acisindan “power analiz” ile istatistiksel olarak ¢alisma
oncesinde test edilmistir (data verilmemistir). Bununla
birlikte elde ettigimiz sonuglarin, daha biiyiik hasta ve
kontrol gruplarinda teyit edilmesi gerekir. Ayni za-
manda, polimorfizm durumunda etkilenmesi diisiinii-
len ileri yondeki apoptotik mekanizmalarin aras-
tirilmasi, DR-4 gen polimorfizmlerinin TGK etiyoloji-
sindeki yerinin belirlenmesine katkida bulunacaktir.

1 SONUC

DR-4 hiicrelerde apoptozun uyarilmasindan sorumlu
reseptordiir. TRAIL’in baglanmasi ile aktive edilir ve
hiicreler apoptoza girer. Embriyonik gelisim sirasinda
fetal hiicrelerdeki anormal apoptoz gebelik kay1p ne-
denleri arasindadir. Arastirmamizda, TGK hastalari-
nin DR-4 geninde polimorfizm/niikleotid degisimi
saptadik. Bu degisim, reseptdriin ligand baglanma
bolgesinde, apoptotik yolaklarda anormallige neden
olabilecek yapisal bir degisimdir. Saptanan niikleotid
degisiminin gebelik kayiplariyla iligkili olabilecegini
diisiinmekteyiz.
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