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OZET

e Amac: Yapilan calismalarda tekrarlayan gebelik
kayb1 olan kadinlarin immiinolojik ve inflamatuvar
proseslerindeki problemlerin gebelik kaybi tizerinde
etkili oldugu 6ne striilmistiir. Yine yapilan calisma-
larda, idiyopatik tekrarlayan diisiiklerin patogenezinde
proinflamatuar sitokinlerin yer aldigi gosterilmistir.
Interlokin-1 B (IL-1B), monositler, makrofajlar ve epiteliyal
hticreler tarafindan tretilen énemli bir proinflamatuar
sitokindir. Bu calismada IL-1p geninin 5.ekzonunun
polimorfizminin tekrarlayan gebelik kayiplariyla iliskisinin
olup olmadig arastirtlmistir.

e Materyal ve Metod: Bu calismaya, Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
AD'ye karyotip analizi ve genetik danisma icin bagvuran
20.gestasyonel haftadan ¢nce, 3 veya daha fazla spontan
dustik yapmis 98 hasta dahil edildi. Kontrol grubu ise
en az 2 canl dogumu olan, abortus dyktisti bulunmayan,
postmenopozal déonemdeki 90 kadindan olusturuldu.
Hasta ve kontrol gruplarindan elde edilen DNA 6rnek-
leri IL-1pB geninin 5.ekzonuna spesifik primerlerle ¢o-
galularak, Taq] restriksiyon enzimi ile kesilmis ve %3'lik

agaroz jel elektroforezinde bant uzunluklar deger-
lendirilmistir.

e Bulgular: 65 hastada homozigot yabanil tip genotip
(%66,3), 28 hastada heterozigot genotip (%28,6), 5
hastada homozigot mutant tip genotip (%5,1) sap-
tanmistir. 35 saghkl kontrolde yabanil tip genotip
(%38,9), 50 saghkli kontrolde heterozigot tip genotip
(%55,6), 5 saglikli kontrolde homozigot mutant tip
genotip (%5,5) saptanmustir.

e Sonuc: Calismamizin sonuclarma gore hasta ve kon-
trol gruplari IL-1p gen polimorfizminin alel ve genotip
frekanslar acisindan degerlendirildiginde kontrol
grubunda saptanan heterozigot ve mutant alel orani
hasta grubuna gore anlamli derecede (p<0,001) yuk-
sek bulunmustur. Elde ettigimiz verilere gore tekrarla-
yan gebelik kaybi etyolojisinde, IL-1p mutant allelinin
gebelik kaybu tizerine koruyucu bir etkisinin olabile-
cegini diistinmekteyiz.

e Anahtar Kelimeler: Spontan abortus, genetik
polimorfizm, interlokin-1 beta Nobel Med 2010; 6(1):
34-38
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EVALUATION OF IL-1[3 GENE POLYMORPHISM
IN THE PATIENTS WITH RECURRENT
PREGNANCY LOSS

ABSTRACT

e Objective: In the recent studies it is suggested that problems
in immunologic and inflammatory processes have an affect
on pregnancy losses in women suffering from recurrent
abortions. Pro-inflammatory cytokines were also reported
to play roles in the pathogenesis of the idiopathic recurrent
abortions. Interleukin 1 beta (IL-1B) which is generated by
monocytes, macrophages and epithelial cells, is an important
pro-inflammatory cytokine. In this study whether the
polymorphisms of exon 5 of IL-1B gene were related to
recurrent pregnancy losses was examined.

e Material and Method: Ninety-eight patients who
experienced 3 or more abortions before the 20th gestational
weeks and applied to the Medical Genetics Department of
Eskisehir Osmangazi University and were included in the
study. The control group was consisted of 90 women, in post-
menopausal period, who had at least two live births and no

abortions. DNA samples, obtained from the patients and the
control groups, were digested with Taql restriction enzyme
and amplified with specific primers for the fifth exon of IL-
1B gene. Polymerase Chain Reaction (PCR) products were
evaluated in 3% agarose gel electrophoresis according to
their lengths.

® Results: Sixty-five patients (66.3%) were homozygous
wild type, while 5 patients (5.1%) were homozygous mutant.
Twenty-eight patients (28.6%) were heterozygous for the
mutation. Wild type genotype was detected in 35 (38.9%)
of the healthy control while heterozygous genotype was
detected in 50 (55.6%). Five (5.5%) healthy controls were
homozygous mutant in the control group.

® Conclusion: According to our results, the heterozygous
and homozygous mutant allele frequencies of IL-1B gene in
the control group were significantly higher than the study
group (p<0.001). Our data suggests that IL-18 mutant allele
may have a protective effect on the pregnancy loss.

e Key Words: Spontaneous abortion, genetic polymorphism,
interleukin-1 beta. Nobel Med 2010; 6(1): 34-38

GiRiS

Tekrarlayan gebelik kayiplar1 (TGK), ardisik olarak ti¢
veya daha fazla gebeligin, 20. gestasyonel haftadan
once dusiik ile sonlanmast olarak tanimlanabilir.'™*
Fertil ciftlerin ~%5'i bu durumdan etkilenir.> TGK
etyolojisini aciklamak i¢in bircok neden 6ne stirtl-
mustir. Bunlar; genetik, anatomik, endokrinolojik
faktorler, plasental anomaliler, enfeksiyon, sigara ve
alkol titketimi, degisik cevresel faktorler (iyonize
radyasyon, kimyasal ajan maruziyeti) ve stres olarak
stralanabilir.*'* Bu gruba ilaveten immiinolojik faktorler
de, 6zellikle otoimmiin ve alloimmiin faktsrler, TGK
icerisinde énemli bir rol oynarlar."> '* Ancak TGK
olgularinin %50'sinde altta yatan gercek patofizyolojik
neden hala aciklanamamustir.'

Bu faktorlere ek olarak, TGK'da degisik kalitsal faktor-
ler 6nerilmis ve bunlarin bazilarini tanimlamak icin
degisik polimorfizm calismalari yapilmistir. Bunlarin
baslicalar, trombofilik polimorfizmlerdir (Faktsr V
Leiden, protrombin ve MTHFR polimorfizmleri)."
Yine yapilan bircok ¢alismada gebelik kaybi olan ka-
dinlarda immiinolojik ve inflamatuvar proseslerindeki
problemlerin de gebelik kaybu tizerinde etkili oldugu

one strtalmustar.'> >

Anne ve fetus arasindaki iliski, bir yandan fetal antijen
sunulmasi ve diger yandan maternal immiin sistem
tarafindan bu antijenlerin taninmasi ve reaksiyon

gosterilmesi ile belirlenen iki yonli bir etkilesimdir .'*

Hamileligin immiinolojik olarak taninmasi, gestasyonun
stirdtirtilmesi i¢cin énemlidir. Fetal antijenlerin yetersiz
taninmast ya da insan lékosit antijenlerinin (HLA) baba
ile artmis paylasimi anti-HLA antikorlarmin tiretimini
engelleyebilir.'

Bircok arastirmaci antipaternal sitotoksik antikorlarin
(APCA), antiidiopatik antikorlarin (Ab2) ve karma len-
fosit reaksiyon bloklayict antikorlarm (MLR-Bf) azalmis
ekspresyonunun TGK' kadinlarda dtstige sebep
olabilecegini bildirmistir.'® '" Fk olarak HLA-6
molekiillerinin ekspresyonu, sitotoksinlerin yardimeci
paterni T-1 (Th-1) ve naturel killer (NK) hticrelerinin
sitotoksisiteside TGK'li kadinlarda abortusu indiik-
leyebilir."’

Saghkh kadinlarda gortilen, T helper hticrelerindeki,
Th-1/Th-2 balans kaymasiyla proinflamatuvar sito-
kinlerin indirgenmesi, TGK'l kadinlarda goriilmez.*°
Bunun nedeninin TGK'l kadinlarda IL-1p, 1L-12,
TNF-a ve interferon-y gibi proinflamatuvar sitokinlerin
artmis serum diizeyi oldugu gosterilmistir.*" > ** TL-
1B, monositler, makrofajlar ve epiteliyal hiicreler
tarafindan tiretilen ¢nemli bir proinflamatuvar sito-
kindir. IL-1B sekresyonu, TNF-q, IFN-y, IL-2 ve IL-
12'nin tretimini iceren proinflamatuvar kaskada yol
acmaktadir. 1L-1p aktivitesi direk olarak kronik
otoimmiin hastaliklarin siddetini etkiler (érn:
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inflamatuvar kemik hastahig, multipl skleroz).**** IL-
1<' y1 kodlayan gen, kromozom 2q14.2'de 40 kb'lik
bir bolgede yer almaktadir.** Bu genin polimorfizminin
invitro olarak, artmis IL-1p proteini ile iliskili oldugu
bulunmustur.** 2

Bizim calismamizin amaci, TGK'l hastalarda IL-1p
geninin 5. ekzonun polimorfizm oraninin saglikl
kontrol grubu bireylerine gore karsilastirilmas: ve
istatistiki acidan aradaki farkin anlamli olup olmadi-
ginin incelenmesiydi. IL-1B geni, bu polimorfizmi
neticesinde, inflamatuvar ve immunolojik prosesleri
etkileyip, gebeligin devaminda énemli rol oynayan
faktorlerden biri haline gelmektedir.

MATERYAL ve METOD

Calismaya, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik AD'ye karyotip analizi ve gene-
tik danisma icin basvuran 20. gestasyonel haftadan
once, 3 veya daha fazla spontan diisiik yapmis 98
hasta, gontllit rza formu aciklanarak doldurulduk-
tan sonra dahil edildi. Rutin olarak bu hastalara esleriyle
beraber kromozom analizi yapildi. Kromozom ano-
malisi tespit edilen hastalar calismaya alinmadi. Ayrica
diger abortus etyolojileri de incelenerek, bu etyolojik
faktorlere sahip olmayan hastalar gruba dahil edildi.
Kontrol grubu ise en az 2 canli dogumu olan, abortus
oyktsti bulunmayan, postmenopozal dénemdeki 90
kadindan olusturuldu.

Molekiiler ¢calisma

Hasta ve kontrollere ait genomik DNA'lar periferik
kandan QIAmp DNA Blood Mini Kit kullanilarak izole
edildi. IL-1B geninin 5. ekzonu tizerindeki gen bolgesini
cogaltmak tizere, 5 pl 10X PCR Buffer (Sigma P-2192),
her bir ntikleotitten 0,2mM iceren 5 ul dNTP karisimi
(Promega), F: 5'- GTT GTC ATC AGA CTT TGA CC-

3've R: 5'- TTC AGT TCA TAT GGA CCA GA - 3!
primerlerinden 4'er pmol ile 0,3 ul Taq polimeraz
(Sigma D- 6677) enzimi iceren karisima 5 pl DNA
eklendi ve ddH2O ile 50 pl'ye tamamlandi. Ampli-
fikasyon icin bu reaksiyon karisimi 95°C' de 15 dk ilk

denattirasyonun ardindan, 94°C'de 1 dk, 59,5°C' de
1dk, 72°C" de 1 dk'dan olusan 35 déngii sonrasinda
72°C" de 10 dk son uzamaya tabi tutuldu. Elde edilen
249 be'lik PCR trtinlerinin 15'er pl'si, 7 pl bidistile
su, 0,5 pl Taq I enzimi (Q-BIO gene, Cat. ERTAQ100)
ve 2,5ul Digestion Buffer' dan olusan reaksiyon kari-
simina eklenerek 16 saat 37°C' de kesime birakildi.
Kesim sonrast olusan fragmentlerin ayrimui i¢in %2'lik
ultra pure agoroz jel hazirlandi. 25 pl'lik PCR trtinleri,
1,5 saat jel elektroforezine tabi tutuldu. Elekroforez
sonrasl, 135 ve 114 b¢'lik fragment elde edilen 6rnek-
lerin E1 allelini (yabanil allel), 249 b¢'lik fragment elde
edilenlerin E2 allelini (mutant allel) ve 135, 114, 249
be'lik fragment elde edilenlerin E1/E2 allelini tagidiklar
belirlendi (Sekil 1).

istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS 11,0 paket
programi kullanildi. Genotip dagilimlarinin hasta ve
kontrol gruplarinda karsilastirlmast icin Pearson x*
degerlerinden yararlamildi.

BULGULAR

Tekrarlayan gebelik kayb1 olan 98 hastada IL-1f
polimorfizmi i¢in ¢alisildi. Ayrica 90 saglikh kontrol de
ayni polimorfizm i¢in calismaya dahil edildi (Tablo 1).

Tekrarlayan gebelik kayipl hasta grubu ile kontrol
grubundan elde edilen genotip oranlar: ve allel frekanslar
Tablo 1'de gosterilmistir. Hasta ve kontrol grubu arasmda
E2 (mutant) alleli icin, allel frekansi sirayla %19,4 ve
%33,3, E1 (yabanil tip) alleli icin allel frekansi sirastyla
%80,6 ve %66,7 olarak saptandi. Iki grup arasinda allel
frekans: acisindan istatiksel olarak anlaml bir fark
bulundu. (p=0,002, p<0,01) (Tablo 1)

Hasta ve kontrol grubu arasinda E2/E2 genotipi i¢in,
genotip frekanslarini sirayla %5,1 ve %5,5, E1/E1 icin
%66,3 ve %38,9, E1/E2 icin %28,6 ve %55,5 olarak
saptandi (Tablo 1). Yine iki grup arasindan genotip
frekanslar1 acisindan da istatistiksel olarak anlaml bir
fark bulundu (p=0,00, p<0,001).

TARTISMA

Gebelik sirasinda maternal immiin sistem paternal
kokenli fetal ve plasental antijenlere karsi bir savunma
direnci gosterir. Ancak fetusun kaybim 6nlemek amaciyla
fizyolojik olarak maternal immtin cevap baskilanir. Th-
2 tip imminitenin basaril bir gebelik esnasinda etkili
olduguna inanilirken, trofoblastlara karst gelisen Th-1
tip immiinite TGK ile iliskilendirilmistir."> *" **
Murine ¢alismalar gostermistir ki, Th-1 tip imminiteyle
iligkili sitokinler olan IL-1, IL-2, TNF-a ve IFN-y nin
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artmis aktivitesi basarili bir gebelikle bagdasmaz. Bu
deneysel calismalarda IL-1p' y1 da iceren artmus sitokin
duizeyleri ile TGK olgularinin dogrudan iliskili oldugu
gosterilmistir.">*®

TGK'nin genetik alt yapist incelenirken, etnik varyas-
yon ve toplumdaki genetik heterojenite de goz éntine
alimmalidir. Bu nedenle kozmopolit merkezlerde yapilan
calismalarin bir ¢cogunda calismanin giivenilirligi icin
bu konuya dikkat edilmistir.

Tartisilan konulardan biri de saglikh kontrol grubunun
belirlenmesidir. Baz1 calismalarda, TGK olan kadinlar,
yas uyumlu kontrol gruplariyla karsilastirilirken, bu
yontemin gelecekte yasanabilecek diistikleri dislaya-
mamasl nedeniyle bizim ¢alismamiz ve daha bir¢ok
calismada menopoza girmis, diistigti olmayan saglhkl
kadinlardan kontrol grubu olusturulmustur. Gozden
kacirilmamast gereken ¢énemli bir konu da TGK'nin
tammudir. Ge¢misteki bircok calismada bizim calis-
mamizda yaptigimiz gibi TGK, 20 haftadan 6nce 3 veya
daha fazla diisiik olarak tanmimlanirken, baz1 calisma-
larda farkli olarak tanmimlanmistir. Erken gebelik
kayiplarinin etyolojilerinin ikinci trimestirda gortlen
gebelik kayiplarindan farkl olabilecegi de gz éntinde
tutulmast gereken bir diger onemli durumdur. Calis-
malarin sonunda, IL-1f geninin 5. ekzonun polimor-
fizminin, inflamatuvar ve immunolojik prosesleri etkile-
yip, gebeligin devaminda énemli rol oynayan faktor-
lerden biri oldugu 6ne stirtlmustiir. Bununla ilgili ¢a-
hismalarda 6zellikle TGK'li bayanlarm IL-1p reseptor
antagonist geninin polimorfik allelini, saglkli, hi¢ du-
stigti olmayan bayanlara gore daha ytiksek siklikla tasi-
dign gosterilmistir.” Yine yapilan bir calismada von Wolff
ve arkadaslari, TGK' li kadinlarda, orta sekretuvar faz
stiresince endometriumda IL-1f ve IL-6 geni mRNA'smm
anormal ekspresyonunu gostermislerdir.*® Bu konuda
yapilan bir diger calismada da Reid ve arkadaslar1 IL-1j3
geninin promoter bolgesindeki bir polimorfizmi aras-
tirmiglar ve mutant alleli tasiyan hastalarla sagliklh
kontroller arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
saptayamamuslardir."?

SONUC
Biz calismamizda, TGK'1 98 hastada ve 90 saghkli

kontrolde, IL-1B geninin 5. ekzonun polimorfizm
oraninl inceleyerek, iki grup arasinda istatistiki acidan

Tablo 1: Hasta ve kontrol grubu arasindaki IL-1/ ekzon  palimorfizminin genotip ve allel frekanslar

Kontrol
(n=90)

Hasta

Genotip (n=38)

p degeri x” degeri

OR
(%95 GA)

E1/E1
E1/E2
E2/E2

65 (%666.3)
28 (%28,6)
5 (%b.1)

35 (%38.9) 000
50 (%55.5)
5 (%b.5)

1419

309(1,7-56)

Kontrol
(n=180)

Alel (['::15;%] pdegeri | 2 degeri

OR
(%95 GA)

E1 158 (%60,6)
E2 38 (%19.4)

120 (%8667
60 (%33.3)

0,002 9469

208(13-33)

aradaki farkin anlamh olup olmadigini degerlendirdik.
Yaptigimiz calismanin sonuclarina gore IL-1p gen
polimorfizminin allel ve genotip frekanslar ac¢isindan,
hasta ve kontrol grubu arasindaki farkin istatistiki
acidan anlamli oldugu bulunmustur. Ama bu farkin
kontrol grubu bireylerinde polimorfik allel stkliginin
(%33,3), tekrarlayan gebelik kayb1 olan hasta grubu-
muza gore (%19,4) anlaml yiitksekligi seklindedir. Bu
sonuclar literatiirdeki diger calismalardan farklilik
gostermektedir. Bu allel frekanslar arasindaki farkin,
calismalarin farkh irklar arasinda yapilmasindan kay-
naklandigini diistinmekteyiz. Bizim Turk populas-
yonundan sectigimiz kontrol grubumuzun polimorfik
allel frekansinin yine ayni populasyondan secilmis
hasta grubumuza gore yitksek gelmesi, polimorfizmin
gebelik kaybina karst koruyucu bir etkisi olabilecegini
duistindtirmistir.

Bu etkinin daha iyi anlasilabilmesi icin ¢zellikle etnik
benzerlik gosteren ¢alisma ve kontrol gruplarnyla plan-
lanacak genis kapsaml calismalar planlanmalidir.
Planlanacak bu calismalarin aydinlatict olmas agisin-
dan, kontrol gruplarinin se¢iminin ve TGK kriterleri-
nin standardizasyonu da buyiik énem tasimaktadir.
Literatiirden farkh olarak elde ettigimiz sonuclara gore
IL-1B polimorfizminin bu koruyucu etkisinin, im-
miniteyle iliskisini daha ayrintili ¢oztimleyebilmek
icin ozellikle doku spesifik ekspresyon calismalarinin
planlanmasinin uygun olacagini dustinmekteyiz.

Sonug olarak IL-1f polimorfizminin koruyucu etkisini
tek bir calisma ile degerlendirmek mumkiin degildir.
Bu konuyla ilgili cok merkezli, multidisipliner ve ytik-
sek say1li hasta serileriyle organize calismalarin plan-
lanmasi gerekliligine inaniyoruz.

i ‘ ILETiSiM iCiN: Dog. Dr. M. Hamza Miislimanoglu Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakilltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Meselik/ESKISEHIR mhm@ogu.edu.tr
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