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1. OZET

Yenidogan donemindeki bakim olanaklarinin iyilesmesi ile preterm yeni
doganlarin prognozunda 6nemli gelismeler olmasina ragmen, preterm dogum,
perinatal mortalite ve morbiditeyi etkileyen énemli bir faktordir. Multifaktoryel
dogasi nedeni ile preterm dogum patogenezinde rol oynayan mekanizmalar
halen aydinlatilamamigtir. Gebeligin mekanizmasi tam olarak agiklanamamisg
olmakla beraber tum veriler anne ile fotus arasindaki matriks
metabolizmasinda rol oynayan pro ve anti-inflamatuar sitokinlerin ve
reseptorlerinin  dnemine dikkat c¢ekmektedir. Proinflamatuar sitokin ailesi
dyelerinden TNF-a ve IL-1'in islevini g6z 6nlne alarak g¢alismamizda 100
preterm ve 101 term yenidogan ve annesinden genomik DNA drnekleri elde
edilmistir. PZR-RFLP analizi ile TNF-a (-238 G/A, -308 G/A), IL1-a (4845 G/T)
ve IL-1B8 (-511 C/T) genotiplemesi gergeklestiriimistir. TNF-a -238 G/A
genotiplememizde calisma populasyonumuzda -238 AA  genotipi
saptanmamistir. Bulgularimizda termde dogan bebeklerde -238 GA genotipi
preterm bebeklere gore anlamli derecede yuksek bulunmustur (p<0.05). Ek
olarak maternal-fetal TNF-a -238 GA genotipi term olasiligini da arttirmaktadir
(p<0.05). TNF-a -308 GA ve AA genotipi term dogum yapan anne ve
bebeklerde preterm grubuna gore anlamh derecede yuksek bulunmustur
(sirasiyla p<0,05, p<0,001). Maternal-fetal genotip kombinasyonunun preterm
dogum ile iligkisi incelendiginde ise; maternal-fetal TNF-a -308 GA
heterozigotlugunun term dodum olasiligini arttirirken; heterozigot annenin
bebeginin GG genotipine sahip olmasi preterm dogum olasiligini arttirmaktadir
(p<0.01). T allel sikhgr preterm dogum yapan anne ve bebeklerde daha
yuksektir (p<0.001). Maternal IL1-a 4845 GG ve GT genotiplerinin term
doguma yatkinh@r arttirdigi goézlenirken, fetal 4845 TT genotipi, anne
genotipinden bagimsiz olarak preterm dogum olasihgini arttirmaktadir
(p<0.01). IL-1B -511 TT genotipi term bebeklerde preterm dogan bebeklere
g6re anlamli derecede yuksek bulunmustur. IL-1B -511 CT genotipinde ise;

preterme yatkinlik artarken, CC genotipi ile preterm arasinda anlaml bir iligki



kurulamamigtir. Annelerde de IL-1 -511 C/T polimorfizminin term veya
preterm dogum ile iligkilendirilememigtir. Maternal IL-13 -511 TT genotipi ile
fetal CT genotipi preterme yatkinhgi arttirirken, maternal -511 CT veya -511
TT genotipi ile fotal TT genotipleri eslestiginde term dogum olasihigi
artmaktadir (p<0.01). Proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin gen
polimorfizmlerinin ~ preterm  doguma  yatkinlik  belirteci ve  risk
tabakalandiriimasinda kesin rolinin tanimlanabilmesi igin daha genis

kapsamli ¢calismalar gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: TNF-a (-238 G/A), TNF-a (-308 G/A), IL1-a (4845 G/T),
IL-18 (-511 C/T), preterm dogum



2. SUMMARY

Despite the significant improvements in the prognosis of premature neonates
the preterm birth (PTB) is still one of the most common cause of perinatal
morbidity and mortality. Due to its multifactoral nature the pathogenic
mechanism still needs to be elucidated. Although parturition involves a complex
and poorly understood molecular and biological interplay between the mother
and fetus the evident molecular data strogly improves the importance of the
pro- and anti-inflammatory cytokines and their receptor polymorphisms those
linked to matrix metabolism. In view of the location and proposed biologic effect
of TNF-a and IL-1, it would be prudent to further evaluate the association
between maternal — fetal proinflammatory cytokine genotypes and PTB. The
isolated genomic DNA from maternal and cord blood samples of 100 preterm
and 101 term labors were used as a template. Restriction fragment size
analyses were performed by examining digested PCR products for TNF-a (-238
G/A, -308 G/A), IL-1a (4845 G/T) and IL-1B (-511 C/T) genotypes. The results
of our study revealed that; TNF-a -238 GA genotype in term neonates was
significantly higher than the premature neonates (p<0.05). Both maternal and
fetal -238 heterozygosity was associated with term labor (p<0.05). TNF -308
GA and AA genotypes were associated with term labor (mothers and neonates
respectiveley p<0,05, p<0,001) and the incidence of term labor was significantly
increased in TNF-a -308 GA genotype. However when the -308 GA carrier has
a fetus with GG genotype the incidance of preterm labor increases (p<0.01)
4845 T allele was significantly higher in preterm mothers and neonates
(respectively p<0,001, p<0,001). The effect of maternal—-fetal genotype for the
pregnancy outcome revals that maternal 4845 GG ve GT genotypes increase
term labor incidance, while fetal 4845 TT genotype was a significant and
independent risk factor for preterm birth (p<0.01). The IL-13 -511 TT genotype
was significantly high in preterm neonates. The preterm labor risk was
significantly increased in maternal -511 TT and fetal CT genotypes, while
maternal -511 CT or TT genotypes have a -511 TT fetus, the insidance of



term pregnancy outcome increases (p<0.01). Further research is needed to
explore the usefullness of cytokine gene polymorphisms as markers of disease
susceptibility (and for risk stratification) and to define their precise role in the
pathogenesis of PTB.

Key words: TNF-a (-238 G/A), TNF-a (-308 G/A), IL-1a (4845 G/T), IL-18 (-511
CI/T), preterm birth

Vi



ICINDEKILER

7.8.1. Mikrosatellit markerlar

vii

. OZET i

. SUMMARY Y,

. KISALTMALAR VE SIMGELER iX

. SEKILLER Xiii

. TABLOLAR Xiv

. GIRIS ve AMAC 1

. GENEL BILGILER 3
7.1. Gebelik 3
7.2. Preterm Dogum 3
7.3. Preterm Dogum Riskini Arttiran Faktorler 4
7.4. Dogum Eyleminin Molekuler Mekanzimasi 7
7.4.1. Hicresel Regulasyon 7
7.4.2. Molekuler Regulasyon 9
7.4.3.Hormonal Regulasyon 10
7.4.3.1. Oksitosin 10
7.4.3.2. Ostrojen-Progesteron 11
7.4.3.3. Adrenokortikotrop hormon (ACTH) 12
7.4.3.4. Relaksin 12
7.4.3.5. Endotelin-1 12
7.4.3.6. Prostaglandinler (PG) 13
7.5. Sitokinler 15
7.6. Sitokinlerin Fonksiyonlari 16
7.7. Tumor Nekroze Edici Faktor (TNF) 17
7.8.TNF-a Gen Polimorfizmleri 19

=
O



7.8.2. TNF-a genindeki tekli ntkleotit polimorfizmleri
7.9. interldkin-1 (IL-1) Gen Ailesi

7.9.1. interldkin-1a (IL-1a)

7.9.2. interldkin-1B (IL-1B)

7.10. Preterm Dogum ve Sitokinler

8. GEREC VE YONTEM

8.1. Geregler
8.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler
8.1.2. Tampon ve ¢Ozeltiler
8.1.3. Kullanilan alet ve cihazlar

8.2. YOntemler
8.2.1. Genomik DNA izolasyonu
8.2.2. Sitokin genotiplemesi
8.2.3. Istatistiksel analiz

9. BULGULAR
10. TARTISMA
11. SONUC

12. KAYNAKLAR

viii

20
21
25
26
26

29
29
29
29
31
32
33
34
42

43
56
64
66
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6. GIRIS ve AMAG

Preterm eylem gebelerin son adetinin ilk guntnden itibaren 20-37.
haftalar arasinda baslayan dogum eylemine, prematire dogum ise dogum
kilosundan bagimsiz bu haftalar icinde olan dogumlara denir. insidansi
populasyonlara gore degismekle beraber tum dogumlarin  %6-10'unu
olusturmaktadir. Anne agisindan herhangi bir risk olusturmamasina ragmen,
preterm dogumlar 6limcil dodumsal malformasyonlar disinda yeni dogan
olimlerinin %75-90’'nindan sorumlu olup; neonatal morbidite ve mortalitenin en

onemli nedenlerindendir (14, 45, 70).

Preterm dogum patogenezi ile ilgili bilgilerin ¢cok az olmasina ragmen,
birgok risk faktori bulunmaktadir. Perinatal ve neonatal 6limleri engellemenin
yanisira prematuriteye baglh gelisebilecek morbiditeyi onlemek amaciyla da
erken dogumlarin engellenmesi fetal —maternal tibbin dnde gelen hedefidir (71).

inflamatuar aktivitedeki artis dogumu stimule ederek preterm dogum
insidansini arttirabilmektedir. Sitokinler bu olayda rol alan mediatorlerdir.
Uterusta prostaglandin ve arasidonik asit sentezinin artisindan sorumlu olan
sitokinler ayni zamanda da kemotaktik etki nedeni ile proteaz sentezini
tetikleyerek fetal membranlarin yirtiimasi ve servikal olgunlasmaya bagli olarak
dogumu baglatabilir. Bu bulgulara inflamatuar yanittaki varyasyonlarin preterm
dogum etyolojisindeki 6nemine isaret etmektedir (65).

Proinflamatuar mediatorler endotelden Tumor Nekroze Edici Faktor-a
(TNF-a) veinterlokin -1(IL-1) etkisi ile salinarak vazodilatdr (trombosit aktive

edici faktor, prostaglandin) veya vazokonstriktor etki yaparlar. TNF-a



proinflamatuar sitokinlerin yani sira antiinflamatuar sitokinler (IL-4, IL-10, IL-13,
Transforme Edici Buyume Faktoru-8 (TGF-B)) aynca dogal sitokin inhibitorleri

olan interlékin-1 Reseptdr Antagonisti (IL-1Ra) retimini de tetikler (17).

Monositler tarafindan sentezlenen TNF-a’nin duzeyi bireyler arasinda
oldukga onemli farkliliklar gostermektedir. S6z konusu bu farkhliga 6p21.3'de
lokalize olan TNF-a genindeki mikrosatellit ve tekli tikleotid polim orfizmlerinin
neden oldugu dusunulmektedir. Genin promotdr bolgesinde lokalize olan -308
G/A ve -238 G/A polimorfizmleri transkripsiyonel dizeyde etki gostermeleri

nedeni ile TNF-a ekspresyonununda dnemli rol oynar (89).

Bakteriyel drtinlere (endotoksin) cevap olarak aktive olan makrofajlar
tarafindan yapilan IL-1 amnion, decidua ve myometriumda prostaglandin
yapimini uyarmaktadir. Myometriyal hucrelerde ve amnion hucrelerinde 6zel

baglanma yerlerinde eksprese oldugu gdsterilmisitir (18, 20).

insanlarda IL-1 sitokin gen ailesi 2. kromozomun uzun kolunda lokalizedir
ve 3 gen kodlar. Bunlar IL-1a, IL-13 ve IL-1RA’dir. IL-1a geninde -889 C/T ve
4845 C/T varyantlari tanimlanmistir. IL-1’da 3 SNP tammlanmistir. 2 tanesi
promotdr bolgede (-511 C/T ve -31 C/T) ve digeri (3954 C/T) kodlayici
bolgededir. Bu degisimler IL-1'in gesitli uyarana kargi yanitinda ekspresyon
seviyesini etkilemesi nedeniyle ve cgesitli immun ve kronik inflammatuar

hastaliklarla iligkilendirilmistir (21).

Bu galismada amacimiz maternal-fetal TNF-a (-238 G/A, -308 G/A), IL-
1a (4845 G/T) ve IL-1B (-511 C/T) genotiplerinin preterm dogumlarla iligkisinin

arastiriimasidir.



7. GENEL BILGILER

7.1. Gebelik

Gebelik; fotus tarafindan eksprese edilen paternal (babaya ait)
antijenlere karsi maternal (anneye ait) immun sistemin toleransi ile karakterize
fizyolojik bir slrectir. Normal gebelik suresince semiallojenik (yari yariya
kendinden olan) embriyo maternal immun sistemin saldirilarindan kagabilecek
stratejiler gergeklestirir ve organize olurken, annenin dig etkenlere kargi verdigi
immuan yaniti etkilemez. Maternal tolerans olarak adlandirilan bu durum agirlikli
olarak plasenta ve burada yer alan trofoblast hiicrelerinden kaynaklanmaktadir
(12).

Maternal-fotal bagisiklik sistemini birbirinden ayiran segcici bir bariyer
olarak islev yapan plasenta; bazi antikorlarin anneden fétusa gegmesine izin
verirken, enfeksiyon gibi zararli ajanlara karsi koruyucu bir engeldir. Fétusun
devamlihgini saglayabilmek icin hem fotal immunitenin taninmasi, hem de
maternal immunitenin baskilanmasi gereklidir. S6z konusu bu baskilanmada
hem fétal ve hem de maternal faktdrlerin rolti oldukgca dnemlidir. Bu baskilanma
surecinde olusan degisiklige bagh olarak gestasyonel slre¢ etkilenerek

“preterm” dogumlari tetikleyebilmektedir (53, 68, 82).

7.2. Preterm Dogum

Preterm eylem gebelerin son adetinin ilk gunidnden itibaren 20-37.
haftalar arasinda baslayan dogum eylemine, prematire dogum ise dogum

kilosundan bagimsiz bu haftalar iginde olan dogumlara denir. Iinsidansi



populasyonlara gore degismekle beraber tum dogumlarin  %6-10'unu
olusturmaktadir (14, 45, 70).

Preterm dogum anne acisindan herhangi bir risk olusturmamasina
ragmen, olimcil dogumsal malformasyonlar disinda yeni dogan o6limlerinin
%75-90’nindan sorumlu olup; neonatal morbidite ve mortalitenin en 6nemli
nedenlerindendir. Yasayan yeni doganlarda ise respiratuar distres sendromu ,
intraventiktler kanama, bronko pulmoner displazi, nekrozitan enterokolit, patent
duktus arteriozus, hiperbiluribinemi, retinopati ve neonatal sepsis gorilen

baslica problemler olup; organlarin immaturitesinden kaynaklanmaktadir (71).

Preterm dogumlar spontan ya da endikasyonlu (iyatrojenik) olabilir.
Spontan preterm dogumlarin, %40-45’i membranlar agilmadan preterm dogum
eylemi veya %25-30'i preterm membran ruptird seklinde gergeklesir (3).
Maternal veya fetal komplikasyonlar nedeniyle gerceklesen endikasyonlu
preterm dogum orani ise %30-35 olarak bildiriimektedir (3).

7.3. Preterm Dogum Riskini Arttiran Faktorler

Uzun yillar siren g¢abalara karsin insanlarda dogum eylemini baglatan
faktorler tam olarak anlasilamamistir. Preterm eylemin risk faktorleri Tablo
7.1'de gosterilmigtir. Gunumuzde, preterm eylemin birden fazla nedeni oldugu
ve birden fazla mekanizma ile basladigi kabul edilmektedir (30).



Tablo 7.1. Preterm eylemin risk faktorleri

Major Risk Faktorleri Minor Risk Faktorleri

» Cogul gebelik » Atesli hastaliklar

» Dietilstilbestrole maruz kalma » 12. haftadan sonra kanama

» Polihidramniyos » Gegirilmis pyelonefrit dykusu

» Uterus anomalisi » Birden fazla 2. trimesterde
. . kayip

» 32. haftada servikal dilatasyon

>l cm » Sigara 10 tane/gun
> ikiden fazla 2. trimesterde kayip > Ikiden fazla 1. trimesterde
kayip

> Onceden preterm dogum olmasi

» Termde dogum fakat preterm
eylem oykusi

» Gebelik sirasinda abdominal
cerrahi

» 32. haftada serviksin <l cm
kisalmasi

» Kokain kullanimi

» Uterusta irritabilite

Preterm eylemin maternal ve obstetrik nedenleri de Tablo 7.2'de
gosterilmigtir. EGitim duzeyi, aylik gelir goz 6nune alinarak yapilan ¢alismalarda,
erken dogum ile dusuk sosyoekonomik duzey arasinda siki bir iligki oldugu
belirlenmistir (30).



Tablo 7.2. Preterm eylemin maternal ve obstetrik nedenleri

YV ¥V ¥V VvV V¥V VYV V¥V VY V V VYV V

Maternal nedenler
Genitouriner enfeksiyonlar
Hipertansiyon

Kalp hastaligi

Bobrek hastaligi
Enfeksiyonlar

Siddetli anemi

Hipertiroidi

Hepatit

Yanik veya travma
Cerrahi girigsimler
Malnutrisyon veya obezite

Sigara-alkol igimi

vV V V V

A\

Obstetrik nedenler
Sik dogum

Onceki gebeliklerde preterm
dogum

Onceki gebeliklerde abortus
anamnezi

Gebelikte yetersiz veya asiri
kilo alimi

Asemptomatik intrauterin

enfeksiyonlar

Membranlarin riptire olmasi
Plasenta patolojileri
Konjenital fetal anomaliler

Polihidramnios
oligohidramnios

veya

Multifetal gebelik
Servikal patolojiler

Uterin anomaliler




7.4. Dogum Eyleminin Molekuler Mekanizmasi

Dogum eyleminin baglamasinda hlcresel, molekller ve hormonal
olaylarin bileskesi sonucu duzenlenen myometrial kontraktiliteden kaynaklanan

uterus kasilmalari dnemli rol oynamaktadir (8).

7.4.1. Hicresel Regllasyon

Gap Junction (GJ), iki hicre arasinda silindir seklinde bir kanal olup,
ana yapisini konneksin adi verilen proteinler olusturur. Madde ve elektrolitler
hicre disina gikmadan diger hucrelere gegebilirler. Bu yapilarin bulunmasi, iki
hicre arasindaki membran direncinin azalmasini ve arasindaki baglantinin

rahat yapilabilmesini saglar (9) (Sekil 1).



A B

Presinaptik
sitaplazma

Sitoplazma

Puostsinaptik
sitoplazma Par kampleksi

Marmal
ekstraselller
bogluk

Transmembran

Ekstraseliller
matriks

Ekstraseliiler
matriks

Sitoplazma

Sekil 7.1. A) GJ kanallari. Her bir hemikanal konneksin adi verilen 6
protein alt unitesinden olugur. B) Konneksinin topolojik modeli. Silindirler (M1-

M4) transmembran domaini (81).

Uterusu olusturan myometrial hicreler arasinda nadir gorulen GJ sayisi
ve boyutlari gebeligin ilerlemesi ile artmaya baslar. Term ve preterm eylem
esnasinda GJ'larin myometriumda arttigi saptanmigstir (31). GJ, uterusun tek bir
motor Unite seklinde davranarak fotus ve plasentanin dogum kanalindan
atilmasini saglar. Terme yakin gorulen ve Braxton Hicks kontraksiyonlari olarak
adlandirilan  kontraksiyonlarin GJ olusumu tamamlanan alanlardan
kaynaklandidi bildirilmistir. Yapilan in-vitro calismalarda, uterus orneklerinde
ostrojen/progesteron oranindaki artigla ve ortama prostoglandinlerin eklenmesi
ile GJ olusumunun arttigi gosterilmigtir. Ayni ¢alismada prostoglandin sentez
inhibitorlerinin dokuya eklenmesi ile GJ olusumunun durdugu gosterilmigtir (60).

GJ'larinin olugsmasi, permeabilitesinin degismesi, GJ'larin yikilmasi gibi kontrol



mekanizmalari ile myometriumun gebelik boyunca gevsek kalmasi veya dogum

eyleminde kasilmasi saglanmaktadir (8).

7.4.2. Molekuler Regilasyon

Hiicre ici kalsiyum (Ca*?) diiz ve cizgili kasta kontraktiliteyi diizenler. Diiz
kasta kalsiyum konsantrasyonu; hicre membrani, sarkoplazmik retikulum ve
mitokondri tarafindan duzenlenir. Kalsiyum hucre igine voltaj veya reseptore
bagli kanallar yolu ile girer. Hucre icinde ise sarkoplazmik retikulumdan salinir.

Hicre icinde Ca*®

un artigi ile kalsiyum-kalmodulin kompleksi olusur ve bu
kompleks myozin hafif zincir kinaz (MHZK) enzimine baglanarak enzimi aktive
eder. Fosforlanan myozin aktin ile birlegserek aktomyozin kompleksini olusturur.
Aktin, myozinin ATPaz aktivitesini agiga ¢ikararak kasta kontraksiyon meydana
getirir. Defosforile olmus myozin ise aktin tarafindan taninmayacagindan aktin-

myozin bagi kopar, kas gevser (62).

Bazi hormon ve ilaclar, myometriumdaki molekiler yapiya etki ile kasta
kasilma ve gevsemeye neden olmaktadirlar. Ornegin: Oksitosin, hiicre zarinda
"Ca*’-Mg*%-ATP'az enzimi'ni inhibe ederek hiicre ici Ca+*u arttirmaktadir.
Relaksin ise hucre ici cAMP'i aktive ederek hafif zincir kinazi inhibe eder ve
hiicreici Ca*®u azaltir (62).



7.4.3.Hormonal Regilasyon

Gebeligin erken dénemlerinde olusan uzun suireli, disuk amplitudlu
kontraksiyonlar, aktif eylem bagladiginda kisa sureli ve yuksek amplitudiu
kontraksiyonlara donugur. Kontraksiyon tipindeki farklilagsma dogumun
baglamasindaki anahtar olay olarak kabul edilmektedir. Eylemde
kontraksiyonlarin baslamasi ve surdurilmesindeki hormonal faktdrler énemli rol

oynar (62).

7.4.3.1. Oksitosin

Oksitosin, ostrojenlerin etkisi ile desidua ve koryonda sentez edilir.
Oksitosin hiicre ici Ca*? konsantrasyonunu ve MHZK fosforilasyonunu arttirarak
kontraktiliteyi arttirir. Ayrica hiicre ici depolardan Ca*? salinimini baslatir ve
sarkoplazmik retikulumun Ca*? depolamasini inhibe eder. Bdylece aktin-myozin
iliskisini uzatarak kas kasilmasinin artirir. Hiicre membranindaki Ca*?-Mg**-

ATPaz enzimi hiicre membrani boyunca Ca*™

un geriye transportunu saglar.
Oksitosin bu enzimi inhibe eder ve kontraktiliteyi arttirir. Oksitosin, decidua ve
myometriumda prostaglandin sentezini uyarir. Oksitosin, decidual ve
myometriyal dokularda Prostaglandin E (PGE) ve Prostaglandin F (PGF)
yapimini arttirir. Serviksin agilmasi, oksitosinin deciduadaki prostaglandin

sentezini uyarmasina baghdir (8).

Endojen oksitosinin salgilanma zamani veya erken eylemin baglaticisi
olarak roli kesin tanimlanmamigstir. Oksitosin salgisinin pulsatil olmasi ve
hormon dizeyinin o6lgulmesinin  zorlugu, oksitosinin rolinin tam olarak

belirlenmesini guglestirmektedir (8).
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7.4.3.2. Ostrojen-Progesteron

Progesteronun preterm dogum riskini azaltabilecegi birgok caligmada

saptanmasina ragmen progesteronun etki mekanizmalari net bilinmemektedir

(8).

Progesteron gebe uterusu da dahil olmak Uzere bircok organda diz
kaslari gevsetir. GJ, hucreler arasi iletisim, doguma sebep olan koordineli
uterus kas aktivitesinin ilerlemesi igin dnemlidir. Progesteron hicreler arasi GJ
olusumunu o&nleyerek oksitosinin myometrium {zerindeki etkisini bloke eder
(57).

Ostrojenler eylemin baslatiimasinda dogrudan etkili olmamakla beraber
GJ proteinlerinin olusumu, oksitosin reseptdrlerinin artmasi, uterusun oksitosine

duyarlanmasi ve serviksin olgunlagsmasinda rol oynamaktadir (65).

Myometriyal hiicrelerde progesteronun azalan etkisi 6strojen etkisinin
dominant hale gelmesine sebep olur. Ostrojen GJ yapimina ek olarak
myometriyumda hem kendi hem de oksitosin reseptorlerinin sayisini artirir.
Artan lipaz aktivitesine bagli arasidonik asit salinimini ve prostaglandin
biyosentezini uyarir. Hiicre i¢i Ca*? baglanmasini ve myozinin fosforilasyonunu
artirirlar.  Ostrojen hipotalamus—hipofiz diizeyinde etki yaparak oksitosin

sentezinin artmasina ve dolagima oksitosin salinimina yol agar (65).
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7.4.3.3. Adrenokortikotrop hormon (ACTH)

Anoksi, fotluste stres olusturup ACTH ve katekolamin salgilanmasini

stimile ederek dogum agrilarini baglatmaktadir (8).

7.4.3.4. Relaksin

Primer olarak korpus luteumda yapilan bununla birlikte myometriyum,
decidua ve plasenta tarafindan da sentezlenebilen ovaryan kaynakli bir
hormondur. Yap! olarak insulin ve insiline benzeyen buyume faktorlerine
benzer. Birinci trimesterde relaksin duzeyleri ¢cok yuksektir. Daha sonra tum
gebelik boyunca maternal serumda saptanabilir boyutlarda kalmaktadir.
Dogumdan sonra suratle azalmaktadir. Relaksin 6zellikle ilk trimesterde uterin
aktiviteyi bloke etmede ve gebelik boyunca myometriyumun sessiz kalmasini
saglamada progesteron ile sinerjik gorev yapmaktadir. Ayrica oksitosin

salinimini da baskilar (8).

7.4.3.5. Endotelin-1

Gebeligin uyardigi hipertansiyon etyolojisinde rol oynayan kuvvetli
vazokonstriuksiyon yapan maddelerdir. Kuvvetli bir uterotonin olan endotelin-1
gebe olmayan uterustan alinan myometriyum bantlarinda kuvvetli kasiima
yapar. Bu etki hiicre ici depolardan Ca*? salinmasi ya da hiicre igerisine Ca*?

girisini hizlandirarak olmaktadir (8).
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7.4.3.6. Prostaglandinler (PG)

Prostaglandinler insan fotal membranlarinda (amnion ve koryon) ve
deciduada sentezlenir. Servikal yumusama, membranlarin yapisinda degisiklik
ve myometrium kasilmasinda etkilidir. Myometrial kontraksiyonlar oncesinde
amnion sivisinda prostaglandinler artar ve dogumda ise koryon ve amnion

sivisinda prostaglandin sentaz (PGHS) aktivitesi artar (35).

Prostaglandinler hiicre icindeki Ca* miktarini arttirarak myozin hafif
zincir kinaz enzimini aktive eder ve uterusta duz kas kasilmasini indukler.
Ayrica kollejenazlarin, proteazlarin ve GJ miktarini arttirir. Sonug olarak serviks
olgunlasmasi ve membranin ruptlranu sagdlar, uterus kontraksiyonlarini arttirir.

Prostaglandin inhibitorleri preterm dogumu Onler ve gebeligi uzatir (8, 35).

Lokal olarak progesteronun azalmasi, &strojen/progesteron oraninin
degismesi, fiziksel ve kimyasal stresler gibi nedenlerden dolayi lizozomlardan
enzim salinimi olur ve prostaglandin sentezi artar. Ayrica serviksin gerilmesi,
ostrojenler ve oksitosin de prostaglandin sentezini uyarmaktadir. Bazi sitokinler
prostaglandin yapimini attirarak, kontraktiliteyi saglarlar. Servikal olgunlagsma ve
membran rapturind olusturarak dogum eyleminin baslamasinda etkilidirler (8).

Bu sitokinler;

a) interldkin-1 (IL-1): Bakteriyel Uriinlere (endotoksin) cevap olarak aktive olan
makrofajlar tarafindan yapilan bir sitokindir. IL-1 amnion, desidua ve
myometriumda prostaglandin yapimini uyarmaktadir. Myometriyal hiicrelerde ve

amnion hucrelerinde 6zel baglanma yerleri gosterilmistir (71).
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b) Tumor Nekroze Edici Faktdr (TNF): Aktive olmus makrofajlar tarafindan
salgilanir ve IL-1 ile ayni Ozelliklere sahiptir. TNF, bakteriyel Urlnlere cevap
olarak insan desiduasi tarafindan sentez edilebilir. Normal gebelerin amnion
sivilarinda olmamasina karsin, intraamniotik enfeksiyonu olan ya da dogum
eylemi erken baglamis olan gebelerin amnion sivilarinda bulunur. Gebe
hayvanlara sistemik ya da intrauterin olarak TNF uygulandidinda dogum
eylemini baslatir. insan amnion, decidua ve koryon dokusunda prostaglandin

sentezinin baslamasindan sorumludur (71).

c) interlékin-6 (IL-6): Enfeksiyon ve doku hasarina cevap olarak salgilanan
onemli bir mediatordir. Fibroblastlar, makrofajlar, endotel hicreleri,
keratinositler, endometriyal stromal hucreler tarafindan salgilanabilirler.
Ozellikle 1L-1, TNF ve interferonlar IL-6 salgilanmasini uyarirlar. Amnion
sivisinda termde fazla miktarlarda bulunurlar (71). TNF-2 alleline sahip olan

gebelerde bakteriyel vajinozis ve preterm insidansinin arttigi gésterilmistir (58).

Goepfert ve arkadaslarinin vyaptiklari c¢alismada, termde dodum
yapanlara gore 35. haftadan dnce preterm dogum yapan hastalarin, 24. gebelik
haftasinda servikal IL-6 duzeyi anlamli olarak yuksek bulunmustur. Bakteriyel
vajinosis ile birlikte artmis IL-6 dizeylerinin anlamli olmadigi bildirilmistir (35).

Paternoster ve arkadaglarinin yaptiklari galismada ise, preterm dogum
yapan gebelerin 24. gebelik haftasinda servikal IL-6 ve serum ferritin duzeyleri

yuksek bulunmustur (11,66).

d)interlékin-8 (IL-8): Nétrofiller ve T hiicreleri izerine kemotaktik etkili olan ve

onlari aktive eden bir sitokindir. Enfeksiyon olsun ya da olmasin hem term hem

14



de preterm dogumlarda amnion sivisinda yuksek konsantrasyonda bulunur.
Progesteron koryodesidual explantlardan IL-8 yapimini inhibe eder.
Antiprogestinler ise IL-8 yapimini stimule eder. Serviksin olgunlagsmasi Uzerine
etkilidir (8,38).

e)Koloni Stimulan Faktoér (CSF): Pretem eylem ve intraamniotik
enfeksiyonlarda amnion sivisinda yuksek duzeylerde bulunur. Muhtemel
gorevlerinden biri desidual makrofajlarin proliferasyonunu saglamak ve

fonksiyonlarini dizenlemektir (8).

f)Platelet Aktive Edici Faktor (PAF): PAF amnion sivisinda PGE, sentezini
uyarir, ayrica direkt olarak myometrial kasiimalari uyarmaktadir. PAF asetil
hidrolaz tarafindan inaktive edilir. IL-1 ve TNF desidual makrofajlardaki asetil

hidrolaz enzimini bloke ederek PAF salgisini arttirirlar (8).

7.5. Sitokinler

immiin sistem hormonlari olarak da tanimlanan sitokinler; uyaran etkisi
ile immin ve non-immin hicrelerden sentezlenerek Uretildikleri hucreler
uzerinde (otokrin etki) veya yakinindaki diger hlcreler (parakrin etki) Uzerinde

etkili olabildikleri gibi sistemik etki gosterebilen medyatorlerdir.

Glikoprotein yapisindaki s6z konusu bu mediatorlerden I6kosit
kemotaksisini tetikleyenler kemokin, hucreler arasi uyarici veya baskilayici
uyarilar tasiyanlar ise interlokin (IL), olarak adlandinlir. Fibroblast, epitel
hacreleri, dendritik hucreler, keratinositler gibi birgok hicreden salgilanir (9, 10,
39, 64).
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7.6. Sitokinlerin Fonksiyonlari

Sitokinlerin fonksiyonlarini dért ana baslik altinda toplamak mumkuanduar (9, 39,
41). Bunlar;

1. Dogal immiiniteye aracilik edenler
» Tip 1 interferon
» TNF
> IL-1
> IL-6

> IL-8

2. Lenfosit aktivasyonu, geligsimi ve farklilagmasinda etkili olanlar
> IL-2
> IL-4

> TGF-B

3.iltihabi hiicreleri aktive edenler
> interferon-y (IFN-y)
» Lenfotoksin (LT)
» IL-5

» Migrasyon inhibe edici faktor (MIF)
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4.Hematopoezisi uyaranlar
> IL-3
» Granulosit-makrofaj koloni stimule edici faktor (GM-CSF)
» Monosit-makrofaj stimile edici faktor (M-CSF)
» Granulosit koloni stimile edici faktér (G-CSF)

> IL-7 (9,39,41)

7.7. TumoOr Nekroze Edici Faktor (TNF)

TNF-a geni 6p21iderinde lokalizedir. Major histokompatibilite
kompleksi (MHC) class lll bolgesinde yaklasik 250 kilobazlik HLA-B lokusunun
sentromerik bdlgesinde ve 850 kilobazlik HLA-DR’nin telomerik bdlgesinde
bulunmaktadir. TNF-a 233 aminoasitten olusur ve genin 4 ekzonu bulunur (sekil
7.2) (89).

Genis proinflamatuar aktivitesiyle gugli bir sitokindir.
Monositler/makrofajlar tarafindan Uretilirler. Buna ek olarak T ve B
hiicrelerinden de o6nemli Olcide sentezlenirler (90). TNF'in lokal hicresel
etkileri; noétrofillerin  endotel hulcrelerine tutunmalari ve degranllasyonu,
fagositoz  aktivasyonu ve interseliler adezyon molekilt (ICAM-1)

ekspresyonunda artig olarak siralanabilir (24).

TNF’nin kaseksi, infeksiyonlar, organ transplant reddi ve otoimmin
hastaliklarda sistemik etkileri oldugu belirtilmistir (85). TNF'i uyarabilen endojen

ve ekzojen faktorler vardir. Bircok bakteri tipi ve bakteri lipopolisakkariti (LPS)
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TNF-a uretimini induklerken, IL-1 ve interferon-y varliginda da TNF aktivitesinde
artig goéralur (17).

TNF; a ve B olmak Uzere biyokimyasal olarak farkllik gosteren iki formda
sentezlenmektedir. TNF-a, uyanimis makrofajlardan ve aktive T hucrelerinden,
TNF-B ise sitotoksik Udcrélerinden salinmaktadir. TNF, etkisini hedef
hicrelerin  membranlarinda bulunan ylksek affiniteli reseptorler Uzerinden

gosterir (85).

Class 11 Class 111 Class 1

DP DQ DR C4B C4A Bl C2 HSP TNF B C A

A HH—HHH

%I N e NI BUaue | B
@& EI=] =]

-851,-857.
163, -238, 863

Sekil 7.2 TNF-a genindeki polimorfizmler (26)

TNF-a membrana balh 26 kDa molekul olarak uretilir. 17 kDa'lik aktif
TNF-a molekli enzimatik ayriima ile ¢ozllerek serbest kalir. Enzim
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metalloproteinaz disintegrin ile karismistir ve TNF-a converting enzim (TACE)
denir (26).

TNF-a, makrofajlardan IL-1 ve PGE;; fibroblastlardan interferon-g (IFN-
B) ve birkac hicre tipinden grantlosit makrofaj koloni stimile edici faktor (GM-

CSF) Uretimini arttirir.

TNF-a vaskiler endotelyumda adezyon molekullerinin ekspresyonunu
arttirarak immun hadcreleri serbest birakir. Notrofiller ve makrofajlar 6zellikle
doku hasari ve enfeksiyon olan bdlgeye giderler. Yuksek miktarlarda TNF-a
uretimi  bakteriyal endotoksinler tarafindan indUklenen septik sokla
iligkilendirilmistir (26).

7.8.TNF-a Gen Polimorfizmleri

7.8.1. Mikrosatellit markerlar

TNF lokusunda 5 mikrosatellit tanimlanmistir. Bunlar TNF-a, TNF-Db,
TNF-c, TNF-d, TNF'dir. TNF-a ve TNF-b GT ve GA tekrarlarindan olusurlar.
TNF-c GA tekrarlarindan olusur. TNF-d ve TNF-e GA ve GA-benzeri tekrarlar
icerirler (43).
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7.8.2. TNF-a genindeki tekli nukleotit polimorfizmleri (SNPs)

TNF-a geninde -1031 (T/C), -863 (C/A), -857 (C/A), -851 (C/T), -419
(GIC), -376 (G/A), -308 (G/A), -238 (G/A), -162 (G/A), -49 (G/A) bdlgelerinde
cesitli  polimorfizmler tanimlanmistir. Bu varyantlar arasinda TNF-a
ekspresyonunu dogrudan etkileyen polimorfizm ise; -308 G/A ve -238 G/A’dir
(26).

TNF-a geninde meydana gelen SNP’lerin  TNF-a Uretiminin
dizenlenmesi agisindan 6nemi vardir. TNF-a’daki polimorfikoldeler
transkripsiyon faktorlerinin baglanacagi DNA motiflerinin oldugu bdlgeye karsilik
gelir (26).

MHC haplotiplemesinde TNF bolgesinde yapilan analizlerde -308 G ve -
238 G hapilotipinin duguk miktarda TNF-a Uretilmesiyle iligkili oldugu; -308 A ve -
238 A allelinin yiksek miktarda TNF-a dretilmesi ile iligkili oldugu bulunmustur
(26).

TNF-a gen polimorfizmi veskilendirilen hastaliklar ise tablo 7.3'te
gOsterilmigtir (26).
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Tablo 7.3. TNF-a gen polimorfizmi ve iliskilendirilen hastaliklar

Paraziter, bakteriyal ve viral enfeksiyonlar
Sistemik lupus eritromatoz (SLE)
Romatoid artrit (RA)

Ankilozan spondilit

Transplantasyon

Kanser- Non-Hodgkin lenfoma

vV Vv VvV ¥V VY V V

Koroner arter hastaliklari (CAD)

7.9. interldkin-1 (IL-1) Gen Ailesi

Onceleri endojen pirojen, lenfosit aktive edici faktor ve katabolin olarak
bilinen IL-1 fibroblast, endotel hlcreleri, B hicreleri gibi birgok hticre tarafindan
yapllsa da 6zellikle makrofajlar tarafindan sentezlenir. immiinolojik

reaksiyonlarin ve inflamasyonun baglamasi icin dnemli bir medyatdrddr.

IL-1, gucli inflamatuar 6zellikleriyle bir¢ok htcre tipini aktive edebilen
multifaktoriyel bir sitokindir. IL-1'in genig biyolojik 6zellikleri birgok farkli gen
regulasyonunda rol oynamasindan kaynaklanmaktadir (20). IL-1 immuin
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regulasyonu ve inflamatuar sirecte sitokinler, kemokinler, nitrikoksit sentetaz ve

matriks metalloproteinazlarin (MMPs) ekspresyonunu indukler (7).

Cesitli proinflamatuar medyatorler IL-1 sitokinlerinin transkripsiyonuna
sebep olmaktadir. Bunlar patojen ile iligkilendirilen molekuler protein (PAMPSs),
LPS ve proinflamatuar sitokinlerden TNF-a, IFNy, IFNB ve IL-1pdir. IL-1
sitokinleri igin reseptorler yapisal olarak patern tanima reseptorleri (PRR) ile
iligkilidirler. Toll benzeri reseptorler (TLR) gibi LPS ve diger PAMPs’lar tanirlar

).

IL-1 sitokin ailesi, IL-1a, IL-1B, IL-1 reseptér antagonisti (IL-1Ra), IL-18,
IL-1F5-10 ve IL-33’den olugsmaktadir. Sitokinlere verilen isimler tablo 7.4'de

listelenmistir (7, 79).

Tablo 7.4. IL-1 ailesi tyeleri ve isimlendirilmesi (21).

Yeni Adi Adi Ozelligi

IL-1F1 IL-1a Agonist

IL-1F2 IL-18 Agonist

IL-1F2 IL-1Ra Reseptor antagonist
IL-1F4 IL-18 Agonist

IL-1F5 FIL-10 Anti-inflamatuar
IL-1F6 FIL-1¢ Agonist

IL-1F7 IL-1H4 Anti-inflamatuar
IL-1F8 IL-1H2 Agonist

IL-1F9 IL-1¢€ Agonist

IL-1F10 IL1-Hy2 Reseptor antagonist(?)
IL-1F11 IL-33 Agonist
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2. kromozomun uzun kolu (2q) tzerinde konumlanan IL-1qa, IL-1B ve IL-
1Ra genleri (sekil 7.3), bakteri hicre duvari komponentleri, sitokinler, ve iltihabi
medyatorler gibi cevresel sinyaller yoluyla transkripsiyonel olarak regile edilir
(21).

IL-1a ve IL-1B, agonist aktiviteye sahipken, IL-1Ra diger iki IL-1
molekiliyle antagonist aktiviteye sahiptir. Aminoasit dizeyinde sadece %27
benzerlik gostermelerine ragmen; IL-1a ve IL-1B ortak biyolojik fonksiyonlara
sahiptirler (21). IL-1B, IL-1a’dan 10-50 kat daha yuksek dizeyde sentezlenir ve
pro-inflamatuar Ozellikleri daha gucludir. IL-1a, buyuk oranda hicre membrani
ile iligkilidir ve nekroz; apoptozis gibi hicre devamhliginin bozuldugu
durumlarda salinir. IL-1B, inaktif dncil protein olarak sentezlenir, ve hicreden

spesifik proteinaz IL-1 donusturicu enzim salinimiyla aktif forma donusgur (84).

IL-1, hedef hucrelerdeki etkisini plazma membraninda bulunan
reseptorler Uzerinden gosterir. Bunlar IL-R1ve IL-R2'dir. IL-R1, O6zellikle T
hiicreleri ve fibroblastlarda dominant reseptérdir. Ancak bir¢ok hiicre ytizeyinde
de dusuk sayida bulunur. IL-1R2 ise nétrofil, monosit ve B hucreleri tzerinde
bulunur (21).

IL-1 inflamasyonlu bolgelerde Uretilen major sitokindir. Genel olarak
antijenle uyariimis makrofaj ve monositlerden salinir. Bununla beraber,
notrofiller, keratinositler, gingival ve dermal fibroblastlar, endotelyal hiicreler gibi

bircok farkli hticre tipinden sentezlenebilir (18).

Dogal ve 6zgul immuin cevapta rol oynayan antijen sunan hucreler, T

hiicreleri ve B hicreleri direkt ya da indirekt yolla IL-1 tarafindan uyarilir. Benzer
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sekilde T hucreleri de IL-1 salinimini yonlendirerek immun yaniti siddetlendirir
ya da baskilar. in-vitro kosullarda IL-1'in bircok hiicre tipinde PGE, ve
proteazlarin Uretimini arttirtigi; kikirdak ve kemik katabolizmasini indukledigi ve
fibroblast proliferasyonunu arttirdigi gosterilmistir (18, 20). IL-1a ve IL-1p,
monosit ve fibroblastlardan blyuk miktarlarda IL-6, TNF-a, prostoglandin E,
matriks metalloproteinazlari gibi medyatorlerin  Uretimine neden olur. Bu

medyatorlerin Gretimi kollajen degradasyonuna yol acar (20).

IL-1 kendi sinyalini guglendirmek igin baska hucrelerden de IL-1
salinimini  tetikler. IL-1 aktivitesi 0zgun inhibitorG IL-1Ra disinda,
kortikosteroidler, prostaglandinler, IL-4, IL-10 ve IL-11 gibi antiinflamatuar

sitokinler tarafindan baskilanir (64).
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Sekil 7.3 IL-1 gen ailesinin 2. kromozom Uzerindeki gosterimi. IL1A, IL1B
ve IL1RN Uzerindeki fonksiyonel SNP’ler (80)
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7.9.1. interlokin-1a (IL-1a)

IL-1a 7 ekzongermektedir. IL -1B ilebnemli homoloji gdstermektedir.
Plazma IL-1a konsantrasyonu IL-1B8’dan daha gksektir. Bunun nedeni ise
translasyonel ya da protein islenmesi farkliliklarindan daha ¢ok transkripsiyonel

duzeydeki farkliiklardan kaynaklanmaktadir (80).

IL-1a da iki polimorfizm bulunmaktadr. Bunlar -889 C/T ve 4845 G/Tdir.
IL-1a 4845 G/Tolgesinde meydana gelen polimorfizm genin kodlayici
bblgesindedir. Proteaz ayrilma bodlgesine yakinhgr vardir. 112 ve 113.
aminoasitler arasindadir ve pro IL-1a’y1 olgun sitokine donusturir. G/T degisimi
ile 114. bolgede Alanin amino asidi Serin amino asidine donugmektedir (29). Bu
aminoasit dizisi degisimi IL-1a’da meydana gelen protein konformasyonunu,
biyolojik fonksiyonlarini, proteinin reseptor affinitesini yada yari omrinu
degistirir. 4845 T polimorfizmi genin kodlayan bdlgesi i¢indedir. Bu polimorfizm
pro-IL-1a’t olgun sitokine donustiren 112 ve 113. aminoasitler arasindaki

kalpain benzeri proteazin kesim yaptigi bolgeye oldukga yakindir (48).

IL-1a -889 C/T polimorfizmi transkripsiyonel dizenleyici bdlgede
meydana gelmigtir. 4845 G/T i¢in marker gorevindedir ve minér allelin pre-I1L-1a

islenmesinde IL-1a salinimina yardimci oldugu gosterilmigstir (76).
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7.9.2. interldkin-18 (IL-1B)

7.5 kb’lik gen kodlar. 7 ekzonu vardir, distal ve proksimal promotorler ile
regulasyonu yapilir. IL-1f’da -511 C/T ve -31 T/C meydana gelen iki yaygin
polimorfizmdir. 3954 C/T ise; kodlayici bolgede meydana gelen tek varyanttir.

IL1-a ve IL-1B yapsal olarak birbirleriyle iligkilidirler ve ayni reseptore
farkli affinitelerde baglanirlar. IL1-a primer olarak hicrelerle iligkilidir. Sitozolde
hiicrelerin plazma membraninda bolca bulunur. IL-1B3 IL-1’den ana sentezlenen
formdur (48).

7.10. Preterm Dogum ve Sitokinler

Sitokin ve kemokin agi gebelik boyunca homeostazisi devam ettirir.
Guglt inflammatuar yanit sitokinler ve kemokinler araciligiyla gergeklesir.
Gebeliklerde preterm dogumlar gibi komplikasyonlar gerceklesebilmektedir.
Sitokinler otokrin ve parakrin mekanizmalar ile gebeligi duzenlerler. Gebelik;

gecici semiallojenik grafta maternal immun adaptasyonu olarak addedilir (87).

Gebeligin erken asamalarinda Th, sitokinleri progesteron Gretiminin
artmasina neden olur. Progesteron Th, sitokin sekresyonunu arttirirken (IL-10
ve IL-6) Thl ve proinflammatuar sitokinlerin (IL-1B, IL-8, TNF a)iretilmesini
azaltir. Pozitif feedback ile gebeligin devamini saglar. Gebeligin sonlarina dogru
bu denge Th1 sitokinlerine dogru kayar. Th1 sitokinleri proinflammatuar
Ozelliktedir. Prematurite; antiinflammatuardan proinflammatuara dogru dengenin

degismesiyle meydana gelir (87).
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Spontan preterm dogumlarin etyolojisinde infeksiyon ve inflammatuar
yanitin katkida bulunduguna dair artmis kanitlar vardir. immun yanittaki genetik

yatkinlik faktorleri incelenmistir.

Spontan preterm dogum ve SGA etyolojisinde proinflammatuar
sitokinlerin genetik varyasyonlarinin katkisi degerlendirildiginde genotip-fenotip
iligkisinin ¢alisiilmasi sitokinlerin konak yanitinda pleotropik etkileri nedeni ile
kritiktir (28).

intrauterin  enfeksiyonlarda inflammatuar hicreler-nétrofiller  epitel
hicrelerden amniona dogdru gé¢ ederler ve gesitli sitokinleri Uretirler. Romero ve
arkadaslan IL-1, TNFa, IL-6, IL-8, koloni stimile edici faktér, makrofaj
inflammatuar proteinila  (MIP-1a) ve platelet aktive edici faktor
konsantrasyonlarini amnion sivisinda intrauterin infeksiyonu olan hastalarda

calismislardir (75).

IL-1 aktive olmus monositler/ makrofajlar tarafindan bakteriyal Grtnlere
yanit olarak uUretilir. IL-1 Gretimi transkripsiyon ve translasyon seviyelerinde
regule edilebilir. IL-1’in 2 alt tipi vardir. IL-1a ve IL-1B 2 farkl genin Granadurler.
IL-18 desidua ve plasental membrandan normal gebelik boyunca Uretilir. Erken
gebelikler gebe olmayan uterusla karsilastirildiginda IL-1B protein ve mRNA
seviyeleri dokularda 6nemli artis gosterir (75, 87).

TNF-a, IL-1 ile benzer Ozellikler gosterir ve aktive olmus makrofajlar ve
diger hucre tiplerinden salgilanir. TNF-a sitokin a@inda gebelikte anahtar role
sahiptir. Amnion sivisinda TNF-a 2. ve 3. trimesterdgere intraamniyotik

infeksiyon yoksa tespit edilememistir. Amniyon sivisindaki TNF konsantrasyonu
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intraamniyotik infeksiyonu olan ve preterm eylemde enfeksiyon olmayanlara

gore daha yuksektir (75).

Gebeliklerde enfeksiyon, proinflamatuar sitokinlerden IL-1p, IL-6, IL-8 ve
TNF-a’nin amniyon sivisi, myometrium, decidua, fetal membranlar ve maternal
serumda seviyelerinin artmasina neden olmaktadir. Ancak 3. trimesterda
enfeksiyon olmayan gebeliklerde de IL-1B ve IL-8’in amnion, koryo-decidua ve
myometriumda seviyelerinin arttigi gértlmektedir. Bu durum, sitokinlerin dogum
surecinde enfeksiyon olmasina bakilmaksizin roli oldugunu gostermektedir
(15).
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8. GEREC VE YONTEM

8.1. Geregler
8.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Trizma Baz (Sigma T6066), Borik Asit (Sigma B6768), Asetik Asit (Sigma
A6283) EDTA (Sigma E5134), NaCl (Sigma S3014), SDS (Sigma S3014),
Proteinaz K (Sigma P2308), Fenol (Sigma P4557), Kloroform (Sigma C2432),
izoamilalkol (Sigma 1-9392), Agaroz (Sigma A5093), Agaroz Wide Range
(Sigma A2790), Agaroz (Applichem A2114), %100 EtOH (Riedel-de Haén),
Primer (Alpha DNA), dNTP (Roche 11814362001), Taqg DNA polimeraz (Roche
11596594001), Mspl (Hpall) (Fermentas ER0541), Ncol (Fermentas ER0571),
Satl (Fnu4HI) (Fermentas ER1642), Aval (Eco88I) (Fermentas ER0381), MgCl,
(Sigma M1028), DMSO (Sigma D8418), Amonyum persilfat (APS) (Sigma
A9164), Akrilamid (Sigma A9099), Bisakrilamid (Sigma M2022), Orange G
(Sigma Q3756), Etidium Bromur (10 mg/ml) (Sigma E1510), TEMED (Sigma
T9281), 50 bg. DNA agirlik belirleyici (Fermentas SM0371), pUC8 DNA agirlik
belirleyici (Fermentas SM0301), 6X yukleme boyasi (Fermentas R0611)

8.1.2. Tampon ve Cozeltiler
Genomik DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler:

e 10mM Tris-1mM EDTA:

Tris 25ml 0,2 M Tris (242 g Trizma Baz + 1 L dH,0;
(pH:8.0)

EDTA 1 ml0,5MEDTA (163,6 g EDTA + 1L dH,0;
(pH:8.0)

dH,O 474 mi

e 1M NaCl

NacCl 1,45¢
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deO 25 ml

e %10 SDS

SDS 2549

dH,O 25 ml

e Fenol-Kloroform-izoamilalkol (25:24:1)
Fenol 100 ml

Kloroform 96 ml

izoamilalkol 4 ml

e %100 EtOH

e Proteinaz K (10 mg/ml)
Proteinaz K 100 mg
dH,0 10 ml

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan ¢ozeltiler:

e %10 DMSO

DMSO 10 ml
dH,0O 90 mi
e 25 mM MgCl;

e 10X Taq Buffer

Agaroz Jel Elektroforezi:

e 05X TAE
50X Tris-Asetat-EDTA Tamponu 20 ml
dH,0 21t

e Etidium Bromur

Etidium Bromur 500 plt
dH,0 750 plt

e 50 bg. DNA agirlik belirleyici
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DNA marker 1 plt
6X Yukleme boyasi 1 plt

e Yiukleme Tamponu
Gliserol 55 ml
IX TAE 45 ml
Orange G 0,1¢g

Poliakrilamid Jel Elekroforezi:

e Akrilamid/Bisakrilamid (29:1)
e %710 APS

APS 0,59
deO 5ml
e 5XTBE

TrizmaBaz 54¢g
Borik Asit 27,59
0,5M EDTA 20 ml

dH,0 11t

e 1XTBE

SX TBE 200 ml
dH,0 800 ml

8.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Kodak EDAS 290 goruntt analiz sistemi

Biorad yatay elektroforez tanki
Cleaver yatay elektroforez tanki
Biorad dikey elekroforez tanki

Biofuge stratos santiftij
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Biofuge pico santrif(j
Nuve FN500 etuv
Nuve EN400 etuv
Boeco vorteks

Bioer XP Thermal Cycler

8.2. YOntemler

Calismamiza Baskent Universitesi Etik Kurulu tarafindan bilgilendirilmis
onay formu alinan 100 term, 101 preterm bebek ve anne katildi. Calisma
ornekleri Eyliil 2008-Mart 2010 tarihleri arasinda Bagkent Universitesi Ankara,
Adana, Konya Uygulama ve Arastirma Merkezleri ile Saghk Bakanhgi Etlik
Zibeyde Hanim Dogumevi ve Kadin Hastaliklari Egitim Arastirma

Hastanesinde toplandi.

Tek yumurta ikizi olan bebekler ve dusuk dogum agirlikh olan bebekler
calisma disi birakildi. Normal vajinal dogum ve sezaryen ile dogum ayirimi

yapiimadi.

Dogumdan 6nceki annelerin klinik ve obstetrik takipleri (kaginci gebelik
oldugu, yasayan bebek sayisi, Onceki gebeliklerindeki yasadigi sorunlar),
mevcut risk faktorleri (erken membran raptirt, koryoamniyonit, preeklampsi,
diabetes mellitus, gestasyonel diabetes mellitus, plasental yetmezlik) ve
gestasyonel yaslar kaydedildi. Bebegin dogum agirhgi ve cinsiyeti not edildi.
Dogumdan sonra yenidogan yogun bakim ihtiyaci gosteren term ve preterm
bebekler yogun bakimda kaldiklari sirece gelisen sorunlar (respiratuvar distres

sendrom, sepsis, nekrotizan enterokolit vb.) yoninden takip edildi.

DNA izolasyonu gerceklestirilerek kalitsal faktorlerin incelenmesi amaciyla
kan Orneklemeleri icin anneden 5 ml kan alinarak 0,072 ml %7.5 KB3-
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) solisyonu iceren standart tipe konuldu.
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Anneden kan alma iglemi hastadan tibbi nedenlerle kan alinacagi bir zamana
denk getirildi. Bebek ¢ikimi tamamlandiktan hemen sonra steril gartlarda
cerraha verilmis olan enjektorle umbilikal kord’dan 5 ml kan 6rnegi alinmasi
istendi. 0,072 ml %7.5 EDTA sollsyonu iceren standart tiiplere tipe konuldu.
Alinan kan ornekleri soguk zincir sartlarina uyularak DNA degerlendiriimeleri
yapilmak tizere Bagkent Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali

laboratuarina goturaldu.

8.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

1. 500 pltlik kan 6rnekleri 1.5 ml'lik epperdorf tiiplere konulur.

2. Uzerlerine 750 plt Tris-EDTA sollisyonu eklenerek ¢ok iyi karigmasi
saglanir. 12.000 rpm’de 3 dk santriftjlenir.

3. Ust faz atildiktan sonra 2. tur lizis tamponu ile bir kez daha yukarida

bahsedilen iglem tekrarlanir.

4. 3. ve 4. turlar icin ise 5Q0t Tris -EDTA soliisyonu eklenir ve 12.000

rpom’de 2 dk santrifijlenir.

5. 4. tur sonunda ust faz atilir ve her bir tipe;
e 300 plt Tris-EDTA,

e 150 plt 1M NaCl

e 150 plt %10’luk SDS

e 100 plt Proteinaz K

eklenir.

6. 37°C’de 1 gece bekletilir.
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7. Her bir tipe 450t Fenol -Kloroform-izoamilalkol eklenir ve vorteks

yapilir.

8. 2500 rpm’de 5 dakika santriflij sonrasinda Ust faz yeni tlplere aktarilr.

9. 800 plt %100’lik EtOH eklenir.

10. 3 saat -20°C’de bekletildikten sonra 13.000 rpm’de 10 dakika

santrifGjlenir ve alkol fazi dokular.

11. Alkolii tamamen ucurmak icin tapler kapaklar acik birakilarak 37°C’lik
kuru blokta bekletilir.

12. DNA'lar 150 plt dH,O ¢ozulerek kullanilacaklari gine kadar -86°C’'de
bekletilir.

8.2.2. Sitokin Genotiplemesi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

TNF-a -238G/A, TNF-a -308G/A, IL1-a 4845G/T ve IL1-B -511C/T

genotiplemesinde kullanilan primer dizileri tablo 8.1’de verilmigtir.
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Tablo 8.1. TNF-a -238G/A, TNF-a -308G/A, IL1-a 4845G/T ve IL1-B -

511C/T genotiplemesinde kullanilan primer dizisi

Polimorfizm Primer Dizisi
Tnf-a , ,
238G/A F 5'ATC TGG AGG AAG CGG TAG TG 3
2 R 5'AGA AGA CCC CCC TCG GAA CC 3’
Tnf-a , ,
_308G/A F 5’AGG CAATAG GTT TTG AAG GCC AT 3
(59) R 5TCC TCC CTG CTC CGATTC CG 3’
4é';1égﬂ F5' ATG GTT TTA GAA ATC ATC AAG CCT AGG GCA 3
(48) R 5 AAT GAA AGG AGG GGA GGA TGA CAG AAATGT 3’
IL1B F5 TGG CAT TGATCT GGTTCATC 3
-511 CIT R5 GTT TAG GAATCT TCC CAC TT 3’
(46)
94°C’de 5 dakika
94°C’de 30 saniye
PZR kosullari 54°C’de 45 saniye 35 déngu

72°C’'de 1 dakika

72°C’'de 7 dakika

Calismamizda TNF-a -238G/A, TNF-a -308G/A, IL1-a 4845G/T ve IL1-B
-511C/T polimorfik bdlgelerinin analizinde uygulanan PZR yéntemi icgin
orneklerin hazirlanmasi tablo 8.2°’de verilmigtir. PZR Urtnlerinin amplifikasyonu
etidyum bromid (EtBr) ile boyanmis % 2’lik agaroz jel elektroforezinde

yurutulerek kontrol edilmistir.
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Tablo 8.2. PZR protokolu

PZR Master Mi TNE-a TNE-a IL-1a IL-18
aster Mix -238 G/A -308 G/A 4845 G/T -511 CIT
dH,O 15ul 15ul 15ul 15ul
10 X TagBuffer 5pl (1X) 5pl (1X) 5pl (1X) 5pl (1X)
%10 DMSO 5l (%8) 5pl(%8) 2.5 pl(%8) 2.511(%8)
MgCI2 (25 mM) 3ul (2,5mM) 3ul (2,5mM) - -
1ul (200 1ul (200 1ul (200
dNTP (10 mM) uM/her bir uM/her bir 1“'&%0,\]‘;'}",;“” uM/her bir
dNTP) dNTP) dNTP)
1ul (20 1ul (10
Primer‘Forward” pmol/ult) 1l 1ul (10 pmol/ult) pmol/ult)
1ul (20 1ul (10 1ul (10
Primer‘Reverse” pmol/ult) pmol/ult) 1ul (10 pmol/ult) pmol/ult)
Taq DNA pol. (5u/pult) | 0.25ul- 1.25u 0.25ul- 1.25u 0.25ul- 1.25u 0.25ul- 1.25u
Genomik DNA 2.5ul 100-200 | 2.5ul 100-200 2.5l 100-200 2.5pul 100-
ng ng ng 200 ng

Restriksiyon Fragman Uzunluk Analizi (RFLP)

PZR urtinleri TNF-a -238G/A, TNF-a -308G/A, IL1-a 4845G/T ve IL1-B -

511C/T igin sirasiyla Mspl, Ncol, Satl, Aval kesim enzimleri kullanilarak

kesilmigtir.

%12’lik poliakrilamid jel elektroforezinde vydurutilen restriksiyon enzim

kesim drunleri EtBr ile boyanarak, goruntilemesi Kodak EDAS 290 ile

gerceklestiriimistir. Tablo 'de kesim paternleri ile ilgili bilgi verilmektedir.
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Tablo 8.3. RFLP analizinde kullanilan kesim enzim ve paternleri

Polimorfizm Kesim Enzimi Kesim Paterni
TNF-a 152 bp drdn
-238G/A Mspl G:19,133
A:152
TNF-a 107 bp drin
-308G/A Ncol G:87, 20
A:107
IL-1a 229 bp urin
4845G/T Satl G:124,76,29
T: 153,76
IL-18 304 bp urin
-511 C/T Aval C: 190,114
T:304
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TNF-a -238G/A
50 bg. marker
PZR Urlinid 152 be.
GG 133,19 bg.

GA 152,133,19 bc.
Negatif Kontrol

o gk~ wnh e

Puc8 marker

Sekil 8.1. TNF-a -238 G/A’'nin 152 bg¢llik DNA Pargasinin Mspl
restriksiyon enzimi ile kesiminin %12’lik PAGE goruntusd. 1. kuyu, 50 b¢ DNA
agirhik belirleyici, 2. kuyu, kesilmemis PZR Uurinu (152bg.), 3. kuyu, Mspl
restriksiyon enzimi ile kesilen GG genotipi (133bg. ve 19bg.), 4. kuyu, Mspl
restriksiyon enzimi ile kesilen GA genotipi (152b¢.,133b¢.,19b¢.), 5. kuyu negatif
kontrol, 6. Kuyu DNA Puc8 agirlik belirleyici.
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1 2 34 5 6

TNF-a -308G/A
PZR Uriinii 107 bg.
GG 87, 20 bg.

GA 107, 87, 20 bg.
AA 107 bg.
Negatif Kontrol

o 00k w0 DN R

50 bg¢. marker

Sekil 8.2. TNF-a -308 G/A'nin 107 bc¢lik DNA Pargcasinin Ncol
restriksiyon enzimi ile kesiminin %12’lik PAGE goéruntisu. 1. kuyu, kesilmemis
PZR urdnd (107bg.), 2. kuyu, Ncol restriksiyon enzimi ile kesilen GG genotipi
(87bc. ve 20bc.), 3. kuyu Ncol restriksiyon enzimi ile kesilen GA genotipi
(107bc.,87b¢. Ve 20bg.), 4. kuyu, Ncol restriksiyon enzimi ile kesilen AA
genotipi (107bg.), 5. kuyu negatif kontrol, 6. Kuyu 50 b¢ DNA agirlik belirleyici.
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1 2 3 456 7
404

331
2425

1908
147

111
110

67

IL-1a 4845 G/IT

Puc8 marker

PZR urdnd 229 be.

GG 124, 76, 29 bg.

GT 153, 124, 76, 29 bg.
TT 153, 76 bg.

Negatif Kontrol

N o gk~ wDbd e

Puc 8 marker

Sekil 8.3. IL-1a 4845 G/T'nin 229 b¢’lik DNA Pargasinin Satl restriksiyon
enzimi ile kesiminin %12’lik PAGE goruntisu. 1. Kuyu DNA Puc8 agirlik
belirleyici, 2. kuyu, kesilmemis PZR arinu (229bg¢.), 3. kuyu Satl restriksiyon
enzimi ile kesilen GG genotipi (134bg., 76b¢. ve 29b¢.) 4. kuyu, Satl restriksiyon
enzimi ile kesilen GT genotipi (153bg., 124b¢., 76b¢. Ve 29b¢.) 5. kuyu Satl
restriksiyon enzimi ile kesilen TT genotipi (153b¢. Ve 76bg.), 6. Kuyu negatif
kontrol, 7. Kuyu DNA Puc8 agirlik belirleyici.
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IL-1B8-511C/T

Puc8 marker

PZR iriinii 304 bg.
CC 190,114 bg.

CT 304, 190, 114 bg.
TT 304 bg.

Negatif Kontrol

N o o bk DR

Puc8 marker

Sekil 8.4. IL-1B -511 C/T’nin 304 b¢’lik DNA Parcasinin Aval restriksiyon
enzimi ile kesiminin %12’lik PAGE goéruntisu. 1. Kuyu DNA Puc8 agirlik
belirleyici, 2. kuyu, kesilmemis PZR Urunu (304bg¢.), 3. kuyu Aval restriksiyon
enzimi ile kesilen CC genotipi (190bc., ve 114b¢.) 4. kuyu, Aval restriksiyon
enzimi ile kesilen CT genotipi (304bg., 190b¢., 114bc¢.) 5. kuyu Aval restriksiyon
enzimi ile kesilen TT genotipi (304b¢.), 6. Kuyu negatif kontrol, 7. Kuyu DNA
Puc8 agirlik belirleyici.
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8.2.3. istatistiksel Analiz

Surekli degiskenlerin normal dagilima uyumu Shapiro-Wilk testi ile
kontrol edildi. Varyanslarin homojenligi ise Levene testi ile analiz edildi.
Parametrik testlerin 6n sartlarinin yerine gelmedigi goruldiginden s6z konusu
degiskenlere iligkin iki grubun karsilastiriimasi amaciyla Mann-Whitney U testi
kullanildi. Sonuglar gézlem sayisi, ortalamazxstandart sapma ve ortanca deger

olarak ifade edildi.

Genotipler ile galisma grubu (term-preterm) arasindaki iligkinin analizinde
Pearson ki-kare testi veya gapraz tablolarin frekans durumuna goére olabilirlik
oran testi ve Binary Lojistik Regresyon analizi kullanildi. Allleller ve calisma
grubu arasindaki iliski, Fisher-Exact testi ile analiz edildi. istatistiksel
degerlendirmelere iliskin sonuglar n, % ve Odds orani olarak ifade edilmigtir.
p<0,05 duzeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.Veri seti SPSS programi
(SPSS version 17.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) kullanilarak degerlendirildi.

Haplotip analizlerinde ise loglinear modellerden yararlanildi.
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9. BULGULAR

Calismamiza Baskent Universitesi Hastanelerinde dogan, anne yaninda
ve Yenidogan Yogun Bakim Unitelerinde izlenen 201 bebek ve annesi alindi.
Calisma grubu, 100 prematir ve 101 term yenidodan ve annelerini

kapsamaktadir. Gruplarin demografik 6zellikleri Tablo 9.1’de verilmistir.

Tablo 9.1. Preterm ve Term grubunun anne yasi, gravida, para, gebelik

haftasi, dogum agirliklari ve cinsiyeti

Term Preterm
n=101 n(%) n=100 n(%) P
* 26.1+5,2 28.316.1
Anne Yasi (yil) 25.0 27.0 <0,05
. . 38,8+1,2 30,8+3.3
Gebelik Haftasi 390 310 <0,001
o - 33141416 1551+628
Dogum Agirhgi 3300 1365 <0,001
Cinsiyet _
(kizlerkek) 58/43 54/46 =0,671
1 37(46,3) 43(58,3)
Gravida | 2 44(61,1) 28(38,9)
n (%)
3 13(43,3) 17(56,7) ~0313
4 5(41,7) 7(58,3)
5 1(25,0) 3(75,0)
6 1(50,0) 1(50,0)
1 80(54,8) 66(45,2)
Para 2 14(40,0) 21(60,0)
n (%) =0,252
3 6(37,5) 10(62,5)
4 1(33,3) 2(66,7)

* Degerler ortalama + standart sapma ve ortanca deger olarak verilmigtir.
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Prematire ve term kontrol grubu kargilastirildiginda anne yasi (P<0.05),
gebelik haftasi ve dogum agirhg1 agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilk
saptanirken (p<0,001), para, gravida ve cinsiyet agisindan anlamli farklilk

bulunmad:.

Tablo 9.2. Orneklem alinan gebeliklerdeki sorunlarin gruplara gére

dagilimi

Term Preterm

n=101,n(%) |n=100,n (%) |P
EMR 3(3,0) 48(48,5) <0,001
Koryoamnionit 0(0,0) 13(13,1) <0,001
Preeklamsi 5(5,0) 25(25,3) <0,001
Diabetes Mellitus | 3(3,0) 7(7,1) =0,183
Plasental
Yetmezlik 1(1,0) 11(11,1) <0,01

Gebeliklerdeki sorunlarin gruplara gore dagihmi Tablo 9.2'de verilmistir.
Gebeliklerdeki sorunlarin her biri bakimindan prematire grubundaki anneler
term kontrol grubuyla karsilastirildiginda, Erken Membran Ruiptiri (EMR),
koryoamnionit, preeklamsi ve plasental yetmezlik agisindan istatistiksel olarak

anlaml fark bulunurken diabetes mellitus acisindan fark bulunmadi.
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Tablo 9.3. Term ve preterm bebeklerin yogun bakim izlemindeki sorunlarinin
gruplara gore dagilimi

Term Preterm

n=101, n (%) n=100, n (%) P
grke’.‘ Neonatal |, ) 35(35.4) <0,001

epsis

Ge¢ Neonatal
Sepsis 0(0,0) 32(32,3) <0,001
BPD 0(0,0) 19(19,2) <0,001
NEK 0(0,0) 14(14,1) <0,001
ROP 0(0,0) 15(15,2) <0,001
RDS 0(0,0) 50(50,5) <0,001

Tablo 9.3'de term ve preterm bebeklerin yogun bakim sorunlari
karsilastirmali olarak verilmistir. Prematlre bebekler, klinik izlemlerinde erken
neonatal sepsis, ge¢ neonatal sepsis, Biparyetal kafa ¢api (BPD), nekrotizan
enterokolit (NEK), Prematur Retinopatisi (ROP) ve Respiratuvar distress
sendromu (RDS) gorulme sikligi agisindan term  kontrol grupla

kargilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulundu.
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Tablo 9.4 Fetal-maternal sitokin genotiplerinin dagilimi

ANNE BEBEK
Term Preterm Term Preterm
Genotip | n=101 n=100 p Genotip | n=101 n=100 p
n (%) n (%) n (%) n (%)
GG 98(51,0) | 94(49,0) GG 88(47,6) | 97(52,4)
GA 3(33,3) 6(66,7) |=0,331 GA 13(81,3) | 3(18,8) <0.05
TNFa AA - - AA - -
-238(G/A) | Allel Allel
G 199(50,6) | 194(49,4) G 189(49,0) | 197(51,0)
=0,336 <0,05
A 3(33,3) 6(66,7) A 13(81,3) | 3(18,8)
GG 72(46,2) | 84(53,8) GG 67(43,2) | 88(56,8)
GA 10(58,8) | 7(41,2) | <0,05 GA 15(75,0) | 5(25,0) |<0,001
TNFa AA 19(67,9) | 9(32,1) AA 19(73,1) | 7(26,9)
-308(G/A) | Allel Allel
G 154(46,8) | 17(53,2) G 149(45,2) | 181(54,8)
<0,01 <0,001
A 48(65,8) | 25(34,2) A 53(73,6) | 19(26,4)
GG 11(64,7) | 6(35,3) GG 10(76,9) | 3(23,1)
GT 47(65,3) | 25(34,7) |<0,001 GT 46(74,2) | 16(25,8) |<0,001
IL-1a TT 43(38,4) | 69(61,6) TT 45(35,7) | 81(64,3)
4845(GIT) | Allel Allel
G 69(65,1) | 37(34,9) G 66(75,0) | 22(25,0)
<0,001 <0,001
T 133(44,9) | 163(55,1) T 136(43,3) | 178(56,7)
CcC 34(48,6) | 36(51,4) CcC 35(46,1) | 41(53,9)
CT 39(47,0) | 44(53,0) |=0,430 CT 36(40,9) | 52(59,1) |<0,001
IL-1B8 TT 28(58,3) | 20(41,7) TT 30(81,1) | 7(18,9)
-S11(CIT) | Allel Allel
C 107(48,0) | 116(52,0) C 106(44,2) | 134(55,8)
=0,318 <0,01
T 95(53,1) | 84(46,9) T 96(59,3) | 66(40,7)

Fetal-maternal sitokin genotiplerinin dagilimi tablo 9.4’te verilmistir.
Maternal ve fetal TNF-a -238 G/A, maternal ve fetal IL-1a 4845 G/T ve maternal
IL-18-511 polimorfizmleri Hardy-Weinberg dengesindeydi. Maternal term ve
preterm gruplar karsilastirildiginda, TNF-a -308 G/A ve IL-1a 4845 G/T
polimorfizmleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanirken, TNF-a
-238G/A ve IL-1B3-511 G/T polimorfizmleri acisindan anlamli farkhlik bulunmadi.
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Fetal term ve preterm gruplar karsilastirildiginda, TNF-a -238 G/A, TNF-a -308
G/A, IL-1a 4845 G/T ve IL-1B-511 G/T polimorfizmleri agisindan anlamli farklilik

saptandi.

Tablo 9.5. Fetal TNF-a 238G/Acin binary logistik regresyon analizi

sonuglari
Preterm Odds Orani Glven
Genotip Term n=100, n p : p Ar?"g'
n=101, n (%) (0/)’ (Odds Ratio, (Confidence
° OR) Interval, Cl)
GG 88(47,6) 97(52,4) 4,777 0,017[1,317-17,319
GA 13(81,3) 3(18,8) |<0,05] 0,231 [0,022 -
AA - - - - -

TNF a -238 G/A i¢in hesaplanan OR degerleri tablo 9,5’te gorulmektedir.

GG genotipini tagiyanlarin preterm dogum riski GA genotipini tasiyanlara gore

4,77 kat daha yuksektir.

47




Tablo 9.6. Maternal TNF-a 308G/A tin binary logistik regresyon analizi

sonuglari
Preterm Odds Orani Glven
Genoti Term n=100, n : Arahgr
Pln=101, n (%) _(0/)’ P~ | (Odds Ratio,| P | (confidence
0 OR) Interval, CI)
GG 72(46,2) 84(53,8) 2,463 =0,038| 1,049-5,781
GA 10(58,8) 7(41,2) |<0,001 1,478 =0,540( 0,423-5,157
AA 19(67,9) 9(32,1) - - -

Tablo 9.7. Fetal TNF-a 308 G/Acin binary logistik regresyon analizi

sonuglari
Preterm Odds Orani Glven
Genoti Term n=100, n : Arahgi
Pln=101, n (%) _(0/)’ P~ | (Odds Ratio,| P | (confidence
° OR) Interval, Cl)
GG 67(43,2) 88(56,8) 3,565 =0,007| 1,416-8,973
GA 15(75,0) 5(25,0) [<0,001 0,905 =0,883| 0,239-3,429
AA 19(73,1) 7(26,9) - - -
Genotipler ile c¢ahsma populasyonu arasindaki iliskinin anlamh

bulundugu maternal ve fetal TNF-a 308 G/A igcin hesaplanan OR degerleri tablo
9.5 ve 9.6'da gorulmektedir. GG genotipini tagiyanlarin preterm dogum riski AA

genotipini tagiyanlara gore daha yuksektir.
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Tablo 9.8. Maternal IL-1a 4845 G/T tin binary logistik regresyon analizi

sonuglari
Preterm Odds Orani Glven
Genoti Term n=100, n : Araligi
Pln=101, n (%) _(0/)’ P~ | (Odds Ratio,| P | (confidence
° OR) Interval, Cl)
GG 11(64,7) 6(35,3) 0340  |=0,047| 0,117-0,986
GT 47(65,3) 25(34,7) |[<0,001 0,331 <0,001( 0,179-0,614
T 43(38,4) 69(61,6) i i i

Tablo 9.9. Fetal IL-1a 4845 G/Tc¢in binary logistik regresyon analizi

sonuglari
Preterm Odds Orani Glven
Genoti Term n=100, n : Arahigi
Pln=101, n (%) _(0/)’ P~ | (Odds Ratio,| P | (confidence
° OR) Interval, Cl)
GG 10(76,9) 3(23.1) 0167  |=0,009| 0,044-0,637
GT 46(74,2) | 16(25.8) |<0,001| 0193  |<0,001| 0,098-0,380
T 45(35,7) 81(64,3) i i i

Genotipler ile ¢galisma populasyonu arasindaki iligkinin anlaml bulundugu
maternal ve fetal IL-1a 4845 G/T icin hesaplanan OR degerleri tablo 9.8 ve

9.9'de gorulmektedir. Preterm dodum riski TT genotipi tagiyanlara goére daha

dusuktar.
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Tablo 9.10. Fetal IL-18-511 C/T icin binary logistik regresyon analizi

sonuglari
Preterm Odds Orani Glven
Genoti Term n=100, n : Araligr
Pln=101, n (%) _(0/)’ P~ | (Odds Ratio,| P | (confidence
° OR) Interval, Cl)
cC 35(46,1) | 41(53,9) 5020  |<0,001| 1,965-12,829
CT 36(40,9) 52(59,1) ([<0,001 6,190 <0,001( 2,452-15,627
TT 30(81,1) 7(18,9) - - -

Genotipler ile galisma populasyonu arasindaki iligkinin anlamh bulundugu

fetal IL-1B -511 C/T igin hesaplanan OR degerleri tablo 9.10’da gorulmektedir.

Tablo 9.11. Fetal-maternal TNFa -238G/A polimorfizminin term grupta

dagihmi

Bebek

n=101, n (%)

TNFa 238

GG GA AA p
Anne GG 87(88,8) |5(5,1) |6(6,1)
n=101 |TNFa 238 |[GA 1(33,3) |2(66,7)[0(0,0) [<0,000
n (%) - - -
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Tablo 9.12.Fetal-maternal TNFa -238G/A polimorfizminin preterm grupta

dagihmi

Bebek

n=100, n (%)

TNFa -238

GG GA AA TOPLAM | p
Anne GG 92(97,9) [2(2,1) |- 94
n=100 |TNFa-238 [GA 5(83,3) |1(16,7)]- 6 <0,05
n (%) AA - - - -

Maternal ve fetal TNF-a -238 G/A polimorfizminin term ve preterm
gruplardaki dagihimi, sirasiyla Tablo 9.11 ve 9.12’de gosterilmigtir. Her iki grupta
da ortak GG orani digerlerinden yuksek bulunmustur ve istatistiksel olarak
anlamli iliski saptanmisgtir.

Tablo 9.13. Fetal-maternal TNFa -308G/A polimorfizminin term grupta

dagihmi

Bebek

n=101, n (%)

TNFa -308

GG GA AA TOPLAM |p
Anne GG 51(70,8) 110(13,9)|11(15,3) |72
n=101 |TNFa -308 [GA 4(40,0) [5(50,0) |1(10,0) [10 <0.01
n (%) AA 12(63,2) |10(0,0) |7(36,8) |19
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Tablo 9.14.Fetal-maternal TNFa -308 G/A polimorfizminin preterm grupta

dagihmi

Bebek

n=100, n (%)

TNFa -308

GG GA AA TOPLAM | p
Anne GG 79(94,0) [3(3,6) [2(2,4) 84
n=100 |TNFa-308 |GA 4(57,1) [1(14,3)|2(28,6) |7 <0,001
n (%) AA 5(55,6) [1(11,1)[3(33,3) |9

Maternal ve fetal TNF-a -308 G/A polimorfizminin term ve preterm

gruplardaki dagilimi, sirasiyla Tablo 9.13 ve 9.14’de gosterilmigtir. Her iki grupta

da ortak GG orani digerlerinden yuksek bulunmustur ve istatistiksel olarak

anlamli iliski saptanmisgtir.

Tablo 9.15. Fetal-maternal IL-1a 4845 G/T polimorfizminin term grupta

dagihmi

Bebek

n=101, n (%)

IL-1a

GG GT TT TOPLAM |p
Anne GG 4(36,4) |[5(45,5) (2(18,2) |11
n=101 |IL-1a GT 4(8,5) 28(59,6) [15(31,9)(47 <0,001
n (%) TT 2(4,7) 13(30,2) |28(65,1)|43

52




Tablo 9.16. Fetal-maternal IL-1a4845 G/T polimorfizminin preterm grupta

dagihmi

Bebek

n=100, n (%)

IL-1a

GG GT TT TOPLAM|p
Anne GG 0(0,0) 3(50,0) [3(50,0) |6
n=100 |IL-1a GT 1(4,0) 8(32,0) [16(64,0)|25 <0,01
n (%) TT 2(2,9) 5(7,2) 62(89,9) |69

Maternal ve fetal IL-1a 4845 G/T polimorfizminin term ve preterm

gruplardaki dagilimi, sirasiyla Tablo 9.15 ve 9.16'de gdsterilmistir. Term

grubunda GG ve GT orani digerlerinden yuksektir, preterm grubunda TT orani

digerlerinden yuksektir ve istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmistir.

Tablo 9.17. Fetal-maternal IL-18 -511C/T polimorfizminin term grupta

dagihmi

Bebek

n=101, n (%)

IL-1B

CC CT TT TOPLAM|p
Anne CC 18(52,9)(12(35,3) [4(11,8) |34
n=101 |IL-1B CT 10(25,6) |18(46,2) [11(28,2) |39 <0,001
n (%) TT 7(25,0) [6(21,4) |15(53,6)|28
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Tablo 9.18. Fetal-maternal IL-13-511 C/T polimorfizminin preterm grupta

dagihmi

Bebek

n=100, n (%)

IL-1B

CC CT TT TOPLAM | p
Anne CC 19(52,8)|17(47,2) [0(0,0) [36
n=100 |IL-1PB CT 16(36,4)|24(54,5) |4(9,1) |44 =0,125
n (%) TT 6(30,0) [11(55,0) |3(15,0)|20

Maternal ve fetal

IL-18 -511C/T polimorfizminin term ve preterm

gruplardaki dagilimi, sirasiyla Tablo 9.17 ve 9.18'de goOsterilmistir. Term

grubunda anlamli bir farkhlik bulunmazken preterm grubunda CC ve CT orani

digerlerinden daha vyuksektir ve istatistiksel acidan anlamh bir iligki
saptanmamistir.
Tablo 9.19. Fetal haplotip analizi
TNF-a TNF-a IL-1a IL-1B
Grup n (%) p
-238 G/A | -308 G/A | 4845 G/T | -511 C/T
Term 9(8,9)
GG GG TT CC <0.001
Preterm 31(31)
Term 9(8,9)
GG GG TT CT <0,001
Preterm 35(35)

Fetal sitokin genotiplerinin haplotip analizleri tablo 9.19'da gdsterilmistir.
Sirasiyla TNF-a-238 GG, TNF-a-308 GG, IL-1a 4845 TT, IL-1B -511 CC
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genotiplerine sahip olan preterm dogan bebeklerin orani term dogan bebeklerin
oranindan daha yuksektir(p<0,001).

Sirasiyla TNF-a-238 GG, TNF-a-308 GG, IL-1a 4845 TT, IL-1B -511 CT
genotiplerine sahip olan preterm dogan bebeklerin orani term dogan bebeklerin
oranindan daha yuksektir(p<0,001).

Maternal sitokin genotiplerinin haplotip analizleri istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir. Ancak p degerinin %5’e yakin ¢cikmasi dikkat ¢ekicidir.
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10. TARTISMA

Yenidogan donemindeki bakim olanaklarinin iyilesmesi ile diusuk dogum
agirlikh bebeklerin prognozunda énemli gelismeler olmasina ragmen, preterm
dogum, perinatal mortalite ve morbiditeyi etkileyen 6nemli bir faktordlr.
Preterm dogumlarla birgok sosyal, ¢evresel, medikal ve kalitsal faktorlerin
yakindan iligkili oldugu bilinmektedir. S6z konusu bu ¢oklu faktorler nedeni ile
patogenezde rol oynayan mekanizmalar ise halen aydinlatilamamigtir (83).
Organlarin immaturitesinden kaynaklanan yenidogan sorunlarina ek olarak
uzun vadede mental retardasyon, serebral palsi, akciger ve gastrointestinal
sistem problemleri, gorme ve igitme kaybi gibi eglik eden sekellerin
Onlenebilmesi toplumun genel sagligi agisindan da 6nemlidir. Bu yuzden erken
dogum eyleminden korunma, erken teshis ve tedavi stratejilerinin gelistiriimesi

guinumuiz maternal-fetal tibbinin hedeflerindendir.

immiinolojik perspektif ile dogum, term evrede fetusun rejeksiyonu olarak
tanimlanabilir. Dokunun g¢egitli uyarilara verdigi yanit olarak tanimlanan
inflamasyon ise, s6z konusu rejeksiyonu tetikleyerek gestasyonel yasin
digmesine neden olmaktadir. Gelen uyarinin imha edilmesi ile sagliklh dokunun
catisi ve islevi proinflamatuar ve antinflamatuar sitokinlerin koordineli calismasi
ile korunmaktadir. Bu durum gebelikte; gestasyonun erken déneminde aktif
olan antiinflamatuar sitokinlerin, gestasyonel yasin ilerlemesi ile yerlerini
proinflamatuar sitokinlere birakmasi ile kendini gostermektedir. Anti-inflamatuar
sitokinlerin erken evrede ¢ekilip yerini proinflamatuar sitokinlere birakmasi ise
spontan dusuk ve preterm dogumlari tetiklemektedir (33). Bu bigiyi destekleyen
diger bir veri ise; karacigerden proinflamatuar sitokinlere yanit olarak
sentezlenen ve akut faz reaktani olan C reaktif proteininin (CRP) preterm
dogumlarda artmasidir (69). Fetoplasental Unitenin gelisiminde 6nemli rol
oynayan maternal immudn sistem ile ilgili yapilan ¢alismalar anti-inflamatuar

sitokinlerin trofoblast hucreleri tarafindan maternal-fetal ylizeyde sentezlenerek
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bu bolgede proinflamatuar sitokin sentezini baskiladigini gostermigtir. Gebelikte
inflamasyona bagli olarak proinflamatuar sitokin artisit amnion sivisi,
myometriyum, desidua, fetal membranlar ve maternal serumda
gerceklesmektedir. Gebeligin Gglncu trimesterinde de enfeksiyondan bagimsiz
olarak amnion, koryo — desidua ve myometriyumda IL-13 and IL-8 artiginin
olmasi, dogumda enfeksiyondan bagimsiz olarak proinflamatuar sitokinlerin
onemine dikkat cekmektedir (27, 37).

IL-1, IL-6, IL-8, IL-5, interferon (IFN) ve TNF proinflamatuar sitokin
ailesinin tyeleridir. Bu ailenin uyelerinden TNF-a ve IL-1, endotelden
proinflamatuar &nculler salinarak vazodilator veya vazokonstriktor etki
yaratiimasina neden olmaktadir. Bu nedenle proinflamatuar sitokin ailesi icinden

TNF-a ve IL-1 calismamizda segilen sitokinler olmustur (56).

Sitokin kodlayan genler polimorfik yapiya sahiptir (29, 86). Bu nedenle
bireyler arasinda ekspresyon farkliliklari gorilmektedir. Polimorfik &zellikler,
proteinlerin ekspresyonlarindaki degisikliklere, hedef molekullere
baglanmalarina  ve  aktivitelerinde  degisimlere  neden  olmaktadir.
Polimorfizmlerden  kaynaklanan protein  fonksiyonundaki  degisiklikler,
hastaliklara  yatkinligi  ve  hastaligin  gelisimindeki  klinik  tabloyu
aclklayabilmektedir (29). Prostaglandin sentezinde rol oynayan serum sitokin
duzeylerinin, tekrarlayan gebelik kayiplarinda ve preterm dogumlarda artiginin
nedenlerinden birisi de sitokin genlerindeki polimorfizmlerdir (82). Preterm
dogumlar ile sitokin genotip iliskisini arastiran ¢alismalarin blyuk bir bolimu
yalnizca maternal veya fetal genotip ile preterm dogum arasi iligkiyi
arastirmistir. Anne ve fotusun arasindaki iligki, bir yandan fotal antijen
sunulmasini ve diger yandan da maternal immun sistem tarafindan bu
antijenlerin taninmasi ile belirlenen iki yonli bir etkilesim olmasi nedeni ile
calismamizda maternal-fetal TNF-a (-238 G/A, -308 G/A), IL-1a (4845 G/T) ve

IL-18 (-511 C/T) genotiplerinin preterm dogumlarla iliskisi arastiriimigtir.
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TNF superailesi 18 ligand ve 29 reseptorden olusur. Etkisini TNFR1 ve
TNFR2 araciligi ile gosterir. TNF, immun reseptor, proteaz, bluyume faktoru ve
hicre dongusinde islevsel olan genlerin ekspresyonunu kontrol ederek
inflamasyon, apoptoz, hicre gogu, proliferasyon ve farklilasma gibi hicresel

olaylarda gorev alir (42).

TNF-a ekspresyonu ilk kez amnion ve plasentdiddergmesinden
sonra degisik gestasyonel dokularda da eksprese oldugu gdsterilmistir. S6z
konusu sitokin villoz trofoblastlarin apoptozunda ve maternal desiduaya
trofoblastin invazyonunda iglevsel olup, ekspresyon duzeyindeki degisimlerin
amniyotik enfeksiyon, rekuran dusukler, preeklampsi, preterm dogum ve
endometriozis gibi reproduktif sistem hastaliklari ile iligkilendirilmistir (42). TNF-
a ekspresyonu transkripisyonel evrede kontrol edilmektedir. Calismamizda,
TNF-a geninde tanimlanmis -308 G/A ve -238 G/A polimorfizmleri incelenmistir.
Bu polimorfizmler Kakuzyanlarda en sik gériinen TNF-a polimorfizmleri olarak
bildiriimigtir (47). TNF-a -308 A alleline sahip bireyler yiiksek dizeyde TNF-a
sentezlemektedirler. Ek olarak kromozomal lokalizasyonu nedeniyle -308 A
alleli HLA Al, B8, DR3, DR4 (yuksek diuzeyde TNF-a uretimi) genotipleri ile
‘linkaj disekulibriumdadir”. Artan TNF-a Uretimi nedeni ile s6z konusu
varyasyonun otoimmun hastaliklara ve rejeksiyona neden olabilecegi rapor
edilmistir (90). TNF-a promobrinin -254 ile -230 arasi represor protein
baglanma bdlgesidir. -238 A substitisyonun transkripsiyonel represyona neden
olabilecegi bildirilmistir (47). Her iki polimorfizm icin inflamasyon ve immin
sistem hastaliklarina yatkinlhk ve/veya hastalik siddeti ile iligkilendirilen

arastirmalar vardir (51).

-238 G alleline sahip olan bireyler yiksek dizeyde TNF-a
sentezlemektedirler. Fetoplasental Unitede fotusun yiksek dizeyde TNF-a
sentezlemesi ile anti-inflamatuar/proinflamatuar dengesinin bozulmasina bagli

olarak erken dogum tetiklenebilmektedir. Kazzi ve ark. TNF -238 G allelinin
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brokopulmoner displazi fenotipi icin 6nemli bir risk faktorl oldugunu rapor
etmiglerdir (51). TNF-a -238 G/A genotiplememizde galisma populasyonumuzda
homozigot A alleli saptanmamistir. Benzer durum Ates ve ark. yaptigi bir
calismada daha goézlenmistir. Bunun sebebi toplumumuzda A allelinin daha
nadir gorulmesidir (6). Bulgularimizda term dogan bebeklerde -238 GA
genotipi preterm dogan bebeklere gore anlamh derecede yuksek bulunmustur
(p<0.05). Ek olarak maternal - fetal TNF-a -238 GA genotipi term olasihigini da
arttirmaktadir (p<0.05) (tablo 9.11, 9.12). Koruyucu etki A allelinden
kaynaklanmakta olup; term grupta A alleleinin orani istatistiksel olarak anlamli
derecede yuksektir (p<0.05). Calisma populasyonumuzun sayisinin arttiriimasi

ile daha anlamh sonug elde edilebilecegi dusunulmektedir.

Preterm dogumlardaki TNF-a -308 G/A polimorfizmi ile ilgili calismalarda
ise celigkili sonugclar bildiriimektedir. Afrikali Amarikali annelerde -308 A alleli
preterm yatkinlik faktori olarak tanimlanirken, Beyaz Avrupalilarda bu sonucg
elde edilememistir. Bunun nedeni A allelinin Afrika kdkenli bireylerde
frekansinin 0.17 olmasindan kaynaklanmaktadir. Beyaz Avrupalilarda ise soz
konusu frekans %18-27 arasinda degismektedir (1). Dizon Townson ve ark.
amniyon sivisinda ylksek dizeyde TNF-a saptanan anne ve bebeklerde A
alleli ile TNF-a dizeyi arasinda bir iliski elde edememigtir (23). Amory ve ark.
ise -308 G/A polimorfizmi ile preterm arasinda bir iliski saptayamamis ve TNF-a
-863 AA genotipinin bir yatkinlik faktort oldugunu bildirmistir (3). TNF -a 308
GG genotipi ile iliski preterm dogum yapan annelerde Moura ve ark. tarafindan
da bildirilmigtir (62) . Calismamizda da TNF-a -308 GA ve AA genotipi term
dogum yapan anne ve bebeklerde preterm grubuna goére anlamli derecede
yuksek bulunmustur (sirasiyla p<0,05, p<0,001). Celiskili sonuglarin varligi ve
etnik kdken farkhliklann g6z o6nune alindiginda, c¢evresel faktorlerin
modifikasyonunun fenotipe etkisi dikkat c¢ekici niteliktedir. Benzer bir bulgu ise
Macones ve ark. yaptigi bir calismadan gelmektedir. Bu ¢alismanin sonucunda
-308 A allelinin tek bagina preterm dogum etkeni olmadigi, ¢cevresel faktorlerin
(Or. Bakteriyel vajinozisin) modifikasyonu oldugu rapor edilmistir (57).
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Maternal-fetal genotip kombinasyonunun preterm dogum ile iligkisi
incelendiginde ise; maternal- fetal TNF-a -308 GA heterozigotlugunun term
dogum olasihgini arttirirken; heterozigot annenin bebeginin GG genotipine
sahip olmasi preterm dogum olasihgini arttirmaktadir (p<0.01) (Tablo 9.13 ve
9.14). Maternal- fetal genotip uyumu ( yuksek diizey sitokin Ureten/yuksek
diuzey sitokin Ureten veya tersi) gestasyonun basarili olmasi i¢in bir avantajdir.
Fakat genotiplerden biri yiksek dizey sitokin Uretirken, digeri disuk dizeyde
sitokin eksprese ediyorsa; bunun ayni transplant rejeksiyonlarinda oldugu gibi
fetal allogrfatin reddedilmesine bagli preterm dogum nedeni olabilecegini
digunmekteyiz (43).

Bakteriyal endotoksinlere karsi desiduanin IL-1 sentezledigi ilk kez
Romero ve ark. tarafindan rapor edilmistir (74). IL-1'in intrauterin dokulari
uyararak prostaglandin ve diger inflamatuar mediatorlerin  sentezini
baglatabilmesi nedeni ile intaruterin enfeksiyonlarda dogumu tetikleyen ana
faktor olabilecegini disunulmektedir. Romero ve ark. yaptiklari bir baska
calismada ise term ve preterm dogum yapan annelerin amniyon sivilarinda IL-1
dizeyini Olgulmagtur. Calisma; ikinci trimesterde olmayan IL-1 aktivitesinin
dcuncu trimesterde 14 kDa agirliginda ve izoelektrik noktasi 4.9 olan IL-1a
tarafindan geceklestirildigini ve bunun da IL-1'in gestasyonel yasin
matirasyonu ile iligkili olduguna isaret etmektedir. Bu bulguya ek olarak termde
spontan dodum yapan kadinlarda amniyon sivisinda IL-1 aktivitesi tespit
edilmisken, term olmadan yapilan dogumlarda IL-1 aktivitesi dl¢cilememesi, IL-
1’in term dogumdaki énemine isaret etmektedir. Intraamniyotik enfeksiyonlarin
neden oldugu preterm dogumda amniyon sivisinda IL-1 aktivitesindeki artigin
prostoglandin sentezindeki artig ile korelasyon gostermesi IL-1'in intaramniyotik
infeksiyonlara bagh preterm dogumda rol oynadiginin ilk bulgularindandir (73).
Daha sonra yapilan ¢alismalar da IL-1'in  maternal endometriyum ile embriyo
arasindaki iletisimi koordine eden, villoz trofoblast, maternal trofoblast ve
implantasyonun erken evresinde maternal deciduada ekspresyonu gergeklesen
bir parakrin faktor oldugu rapor edilmistir (30, 44, 78).
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IL-1’in iki formu farkh genler tarafindan kodlanmakta ve dogal olarak
farkll aminoasit dizilerine sahiptir. Ug boyutlu yapilar birbirine benzemesi
nedeni ile benzer reseptorlerle baglanarak benzer aktiviteyi yerine
getirmektedirler (30). IL-1a ve IL-1B genindeki polimorfizmlere bajli olarak s6z
konusu sitokin duzeyinde olusan degisikliklerin, periodontal ve kardiovaskuler
hastaliklara yatkinlik saglayabilecegi bildirilmigtir (31,32). Preterm dogum ile IL-
1 arasindaki ilk iliskilendirme ¢alismasi Afrika- Amerika populasyonunda yapilan
bir calismada gdsterilmistir (33). Diger ¢alismalarda ise maternal IL-1 a ve B
genotipleri ile preterm dogum arasi iligkisi tanimlanamamistir (5, 25, 28, 34, 54,
55, 60).

IL-1a geninde -889 G/T ve 4845 G/T tanimlanmis iki polimorfzimdir.
Calismamizda yer alan diger polimorfizmlerin aksine IL-1a 4845 G/T
polimorfizmi genin kodlama bdélgesinde lokalizedir.

Calisma grubumuzda ise IL-1a 4845 GG ve GT gencotipleri term anne ve
bebekte anlamli derecede sik gorulurken (sirasiyla p< 0.001, p<0.001), preterm
dogum yapan anneler ve bebeklerinde IL-1a 4845 TT genotipi term gruba gore
anlamli derecede yuksek bulunmustur (sirasiyla p<0,001, p<0,001.) Term
dogum yapan annelerde G allelinin preterm dogum yapan annelere gore daha
yuksek oranda bulundugu, preterm annelerde ise T allelinin term annelere gore
daha yuksek oranda oldugu gorulmustur (p<0.001). Bebeklerde de benzer
durum kayit edilmistir. T allel sikhgr preterm bebeklerde daha yuksektir
(p<0.001). IL1-a 4845 GT polimorfizminin maternal-fetal genotip iligkisinin term
ve preterm dogum ile iliskisinde ise; maternal 4845 GG ve GT genotiplerinin
term doguma yatkinhdr arttirdigi gozlenirken, fetal 4845 TT genotipinin
varliginin, anne genotipinden bagimsiz olarak preterm dogum olasiligini
arttirdigi gértlmastur (p<0.01) (Tablo 9.15, 9.16) . Sentez sonrasinda pro-IL-
1a 112-113. aminoasitler arasinda bulunan kesim bdlgesinden kalpain benzeri

proteazlar tarafindan kesilerek matir hale getirilir. IL-1a 4845 T alleli 114.
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pozisyondaki alaninin serine degismesine neden olmaktadir (23). IL-1a 4845
T allelinin beyaz irkta preterm dogum igin bir risk faktori oldugunu belirten
Engel ve ark. bu durumu matir IL-1a dzeyinin azalma sina baglamaktadir
(28). Olasi diger bir mekanizma ise olusan hidrofobik indeksin degisimine bagh
olarak proteazin enzimatik etkisi azalmakta ve prolL-1a’nin matur IL-1d’ya
donusimu zorlagarak fibrotik kaskadi baslatmaktadir. IL-1a’'nin literaturde
tanimlanmis bu fibrogenik etkisine bagl olarak interselller matriksde fibréz
doku olusumunu tetikler. Olusan fibr6z doku inflamasyona ek olarak diger
sitokin (IL-6) ve kemokin sentezini arttirarak gestasyonel yasin kisalmasinda
rol oynayabilir. ileri calismalar ile bu bulgunun degerlendiriimesi gerekmektedir
(14, 29).

IL-1B adezyon molekilleri ve diger sitokinlerin ekspresyonunu tetikler. -
511 C/T IL-1B genin promotdr bolgesinde bulunan iki polimorfizmden birisidir. -
511 TT genotipi yuksek dizeyde IL-18 sentezine neden oldugu bildiriimistir (26,
27). Calismamizda ise IL-1B -511 TT genotipi term bebeklerde preterm dogan
bebeklere gore anlamli derecede yuksek bulunmustur. -511 CT genotipinde ise;
preterme yatkinlik artarken, CC genotipi ile preterm arasinda anlaml bir iligki
kurulamamistir. Annelerde de IL-1B -511 C/T polimorfizminin term veya preterm
dogum ile iligkilendiriimemistir. Maternal -511 TT genotipi ile fetal CT genotipi
preterme yatkinligi arttiriken, maternal -511 CT veya -511 TT genotipi ile fetal -
511 TT genotipleri eslestiginde term dogum olasihgi artmaktadir (p<0.01)
(Tablo 9. 17, 9.18). Verilerimizden elde edilen bu celigkili IL-1B  promair
aktivitesinin -511 ve -31 arasindaki allelik etkilesimlerin 6nemli olabilecegini
dugundurmektedir. Ek olarak IL-1 etkisini reseptoru aracihgr ile
gerceklestirmektedir. Reseptorun ekspresyon derecesi de hucresel yanitta
onemli bir etkendir (40). Bu nedenle IL-1 sistemindeki total inflamatuar fenotipin
bir arada incelenmesi preterm doguma yatkinligin agiklanabilmesi icin gereklidir
(40).
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Ornek genigiliginin yeterli olmamasi nedeni ile uygulanacak testin
gucundn dusuk olmasi nedeni ile genotipler ile gebelikte kargilagilan sorunlara

iliskin hipotez kontroll istatistiksel olarak yapilmamistir.

Haplotip analizinin gergeklestirimesinde olusturulan tim genotip
kombinasyonlarinda tablo 9.19'da verilen iki haplotipin preterm dogan
bebeklerde en yiuksek oranda oldugu gortulmektedir. Ancak her iki
kombinasyona iligkin preterm dogum oranlari arasinda goérilen %4’lik fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir. Bu durum o6rnek genigiliginin

arttirlmasi durumunda degisebilece@i dusunulmektedir.
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11. SONUC

Calisma populasyonumuzda TNF-a -238 AA genotipi saptanmamigstir.
Bulgularimizda termde dogan bebeklerde -238 GA genotipi preterm
bebeklere gore anlamli derecede ylksek bulunmustur (p<0.05). Ek olarak
maternal-fetal TNF-a -238 GA genotipi term olasiigini arttirmaktadir
(p<0.05).

TNF-a -308 GA ve AA genotipi term dogum yapan anne ve bebeklerde
preterm grubuna goére anlamh derecede yuksek bulunmustur (sirasiyla
p<0,05, p<0,001). Maternal—fetal genotip kombinasyonunun preterm dogum
ile iligkisi incelendiginde ise; maternal-fetal TNF-a -308 GA
heterozigotlugunun term dogum olasiligini arttirirken; heterozigot annenin
bebeginin GG genotipine sahip olmasi preterm dogum olasihgini
arttirmaktadir (p<0.01).

T allel sikligi preterm dogum yapan anne ve bebeklerde daha yuksektir
(p<0.001). Maternal IL1-a 4845 GG ve GT genotiplerinin termjdma
yatkinhgi arttirdigi gozlenirken, fetal 4845 TT genotipi, anne genotipinden
bagimsiz olarak preterm dogum olasiligini arttirmaktadir (p<0.01).

IL-18 -511 TT genotipi term bebeklerde preterm dogan bebeklere gore
anlamli derecede ylksek bulunmustur. -511 CT genotipinde ise; preterme
yatkinlik artarken, CC genotipi ile preterm arasinda anlamli bir iligki
kurulamamistir. Annelerde de IL-18 -511 C/T polimorfizminin term veya
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preterm dogum ile iligkilendirilememigtir. Maternal -511 TT genotipi ile fetal
-511 CT genotipi preterme yatkinligi arttirirken, maternal -511 CT veya -511
TT genotipi ile fetal -511 TT genotipleri eslestiginde term dogum olasiligi
artmaktadir (p<0.01).

5. Antiinflamatuar/proinflamatuar sitokin arasindaki dengenin bozulmasi ile
iliskilendirilen preterm dogum multifaktéryal bir hastaliktir. Calismamizin
devaminda diger sitokinlerin de genotiplemelerinin yapilmasinin uygun

oldugu dusunulmektedir.

6. Gen ekspresyonunda c¢evresel faktdrlerin de dnemli rol oynamasi nedeni ile
popillasyonlara 6zgu veri tabanlarinin olusturulmasi 6nemlidir. Topluma
O0zgu verilerin elde edilmesi ile risk altindaki gruplarin belilenmesine ek

olarak patogenezdeki mekanizmanin aydinlatilabilmesi saglanabilir.
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