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1. OZET

Yenidogan doneminde, immun sistemin tam olarak gelismemesine bagl
kargilagilan komplikasyonlara ek olarak, yenidoganin “prematire” olmasi
prenatal mortalite ve morbidite hizini arttiran baslica faktordir. Gorilme
sikliginin %9 olmasi nedeni ile, gunumuz perinatal tibbinin ¢ézmeye ¢alistigi ve
cevresel, tibbi ve kalitsal faktorlerin rol oynadigi ¢oklu degisimlere bagh bir
yenidogan sorunudur. Patogenezi aydinlatmaya yonelik yapilan caligmalarda
inflamasyonun gestasyonel sureci etkilemesi, preterm etkeni olarak kabul
gormesine neden olmustur. Bu bulgu inflamatuar yanitin olugmasinda rol
oynayan proteinleri kodlayan genlerdeki polimorfizmlerin, preterm yatkinhk
faktori olarak arastiriimasini gerektirmektedir. Mannoz baglayan lektin-2
(MBL2) karacigerden sentezlenir ve hipogammaglobulinemik fazda rol oynayan
bir lektin yolagi proteinidir. Maternal serum dizeyinin gebeligin ilk trimesterinde
artisina ek olarak nidasyon, plasentasyon ve hamileligin devaminda islevsel
oldugunun anlasilmasi, MBL2'nin gebelik komplikasyonlari-inflamasyon
iliskisinin aydinlatiimasinda belirte¢ olabilecegini gostermistir. Serum dizey
farkhligi, 10911.2-921’e lokalize olan MBL2 geninin promotor ve 1. ekzonundaki
tek nukleotid polimorfizmlerinden (SNP) kaynaklanmaktadir. Promotor
bolgedeki  polimorfizmler genin  transkripsiyonunu etkileyerek protein
dizeyindeki degisimlerden sorumludur. MBL geninin 1. ekzonunda meydana
gelen gen varyantlari ise proteinin homopolimer 6zelligini bozarak,
sitoplazmada degredasyona yatkin hale gelmesine neden olur. Bu bilgiler
dogrultusunda, ¢calismamizda term ve preterm dogumlarla maternal—fetal MBL2
ekzon 1 genotiplerinin iligkisi arastiriimigtir.

Bu amacla, 100 term (38,8+1,2 hafta) ve 83 pretermden (30,2+2,7 hafta) elde
edilen maternal ve kord kan orneklerinden genomik DNA izolasyonu yapilmistir.
Daha sonra MBL2 kodon 52 (db SNP ID rs5030737), 54 (db SNP ID rs1800450) ve
57 (db SNP ID rs1800451) genotiplemesi PZR-RFLP analizi ile gergeklestiriimistir.
Kodon 57 polimorfizminin toplumumuza 6zgu olmadigi goézlenirken, term
dogumlarda maternal kodon 54 230 G/A genotipinin preterm dogum yapan

annelere gore anlamli derecede ytksek oldugu (p<0.045) saptanmistir. Preterm
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grupta, fetal-maternal kodon 54 GG genotip sikliginin term fetal-maternal gruba
gOre daha yuksek oldugu saptanmigtir (p<0.001).

Gebelik inflamasyonun arttigi bir slrectir. Proinflamatuar sitokin dizeyindeki
artis gestasyonel slreci de kisaltir. Onceki g¢alismalarda, kodon 54 230 G/A
genotipinin  dusuk duzeyde MBL2 sentezledigi goOsterilmigtir. Bu veriler
birlestirildiginde, gestasyonel slUrecin uzamasina neden olan genotipin  bir
avantaj sagladigi gorulmektedir.

Multifaktoriyel hastaliklarda rol oynayan mekanizmalarin tek bir parametre ile
aciklanmasi s6z konusu degildir. Gestasyonel surecin devamliliginin
saglanmasi ic¢in fetal-maternal immdanitenin karsilikli regilasyonunda rol
oynayan genler ile ilgili veri tabanlarinin olusturulmasi, ile risk gruplarinin
belirlenmesi muimkun olabilecektir. Bu nedenle, bu calismanin fetal-maternal
immuan regulasyonda rolu olan diger faktorlerle birlestirilerek devam etmesi

gerektigi kanisina variimistir.

Anahtar Kelimeler: Mannoz baglayan lektin-2 (MBL2), PZR-RFLP, preterm
dogum, tek nukleotidlik polimorfizm (SNP)
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2. SUMMARY

In addition to complications associated with the immature immune system of
newborns, “preterm” birth is the main factor that increases prenatal mortality
and morbidity. With a 9% incidence, it is a newborn problem associated with
multi factorial variations, which environmental, medical and genetic factors
enroll that has been tried to be solved. The molecular studies strongly indicate
inflammation as a risk factor for shorter gestational age. These findings strongly
suggest that gene polymorphisms in the inflammatory pathway are a candidate
for the explanation to preterm tendency. A lectin pathway component mannose
binding lectin-2 (MBL2) is synthesized in liver and participates in
hypogammaglobulinemic phase. MBL2 is assigned as a marker for the
explanation of pregnancy complications and inflammation not only due the
increase in serum level in the first trimester of pregnancy but also it participates
in nidation, placentation and maintenance of pregnancy. MBL2 gene is located
at 10q11.2-g21. The single nucleotide polymorphisms (SNPs) in promoter
and/or in the first exon of the relative gene are responsible for the interindividual
serum MBL level. Polymorphisms in promoter are responsible from changes in
protein level by affecting transcription rate, where as variants in exon 1 are the
cause of susceptibility to degradation in cytoplasm by degrading homopolymer
structure of protein. Therefore, we felt it was prudent to evaluate further the
relation between the maternal-fetal MBL2 exon 1 genotype and term- preterm
births in our population.

Genomic DNA was isolated from maternal and cord blood samples of 100 term
(38,8+1,2 weeks) and 83 preterm (30,2+2,7 weeks ) deliveries. MBL2 codon 52 (db
SNP ID rs5030737), 54 (db SNP ID rs1800450) and 57 (db SNP ID rs1800451)
genotyping was performed by PCR-RFLP. The frequency of codon 57
polymorphism was found to be zero for all groups. Maternal codon 54 230 G/A
genotype frequency was significantly high in term births than the preterms
(p<0.045). In preterm group, the frequency of fetal-maternal GG genotype was

also higher than term fetal-maternal group (p<0.001).



Pregnancy is an inflammatory process. Therefore, the rise in proinflammatory
cytokine level may shorten the gestational process. Previously it was reported
that codon 54 230 G/A genotype syntheses MBL2 in low level. As a result, the
genotype associated with longer gestational period is an advantage for term
pregnancy.

The pathological mechanisms of multi factorial disease can not be predicted by
using a single marker. There it necessitates further investigation by using other
genes enrolling in the delicate balance between fetal-maternal immune system.
Therefore the collective data may provide insights of the pathological

mechanism and hence may predict the individuals under risk.

Keywords: Mannose-binding lectin-2 (MBL2), PCR-RFLP, preterm delivery,
single nucleotide polymorphism (SNP)
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3. KISALTMA VE SIMGELER
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6. GIRIS VE AMAG

Immiin sistem dogal ve adaptif olmak Uzere iki grupta siniflandirilir.
Dogal bagisiklik, patojenlere karsi hizli ve 6zgul olmayan yanit seklidir. Dogal
bagisikhgin hem implantasyona ve hem de plasentaya invaze olmaya ¢alisan
mikroorganizmalara kargl savunmada bulunmasi zorunlu bir yanit olarak kabul
edilmektedir (4).

In vivo galismalarda, gestasyonel dokulara bakteri, lipopolisakkarit veya
bakteriyel endotoksin uygulamalarinin proinflamatuar sitokin ve prostoglandin
sentezini artmasina bagli olarak, preterm dogumu tetikledigi gosterilmistir. Bu
bulgu, dogal bagisiklik sisteminin preterm dogumun patogenezindeki rolinu
isaret etmektedir. Proinflamatuar bir protein olan Mannoz Baglayici Lektin’nin,
(MBL) preterm dogum ile iligskisinin arastirimasi da bu acgidan 6nem
tasimaktadir (4,37).

Memelilerde embriyonun anne rahmine implantasyonuna izin veren
evrimsel adaptasyon immunolojik bir problem olusturur. Bagisiklik sisteminin
kendi komponentlerini digerlerinden ayirarak yabanci dokulari reddetme
mekanizmasindan farkli olarak, “fetal allografti” reddetmemesi halen bitlinuyle
acgiklanamamig bir paradokstur. Plasenta, fotusun anneye yamalanmasindaki
fetal dokudur ve bagisikligi uyarici bir etki olusturarak, bazi antikorlar igin segici
gegirgen bir zar gorevi gorurken, enfeksiyon gibi zararl etkilere karsi koruyucu
bir engel olusturur. Fotusun devamliidini saglayabilmek igin hem fetal
immunitenin taninmasi, hem de maternal immunitenin baskilanmasi gereklidir.
S0z konusu bu baskilanmada, hem fetal ve hem de maternal faktorlerin rolu
oldukga 6nemlidir. Bu baskilanma sturecinde olusan degisiklige bagh olarak,

gestasyonel sureg etkilenerek preterm dogumu tetiklemektedir (1,4).

MBL karacigerde uretilen, bagisikligin baglamasinda 6nemli rol oynayan
bir serum akut faz proteinidir. Sirfaktan protein A (SP-A) ve D (SP-D) gibi



kolektin ailesinin bir Gyesidir. Diger kolektin aile Uyelerinde oldugu gibi, MBL’nin
karakteristik 0Ozelligi karbohidrat tanima bolgesi (CRD) ve kollajen bodlge
icermesidir (7,10,34). MBL molekuler agirliklari yaklasik 32 kDa (228 amino
asit) olan birbirlerine benzer 3 polipeptidten olusan trimerik yapida olan bir
proteindir. Buket benzeri yap1 3 - 6 trimerin bir araya gelmesi ile olugur (12).
Her polipeptid CRD, boyun bdlgesi, kollajen bdlge ve sisteinden zengin bolge
icerir. Bu multimerik yapisi sayesinde Gram (+) ve Gram (-) bakterilere,
mikobakterilere, virislere ve mantarlara baglanabilir (17,24). Bodylece
mikroorganizmalari ¢okturerek, fagosite edilmelerini mumkun kilar. Ayrica MBL,
serin proteazlarin (MASP) araciligi ile kompleman-lektin yolagini da aktive eder
(29). S6z konusu aktivasyon islemi, MBL’'nin konakgi-savunma sisteminde
onemli bir yer tutmasini saglar. Bu olay 6zellikle immunitenin hentz gelismedigi,
yeni kazanilacagi infantil suregte onemlidir. MBL duzeyi dusuk olan bireyler

hayatin ilk doneminde ciddi bakteriyel enfeksiyonlara daha sik yakalanirlar (3).

MBL2 geni diger kolektin genleri gibi 10. kromozom Uzerine lokalizedir ve
4 ekzondan olugsmaktadir. Ekzon 1’deki 54. kodondaki glisin’nin aspartik asit’'e
doénusmesi, 57. kodondaki glisin’nin glutamik asit'e donlismesi ve 52. kodondaki
arjinin’in sistein’e donusmesi, MBL proteininde fonksiyonel bozukluga sebep
olan baslica varyasyonlardir. S6z konusu bu varyasyonlar serum MBL
dizeyinin azalmasina neden olmaktadir. Bozulan opsonizasyon ise

organizmayi enfeksiyonlara agik hale getirmektedir (10,19).

Bu calismada amacimiz, maternal — fetal MBL2 ekzon 1 genotiplerinin

term ve preterm dogumlarla iligkisinin arastiriimasidir.



7. GENEL BILGILER

Bagisiklik sistemi, dodustan gelen ve sonradan kazaniimis (adaptif)
korunma mekanizmalarindan olusur. Enfeksiyonlara kargi geligtiriimis ilk
savunma mekanizmasi, dogustan gelen bagisikliktir (14,45). Omurgasizlarda
dogustan gelen bagisiklik sistemi, enfeksiyona karsi asil savunma mekanizmasi
olup, fagositoz araciligi ile olusturulan ve 6zgll olmayan bir cevap seklidir.
Seciciligindeki gelismiglik sayesinde kendi molekullerini patojeninkilerden ayirt
edebilir. Ilk baslarda dogustan gelen bu bagisikligin fagositlerle yapilan ve 6zgdil
olmayan bir immun yanit oldugu dusunulse de, daha sonralar patojenler ile
kendi bilesenlerini birbirinden ayirabildigi anlasiimistir (14,15). Bu molekdller,
evrimsel suregte korunmus ve patojen ile uyarilan molekuiler yollari tanimasi
nedeni ile omurgasizlara ek olarak omurgalilari da enfeksiyonlara karsi oldukca
etkili bir sekilde korur. Konagin patojenlere karsi savunmasindan basariyla
kagan patojenler ¢ok sayida “patern” tanima molekuline maruz kalir (45). Bu
proteinler fagositozu kolaylastirarak mikroorganizmalarin yok edilmesini saglar
(26). Toll-benzeri reseptorler (Toll-like receptor —TLR), kolektinler ve fikolinler
patern tanima molekil ailesinin  Uyesidir. Uzerinde calisilan insan
kolektinlerinden biri mannoz baglayan lektin 2 (MBL2) veya diger bir adiyla
“collectin subfamily member 2 — COLECZ2 dir (19).

Sir Frank Macfarlane Burnet ve John McCrea tarafindan yaklagik 60 yil
énce influenza virlisiinli inaktive edici a, B ve y inhibitérlerinden, B inhibitdriine
MBL adi verilmigtir. Memeli serum lektininin varligi ilk 6nce Robinson ve ark.
(1975) tarafindan bildirilmis ve Kawasaki ve ark. (1978) MBL'yi tavsan
karacigerinden izole etmigtir. Wild ve ark. ise sigana ek olarak karacigerden de

izole etmiglerdir (12).

1968’de yeni dogmus bir hastada plazma faktéri eksikligine bagl,
tekrarlayan bakteriyel enfeksiyon rapor edilmistir (27). Hastada bagka bir

bagisiklik yetersizligi gozlenmemesine ragmen, hasta serumunda bulunan



notrofillerin ~ Saccharomyces cerevisiae’'yy (maya) fagosite edemedigi
gorulmustur (20). Bu bozukluk, ayni c¢alismada baska bir verici serumu
kullanilarak giderilmistir. Daha sonra yapilan c¢aligmalarda, bu s6z konusu
plazma faktérinun MBL oldugu anlasiimigtir. S. cerevisiae kullanilarak yapilan
in vitro galismalar, bagigikliktaki bu eksikligin patojen opsonizasyonlarindan biri
oldugunu gostermistir. 1987°de, bagisiklik yetersizligi mekanizmasi agiklanarak,
MBL'nin yapisal ve fonksiyonel olarak klasik komplement yolaginin basglatici
molekull olan C1q’ya benzedigi, ancak patojenlere antikordan bagimsiz olarak

baglanabildigi gosterilmigtir (45).



7.1. Mannoz Baglayan Lektin (MBL)

MBL proteini, karaciger tarafindan uretilen akut faz proteinidir. Hem
kollajen bolgeleri hem de lektin bolgelerini olusturan kolektin ailesinin Uyesidir.
Kollajenik ve lektin bolgelerinden dolayr kolektinler “mucociliary escalator”,
fagositler ve diger c¢cozunebilir proteinler (laktoferrin, defensinler) ile birlikte
solunum yolundaki ilk korumayi olustururlar (11). insanlarda kolektinler,
hidrofilik surfaktan protein olan SP-A, SP-D ve MBL’yi kapsar (11,12,41). Major
insan kolektinlerinden olan SP-A ve SP-D’nin yapisal 6zellikleri MBL’ye benzer
(41). Bunlar, gogunlukla akciger ve diger mukozal bolgelerde bulunur. Ug
polipeptid zincirinin bir araya gelmesi sonucunda klasik kollajen Ug¢lu sarmal
yap! ile s6z konusu protein olusur. C-terminal bélge ve bu Ug¢ zincirli alt Unite,
daha sonra disulfit baglarla stabilize edilerek yuksek vyapili oligomerleri
olusturur. MBL ve SP-A'nin buket benzeri bir yapisi varken, SP-D hag
seklindedir (11). (Sekil 7.1)

—
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MBL

Sekil 7.1. insan kolektinlerinden MBL, SP-A ve SP-D’nin yapisi - Davies ve

ark. (11)den alinmigtir.



7.2. Kompleman Sistemi

Dolasimda ve zarda bulunan bir dizi proteoliz reaksiyonunun ve
proteinlerin bir araya gelmesi, kompleman sistemi ile yurataltr (36). Yenidogan
bagisikhidinin bir pargasi olarak, patojenlere karsi ilk korumayi saglar ve adaptif
imman yanitin gelisimi ve modulasyonunda da onemli rol oynar. Kompleman
sistemi 35’ten fazla c¢ozllebilir plazma proteini ve hicre ylzey baglanma
komponentlerinden olugmaktadir. Bu proteinlerin ¢ogu karacigerde, az miktari

ise mononukleer fagositlerde uretilir (18).

Komplemanda birbirini izleyen enzimsel olaylarin aktivasyonu alternatif
yol, klasik yol veya lektin yolu ile yapilir. Bunun sonucunda ise mikrobiyal
opsonizasyon, fagositlerin iyilestirimesi ve bakteriyolizis gerceklesir. Bu Ug¢
yolagin her biri C3'U, C3b’ye kesecek olan konvertazin birikmesini saglayarak
mikrobiyal yuzeye etki eder. Klasik yolagin birgok Uyesinin alternatif veya lektin

yolaklarinda yapisal ve fonksiyonel homologu vardir (40).

Klasik ve lektin yolaklari birgok yonden birbirlerine benzer (Sekil 7.2). Her
ikisinin de aktivasyonu sonucunda, C4bC2a (C3 konvertaz) enzim kompleksi
meydana gelir. Taniyici olan molekul, uygun aktivasyon yapisina baglandiginda
bu yolaklar aktif hale gelir. Taniyici molekullerle etkilesen serin proteaz (SP)
zimojenleri aktif hale gelerek, kaskadin bir sonraki komponentlerini de aktif hale
getirir (18).

Klasik yolak, mikrobiyal yiizey antijenlerine baglanan immiinoglobulin G
(IgG) veya Ig M ile aktive edilir. Bu baglanma, antikorun Fc kisminda klasik
yolaktaki taniyici molekul olan C1g’nun baglanabilecedi bir bolge olusturur (40).
Bu molekul, 18 polipeptid zincirinden (6A,6B,6C) olusur. Ayrica 6 adet globular
bas kisim ile 6 adet kollajen benzeri yapiya sahiptir. Globuler baglar immun
komplekslerinin antikor komponentlerine baglanirken, kollajen uglar C1r ve C1s

SP tetramerlerini tutar. C1s-C1r-C1r-C1s tetramerinde her iki proteaz da ayri



fonksiyonlara sahiptir. C1r otoaktivasyon sonucunda C1s zimojenini aktive eder.
Aktif hale gelen C1s, C4 ve C2yi kesmekten sorumlu olan C1 kompleksinin
enzimatik komponentidir (16,35). Bunun sonucunda C3 konvertazi olusur ve C3
konvertaz da C3’U keserek (C3b) hedefin fagositik hlicrelerce opsonizasyonunu

veya hedef zarin gegirgen hale getirilmesini saglar (36).
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Sekil 7.2. Komplement aktivasyonunda lektin ve klasik yollar — Worthley ve ark.

(45)'den alinmistir.



C1r ve C1s’in ortak fizyolojik inhibitord C1 inhibitori’dur. Serpin tipinde
bir inhibitdr olan C1 inhibitoru, proteazlarin yalanci substratidir. Aktif haldeki C1r

ve C1s ile kovalent kompleksler olusturur (18).

C3’Un, sadece ona 6zgu mikroorganizmalarla kovalent bag olusturabilen
molekuller arasi tiyo ester bagi vardir. Bu baglanma komplement sisteminin en
onemli ozelliklerinden biridir. Bu yolla mikroorganizmalar, fagositler tzerindeki
C3 reseptorleri ile taninarak fagosite edilir ve ge¢ komplement komponentleri
olan C5-C9 sitolitik kompleksini (zara saldiran kompleks) olusturmak Uzere
aktive olur (14).

Lektin yolaginda ise MBL ve fikolinler (H,L,M) gibi farkl tanima
molekdlleri rol oynar. Bu molekduller, tek tip polipeptid zincirinden olugmalariyla
ve mikroorganizmalar Uzerindeki patojen ile iligkili molekuler yapilara (PAMP)
baglanmalar digindaki 6zellikleri ile C1g'ya benzerler. Lektin yolu, klasik yola
benzerlik gosterir, ancak bu yolakta antikorlar gorev almaz. Ayrica, MBL ve
fikolinlerin farkh patojenler igin farkli oligomerik formlari vardir (18). Mikrobiyal
yuzeylerdeki mannoz igeren karbohidratlara baglanirlar. Klasik yolaktaki C1r ve
C1s ile yapisal ve fonksiyonel benzerlik gosteren MASP’lar, MBL ile bir araya

gelerek C4’U aktive edecek bir kompleks olustururlar (40).



7.3. Mannoz Baglayan Lektin-iligkili Serin Proteazlar

(“MBL-associated serine proteases” - MASPs)

Lektin yolagindaki taniyici komponentler olan MBL ve serum fikolinleri,
patojenik hucrelerdeki seker veya N-asetil gruplara dogrudan baglanarak
komplementi aktive edici 3 enzimi aktif hale getirir. Bu enzimlere “MBL-
associated serine protease’- MASP denir. YUksek yapili MBL oligomerleri serin
proteazlar ile birlikte fonksiyonel bir kompleks halinde bulunur. En baskin
proteazlar MASP-1 (6pg/ml) ve MASP-2 (0.5ug/ml) iken, MASP-3 minor
komponentlerdendir. Bunlara ek olarak proteolitik aktivitesi olmayan bir molekul
olan MAp19 da (sMAP) lektin-MASP kompleksi ile baglantiidir (34).

MASP’lar, klasik yolaktaki C1r ve C1s’in homologudur. Hepsi ayni
moduler organizasyona sahiptir. Bunlar; a) Clr/Cls komplement komponenti
bulunan iki bdlge: Uegf ve “bone morphogenic protein 17 — CUB bdélgeleri, Ca*?
baglayan epidermal buyume faktdrli (EGF) benzeri bolge ile bunlar takiben 2
komplement kontrol proteini (CCP). b) C-terminal serin proteaz bdlgeleri (Sekil
7.3). Amino terminal bdlgesinin homodimerizasyonunda ve MBL'ye
baglanmasinda CUB1:EGF:CUB2 kompleksi etkindir (18,44).

EGF benzeri bdlgeye baglanan Ca*? iyonu, hem intra hem de
intermonomer CUB-1-EGF baglantilarini stabilize eder. C1s ve MAp19’'un CUB-

1 modiliiniin distal sonunda ikinci bir Ca*®

a baglanma bdlgesi tanimlanmigtir.
Bu veriler, C1s ve MASP-2nin Ca*?a bagll homodimerizasyonunu
acgiklamaktadir. Ayni yapisal prensiplerin MASP-1 ve MASP-3 proteazlarinin

homodimerizasyonunda da etkili olabilecegi disunulmektedir (18).



erine protease
domain

Sekil 7.3. C1r/C1s/MASP enzim ailesi Uyelerinin organizasyonu ve yapisi - Gal

ve ark. (18)’den alinmigtir.

Memeli MASP-2 (686 amino asit) ve 171 MAp19’un (185 amino asit) her
ikisi de 1. kromozom Uuzerinde bulunan MASP-2/MAp19 geninden “alternatif
splicing” sonucu sentezlenir. MAp19 proteini, MASP-2’'nin CUB1 ve EGF
modulinu ve ayrica fazladan 6zel bir C-terminal (EQSL) tetrapeptidini igerir.
MASP-1 (699 amino asit) ve serin proteaz bolgesi icermeyen MASP-3 de (728
amino asit) benzer olarak 3. kromozom Uzerindeki MASP-1/3 geninden
“alternatif splicing” ile olusur. Bunlar, benzer amino terminal bolgelerine sahiptir,
ancak farkli baglanma ve serin proteaz bolgeleri vardir (18,44). Bu iki mozaik
proteazin varligi “ekzon shuffling’e iyi birer érnektir. Son ¢alismalar, MAp19’un
MASP ile yarisip, MBL ve fikoline baglandigini gostererek, lektin komplement
yolaginda duzenleyici bir gorevi oldugunu dusundurmektedir (14).
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MASP’lar genellikle zimojen halde bulunurlar. Lektin-MASP kompleksinin
patojen Uzerindeki hedef epitoplara baglanmasi yapisal degisiklige neden olur.
Bunun sonucunda, MASP-1 ve MASP-2’'nin CCP-2 modull ve serin proteaz
bdlgeleri arasindaki arjinin-izolésin bagi kesilerek otoliz ile aktif hale gelir.
(18,36,44).

Yalnizca MASP-2'nin komplement aktivasyonundaki rolu tanimlanmigtir.
Klasik yolaktaki C1s gibi, MASP-2 ilk olarak C4’U keserek C4b ve C4b2a’yi
olusturur. Opsoninde kilit nokta olan C3b’nin yeterli dizeye gelmesiyle C5
konvertaz aktivite kazanir. C5 daha sonra anfilatoksin C5a’y1 uretir ve C5b
fragmani, patojenlerin dogrudan parcalanmasina neden olan membran atak
kompleksinin olusumunu baslatir (Bkz. Sekil 7.2). MASP-1 ve MASP-3’ln
goOrevleri daha az bilinmektedir, ancak MASP-1'in C3’e bagimsiz olarak
baglanabildigi ve C2’yi kestigi gorulmustur. Boylece, lektin-MASP kompleksi ile

tetiklenen komplement aktivasyonunu arttirdig1 dustnulmektedir (44).

MASP’larin  substrat 6zgullikleri ve fizyolojik rolleri tam olarak
aciklanamamigtir. MASP-3’GUn enzimatik Ozellikleri hakkinda c¢ok az sey
bilinmektedir. In vitro deneyler MASP-3 zimojeninin kendi kendini aktive
edemedigini gostermistir.  Ancak zimojeni kesen baska bir proteaz da
tanimlanmamistir. Aktif haldeki MASP-3’lin sentetik bir substrat olan N-karboksi
benziloksglisin-L-arjinin tiyo benzil ester’i (Z-Gli-Arj-S-Bzl) (kxatkm=1.94x10*M"s™)
kesebildigi gosterilmistir (18). Bugunkl bilgilerimiz dahilinde MASP-3 igin
belirlenebilen tek substrat, “insulin benzeri buyume faktorine baglanan protein
57tir (IGFBP-5). Ancak bunun da fizyolojik bir substrat oldugu kesinlik
kazanmamigtir (44). C1r/C1s/MASP ailesinde C1 inhibitéri ile inhibe
edilemeyen tek proteaz MASP-3’tlr. Bu proteazin C4 ve C2'yi kesen MASP-

2'nin regulasyonunu azalttigi dusunulmektedir (18,44,45).

MBL ile MASP’lar arasindaki baglanma, MBL’nin kollajen bodlgesinin bir

parcasi ile MASP’In amino-terminal bodlgesi arasinda gercgeklesir. MBL ile
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MASP-1 arasindaki afinite 3.2nM, MBL ile MASP-2 arasindaki afinite 2.6 nM’dir.
MASP’In amino-terminal bdlgelerinin GUcu de (CUB1-EGF-CUB2) tam boydaki

proteinlerin baglanma 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasi igin gerekli ve yeterlidir (44).

Farkli MBL oligomerleri, komplementi farkli afinitelerle aktive eder.
Siganda purifiye edilmis trimer (1.181£0.23) ve tetramer (0.95+0.05) alt
birimlerinin  aktiviteleri en yuksek iken, bunu MBL dimerleri takip eder
(0.24+0.06). Tekli alt birimlerin ise belirlenebilen bir aktivitesi yoktur. MBL dimer,
trimer ve tetramerlerinin hepsinin fonksiyonel olup da tekli alt birimlerinin
olmamasi, kompleksin stoikometrisine bagldir. MASP dimerlerinin en az 2 MBL
alt birimine baglanma bdlgesi vardir. En uygun yerlesim, MASP dimerinin her bir
protomerinin bir MBL alt birimi igin yiksek afiniteli baglanma bdlgesi icerdigi
yapidir. Bu nedenle, MBL dimerleri tek bir MASP dimerine sikica baglanirken,
trimer ve tetramerler iki MASP dimerine baglanabilir. Dimer, trimer ve
tetramerler en az bir MASP dimerine yuksek egilim ile baglanabilir. Tekli MBL
alt birimleri de MASP’lara baglansa da, afinitesi, bluyuk MBL oligomerlerinden
~1000 kat daha dusuktur ve bu da biyolojik aktivitelerinin dislk olmasina neden
olur (44).
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7.4. Fikolinler

Fikolinler hem kollajen hem de fibrinojen benzeri bolgeleri iceren bir grup
proteindir. MBL yolagi MASP’larla oldugu kadar fikolinlerle de aktive edilir.
Fikolinler yapisal olarak kolektinlere benzer (Sekil 7.4). L,H (Hakata antijeni) ve
M fikolin olmak Uzere Uge ayrilir. Bunlar MASP ve MAp19’larla etkileserek lektin
yolagini aktive ederler. MBL ile kiyaslandiklarinda farkli baglanma &zellikleri
vardir (14).

Fikolin

Kollajen benzeri bilge

] 1
[+ [sososoxvrasiss
SH

- |
Fikrrinojen benzeri hilge

Sekil 7.4. Fikolin’in bolge ve oligomerik yapisi — Endo ve ark. (14)'den

alinmigtir.

L- ve H- fikolinleri hepatositlerden sentezlenen salgisal faktorlerdir. L-
fikolininin gram (+) bakteride bulunan lipoteikoik asite baglandigi gosterilmistir
(14). Yapisinda bulundurdugu kollajen ve fibrinojen benzeri bolgeler ile N-
asetilglukozamin ve diger bilesiklere baglanabilir. MBL’ye kiyasla L-fikolin’nin
daha segici bir tanima alani vardir (36). H-fikolin bronslarda, alveolar sivida ve
safrada da bulunur. Ayrica serum lektini olmayan ve |okositlerden sentezlenen
bir M-fikolini belirlenmistir. MASP ile etkilesen M-fikolin, lektin yolagini aktive

eder ve segici olarak Staphylococcus aureus’a baglanir (12).
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7.5. MBL’nin Yapi ve Gorevleri

C-tipi bir lektin (Ca*?a bagli) olan MBL’nin bagisiklik sistemindeki rolii
oldukca onemlidir. Birgok bulasici hastaliga yatkinhk MBL eksikliginden
kaynaklanmaktadir. MBL iki formda bulunur: Serum-MBL (S-MBL) ve
intraseltler-MBL (I-MBL). Her iki form da karacigerde sentezlenir ve tek mRNA
formunda translasyona ugrar. [-MBL’nin endoplazmik retikulum-golgi aygiti
arasindaki tasiyici vezikullerde ifadelendigi Nonaka ve ark. (2007) tarafindan

bildiriimigtir. S-MBL ise komplementi lektin yolagi Uzerinden aktive eder (29).

Her iki MBL proteini de 32 kDa'luk (228 amino asit) U¢ 6zdes polipeptid
zincirinin bir araya gelmesiyle olusan oligomerlerdir (Sekil 5). Bunlar kendi
aralarinda kollajene benzeyen uglu sarmallari olustururlar. Ginimuzde bilinen
iki tane MBL geni vardir;, MBL1 ve MBL2. Bu iki gen, gen dublikasyonu
sonucunda ortak bir atadan kdken almistir (19). Bunlardan MBL1
“pseudogen”dir. MBL2 geninin Urunu ise translasyona ugrar (12). Fonksiyonel
MBL2 geni 10. kromozom uzerine (10g11.2-9g21) lokalizedir ve 4 ekzondan
olusmaktadir. Her peptid, MBL2 geninin farkl ekzonlarindan kodlanan 4 ayri
bolgeyi kapsar (26). (Sekil 7.5/a)

Sisteince Kollajen bélge
zengin bolge |

[ |
=AWV MBL peptidi

[ ] ) MBL trimeri
1 2.6 trimer
Dolagimdaki
Y MBL

Sekil 7.5/a. MBL peptidinin yapisi - Tsutsumi ve ark. (41)'den alinmistir.
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Ekzon 1 (21 amino asit) sinyal peptidini, sisteinden zengin bolgeyi ve
yedi kopya glisinden zengin kollajen bdlgeyi kodlar. Ekzon 2 (59 amino asit)
kollajen bdlgenin geri kalanini (on iki kopya), ekzon 3 (30 amino asit) boyun
bdlgesi olarak bilinen a-helikal sarmal yapiyl ve ekzon 4 (188 amino asit) ise
kalsiyum-bagli karbohidrat tanima bdlgesini (CRD) kodlar. Her zincirde;
patojenleri oligosakkarit bolgelerinden taniyan C-terminal bolge, kisa a-helikal
hidrofobik boyun bdlge, 19 Gli-Xaa-Yaa tripletini (X ve Y herhangi bir amino
asit) iceren kollajen bolge ve sisteinden zengin amino-terminal bdlge vardir.
Uclii sarmal vyapi, sisteinden zengin amino-terminal bolgesi igerisindeki
hidrofobik ve disulfit baglarla sabitlenir. Dolagim sistemindeki tim MBL’lerin
temel yapisi bu sekildedir (12,21). (Sekil 7.5/a ve 7.5/b)

5
550 —
M —
+i
Ekzon 1
Ekzon 2
Elzon 3
Kodlanmayan bilge Eb 4
Sinyal peptidi
Capraz bajlama bilgesi
Kollajen bilge
Boyun bélgesi
Karkohidrat tamima 3
bolgesi MBL-2 geni

Sekil 7.5/b. insan MBL2 geninin yapisi ve kodlanan protein Grlnleri -
Dommett ve ark. (12)’den alinmigtir.
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MBL2 geninin promotor bolgesindeki korunmus elementler bu proteinin
akut faz reaktanti oldugunun bir belirtisidir. Ekzon-1'in yaklagsik 1 kb’lik
upstream bolgesinde ekzon-0 adi verilen fazladan bir alternatif ekzon bulunur.
MBL2 geninin transkripsiyonu bu bodlgeden de baslatilabilir. Ekzon-0, proteine
dondlrulmez, bu nedenle olusan alternatif transkript, predominant transkripte
benzerdir. Karacigerden uretilen MBL proteinin buyuk ¢cogunlugu ekzon-1'den
baslayan transkriptlerden meydana gelir, ancak yaklasik %10-15’i ekzon-0'dan
baslayan transkriptlerdir (19,21). (Sekil 7.6)

—— promoter | ——p o promoterf —
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Sekil 7.6. MBL2 geninde yer alan promotor ve cis-acting elementler -

Garred ve ark. (21)’den alinmigtir.

MBL kollajen benzeri bolge araciligi ile MASP’lar ile birlesir. Polipeptid
zincirinin trimerizasyonu kollajenik Uglu helikal bolge ile saglanir ve boylece bir
alt birim olusur. Sisteinden zengin amino-terminal bdlge, U¢ polipeptid zinciri
arasindaki kovalent modifikasyonu saglar ve ayrica bir¢ok alt birimin oligomerik
yaplya baglanmasinda gorevlidir. Kisaca u¢ polipeptid, yapisal bir alt birim
olusturmak uzere bir araya gelir ve bunlardan 3-6 tanesi matur proteini olusturur
(14). (Bkz. Sekil 7.5/a)

Fonksiyonel MBL, yapisal birimin (homotrimerik) ylksek organizasyonlu

multimerleri seklinde (tetramerler, pentamerler ve hekzamerler) olusur. insan
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MBL oligomerleri, dimerler ile hekzamerler arasinda dedgisiklik gdsterirken,
bunlardan trimer ve tetramerler baskin tiptir (44). X 1sini kristalografi ile elektron
mikroskobu c¢aligmalari, bu oligomerlerin buket-benzeri bir yapiya sahip
oldugunu gostermistir (12). Bu yapi, MBL lektin bdlgesi ile patojen Gzerindeki
oligosakkarit arasinda yuksek afiniteli bir iligki olusturur. Bunun sonucunda MBL

multimerlerinin konformasyonu degiserek MASP aktivasyonu saglanir (45).

MBL'deki heterojenite, oligomerlerin karaciger hicrelerinin endoplazmik
retikulumdaki biyosentezinden kaynaklanir. “Pulse-chase” deneyleri gdstermistir
ki, MBL alt birimleri tek baslarinayken hizlica bir araya gelirken, protein daha
blayuk oligomerik formlara daha yavas maturlesir. Oligomerlerin boyunu kontrol
eden anahtar faktorler amino terminalindeki disiilfit baglandir. insan MBL’sinin
her bir polipeptidinin bu bdlgesi icerisinde, 3 sistein motifi bulunmaktadir.
Sekresyondan once eglenmemis sistein amino asitleri disulfit baglar ile
sapkalanmaya egilimlidir. Bu oldukga onemli bir mekanizmadir, ¢unku serbest
sistein amino asitleri MBL icin retansiyon sinyali gibi davranir. Bu nedenle
yalnizca sisteinleri ortaya ¢ikmamig olan oligomerler sekresyon igin hazirdir
(45).

Batun MBL proteinlerinin kollajen bdlgelerinin ara noktasinda, sisteinden
zengin bolge ile kollajen bolge arasinda ve kollajen bolge ile a-helikal boyun
bdlgesi arasinda bosluklar vardir. Bu bolgeler esnek bir mentese gibi islev
gorurler. MBL'deki bu esnek bolgeler kompleks aktivasyonunu indukleyici
konformasyonal degisiklige izin verir. Kollajen bolge ile boyun bdlgesi
arasindaki esneklik molekullin bakteriyel hucre yuzeyine yerlesimini saglarken,
molekulin diger ucundaki degisiklikler de alt birimlerin yeniden dizilmelerine ve

MASP aktivasyonuna neden olur (45).

MBL, CRD araciligi ile Ca*? varliginda piranoz zincirinden 3- ve 4-
hidroksil gruplu karbohidratlara, korunmus amino asitler olan Glu185, Asn187,
Glu193, Asn205 ve Asp206 Uzerinden baglanir. MBL'nin en dnemli ligantlari

arasinda D-mannoz, N-asetilglukozamin ve glikoz vardir. Ancak, sterik ihtiyaca
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uymayan D-galaktoz ve sialik asitin de MBL’ye karsi belirlenemeyen egilimi
vardir. MBL’nin sterik segciciligi, patojenik mikroorganizmalarin sahip oldugu
karbohidrat rezidullerinin tanimasini ve kendi komponentlerini bunlardan

ayirmasini saglar (14).

MBL proteini mikroorganizmalarin yuzeyindeki 6zgul seker gruplarini
taniyarak yabanci olanlari digerlerinden ayirir. Yabanci yuzeydeki D-mannoz, L-
fukoz ve N-asetilglukozamin gibi karbohidratlar taniyabilir (26,27). Ayrica
fosfolipitlere, nukleik asitlere ve glikozillenmis proteinlere de baglanabilir (12).
CRD’nin monosakkaritlere karsi afinitesi zayiftir. Bu nedenle birden fazla MBL
alt birimi iceren c¢oklu CRD-seker baglantilari MBL’nin patojenlere siki
baglanmasinda ve komplement  aktivasyonunda gereklidir (44).
Mikroorganizmalara ait kapsul gibi 6zellikler MBL'nin baglanmasini engeller ya
da baglanmasina izin verir. MBL bu multimerik yapisi sayesinde Gram (+) ve
Gram (-) bakterilere, mikobakterilere, virlslere ve mantarlara baglanabilir. Bu
baglanma ile mikroorganizmalarin ¢oktlrilerek fagosite edilmesi mumkin
olmaktadir (27).

Mikroorganizmalarin sahip olduklari farkli yapisal ozelliklerin MBL
baglanmasina etkisini anlayabilmek icin patojenik Neisseria kullanilarak bir dizi
calisma yapilmistir. Bu calismalarda kapsul ve terminal sialik asitin roll
arastinimistir. Sialik asite sahip organizmalarin MBL’ye kargi direncli olduklari
gorulurken, olmayanlarin MBL tarafindan kolayca pargalandiklari saptanmistir.
Kapsulin varhdr veya yoklugunun lipopolisakkarit yapinin  (LPS)
sializasyonundan daha az belirleyici oldugu gorulmustur. Ayrica Salmonella
enterica serovar Typhimurium mutantlar ile yapilan g¢alismada, O antijeninin
etkilenmesinin MBL’ye baglanmayi engelledigi goruimustuar. LPS’nin G¢ boyutlu
yapisinin organizmaya MBL’nin baglanmasinda belirleyici bir roli oldugu ve
bazi LPS vyapilarinin ifadelenmesinin MBL baglanmasini azaltici bakteriyel

virilent mekanizmasi gibi davrandigi goralmugtur (42).
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7.6. MBL Genindeki Polimorfizmler

insan saghgindaki lektin yolaginin dnemi MBL genindeki polimorfizmler
ve MASP-2 ile iligkili immuan eksiklikler ile belirlenmistir. Belli bir populasyon
icerisindeki serum MBL konsantrasyonunun degisiklik gostermesi gogunlukla
kalitsal faktorlere baghdir (45). MBL geninin gerek promotor ve gerekse de
okuma bolgesindeki polimorfizmler, birgok bakteriyel, viral ve parazitik
enfeksiyonlara yatkinlik saglamaktadir. Ozellikle gcocukluk déneminde ve adaptif
bagisiklik sisteminin yetersiz kaldigi durumlarda (HIV, kemoterapi) bu risk artar.
Komplementin koruyucu etkisinin yani sira, bazi durumlarda zamansiz
aktivasyonu konakta hasara neden olmaktadir (gegcici iskemi sonrasinda kalp ve

bobrekte meydana gelen sitotoksisite gibi) (44).

Ekzon 1'deki Ug¢ farkh tek nukleotid polimorfizmleri (“single nucleotid
polymorphism” — SNPs) MBL proteininde fonksiyonel bozukluga sebep
olmaktadir. Bunlar 54. kodondaki (db SNP ID rs1800450) glisinin aspartik asite
donusmesi, 57. kodondaki (db SNP ID rs1800451) glisinin glutamik asite
donusmesi ve 52. kodondaki (dbo SNP ID rs5030737) arjininin sisteine
donusmesidir. Bu SNP’ler MBL peptidinin kollajen benzeri helikal yapisini bozar
ve MBL peptidlerinin/peptid trimerlerinin multimerleri olusturmasina engel olur.
Polimorfizmlere gére adlandirma Sekil 7.7°de verilmektedir (Bu adlandirma

bulunus siralarina gore yapilmistir) (41).

Kodon 54 (B) ve kodon 57 (C) varyantlari GglU heliksin igindeki glisin’in
dikarboksilik asit araciligi ile yer degistirmesi sonucunda olur. Proteinin nemli
bir bolima bukulir. Kodon 52 (D) varyanti ise, arjininin sisteinle yer degistirmesi
sonucu fazla sistein disulfit baglarinin olusumu ile gergeklesir. S6z konusu bu

varyasyonlardan birinin bulunmasi durumunda ‘O’ olarak tanimlanir (12).

19



550  -221 / / ‘
G—C G—C
H/L XY 4 223 230 239

=T podons3" Kodon 5 Kodon 57
PIQ Argicys GlylAsp  Gly/Glu

A/D A/B A/C

Sekil 7.7. MBL2 geninde yer alan tek nukleotid polimorfizmleri - Tsutsumi

ve ark. (41)den alinmigtir.

Serum MBL miktarlari her kodlanan genotipte degisiklik gosterir. MBL2
geninin promotér bolgesindeki ve &5’-kodlanmayan bdlgeleri serum MBL
dizeyinin degisimine sebep olur. SNP’ler promotdr bdlgenin -550 (G—C, alleller
H ve L), -221 (G—C, alleller X ve Y) ve 5-kodlanmayan bodlgenin 4.
nukleotidinde (C—T, alleller P ve Q) bulunur (35). Ayrica promotorun -427, -
349, -336, del (-324'ten -329'a kadar) ve -70 pozisyonlarindaki nukleotid
degisiklikleri de MBL serum konsantrasyonunu etkiler. Promotdrin -550 ve -221
bdlgelerinde bulunan polimorfizmler, HY, HX, LY ve LX haplotiplerini olusturur.
Normal kodlanan bdlge (A) ile cis olarak kalitilirlarsa; HYA, LYA ve LXA
siraslyla yuksek, orta ve dusuk serum miktari olarak adlandirilir. Bu promotor
haplotiplerinin ekzon 1’deki polimorfizmlerle siki bir baglantisi vardir ve bunun
sonucunda HYPA, LYPA, LYQA, LXPA, HYPD, LYPB ve LYQC haplotiplerini
olustururlar (15,34). (Bkz. Sekil 7.7)
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7.7. MBL’nin Hastaliklar ile iligkisi

Kollajen benzeri serum proteini olan MBL, komplement sisteminin

aktivasyonunu tetikleyerek konakgi savunmasinda onemli bir rol Ustlenir. MBL2

geninde saptanmig olan SNP’ler proteinin stabilitesi ve serum konsantrasyon

duzeyini etkilemektedir. Epidemiyolojik calismalarda elde edilen veriler ise;

MBL2 serum konsantrasyonunun enfeksiyon, otoimmuin, metabolik ve

kardiyovaskuler hastaliklara yatkinhk faktori oldugunu géstermektedir (41).

Tablo 7.1°de, MBL2 genotipi ile iligkilendirilen hastaliklar 6zetlenmektedir.

Tablo 7.1. MBL2 ile iligkilendirilen hastaliklar

1. Otoimmun Hastaliklar

Klinik Bulgu

Systemic Lupus Erythematosus
(SLE)

MBL eksikligi bu hastalarda solunum yolu
enfeksiyon riskini arttirir. Arteriyal tromboz
gelistirme riskini arttirir (41).

Rhematoid Arthritis (RA)

Klinik calismalar MBL genotipi OO olan RA
hastalarinda, bu genotipi tagimayanlara oranla
tahrip edici etkinin daha hizl gelistigini
gOstermistir (12,41).

Colyak Hastaligi

Dusuk MBL genotipi Colyak hastaligi ile ve ayni
zamanda sekonder otoimmun hastaliklarin
gorilme sikhklarindaki artis ile baglantilidir (39).

2. Inflamatuar Hastaliklar

Ulcerative colitis (UC) ve
Cohn’s Disease (CD)

CD ve kontrol grubu karsilastirmasi sonucunda
dustk MBL varyant haplotipli bireylerin sayisini
UC’lerde disik bulmuslardir (UC<CD) (39).

Cystic Fibrosis (CF)

Mutant MBL2 alleli tagiyan hastalar pulmoner
fonksiyona daha az yatkindir ve hastaligin son
asamasinda hayatta kalma streleri daha kisadir
(11,12).

Sepsisli hastalarin MBL varyant genotiplerinin
sikligi, sepsis olmayan hastalara gore daha

SIRS/Sepsis yuksektir(39).
Varyant MBL allellerine sahip olan ¢ocuklarda
yaban tip ¢ocuklara kiyasla atesli nétropeni
suresinin 2 kat daha fazla oldugu goériimugtir
3. Notropeni (12,27,39).
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Tablo 7.1. MBL2 ile iligkilendirilen hastaliklar (devami)

4. Vaskiler Bozukluklar

SLE’li hastalarda OO genotipinin arteriyel
tromboz icin risk faktért oldugu belirlenmistir
(41).

Kawasaki Hastaligi

Bu hasta grubunda MBL varyasyonlarinin
sikliginin daha yiksek oldugunu saptanmistir
(39).

Aterosklerozis

Miyokardiyal enfeksiyon gelisme riskinin MBL
eksikligi olan bireylerde daha ylksek oldugunu
saptanmistir (39).

5. Obstetrik

RSA’ll giftlerde MBL eksikliginin gortlme
sikhginin yalnizca bayanlarda degil, ayni
zamanda erkek partnerlerinde de yiiksek oldugu
bulunmustur (39).

Chorioamnionitis

Spontan preterm dogum yapan kadinlarda B
allelinin bu hastalikla iligkili oldugunu
bulunmustur (39).

[o2]

. Viral Enfeksiyonlar

Kodon 54 polimorfizmi ve -221 promotor
polimorfizmi’nin HBV hastaliginin nedenlerinden
en az biri ile iligkili oldugunu gorulmugtir (6).

Kodon 52’deki polimorfizminin beyaz irkta HBV
kazanimi ile iligkili oldugu gorulmastur (6).

HCV hastalarinda bir tane B allelinin olmasinin,
hastaligin kronik aktif hepatit veya siroza

Viral Hepatit ilerleyisini arttirdigi saptanmistir (6,12).
MBL varyant allelleri agisindan homozigot olan
bireylerin HIV enfeksiyonuna yakalanma riskinin
HIV de yuksek oldugu saptanmistir (12,27).

~

. Bakteriyal Enfeksiyonlar

Mycobacterium tuberculosis

MBL eksikliginin tlberklloza karsi koruyucu etki
sagladigi gorulmastir (10,30).

Neisseria meningitidis

MBL varyant allelleri ile hastaligin iligkili
oldugunu goésterilmistir (13).

8. Fungal Enfeksiyonlar

Dusuk MBL miktarinin nekroza sebep olan
pulmoner Aspergillosis’e neden oldugu
gOrialmistir (45).
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7.8. MBL’nin Preterm Dogum ile iligkisi

Preterm dodum, serviks, fetus, fetal membran, plasenta ve
myometriumda meydana gelen patolojik olaylara bagl olarak erken gestasyonel
suregte gebeligin sonlanmasidir (37<hafta). Gebelik, maternal ve fetal
inhibitorlerin dengede oldugu, uterin faktorlerinin baskilandigi bir sudregtir.
Dogum ise, baskilanmis uterus faktorlerinin kontraktil hale gelmesi ve fetusun
dogum kanalina gelmesine olanak saglayici bicimde serviksin geniglemesi ile

gelisen fizyolojik bir suregtir (4,8).

Preterm dogumlar, intrauterin enfeksiyon, uteroplasental iskemi,
hemoraj, “uterine over distension”, servikal hastaliklar, stres, endokrin
bozukluklar ve proinflamatuar mediatorlerin  fazla ifadelenmesinden

kaynaklanan multifaktoriyel bir sendrom olarak tanimlanabilir (8).

Bu patolojik durumda Ozellikle maternal-fetal araylz inflamatuar faktorleri
onemlidir. Preterm dogumlarin baslica nedeni intrauterin enfeksiyonlardir. S6z
konusu bu enfeksiyonlar dogal badisiklik sistemini aktive ederler.
Mikroorganizmalar patern tanima reseptoru olan TLR’ler tarafindan taninirlar ve
inflamatuar sitokinlerin sentezlenmesini saglarlar. Mikrobiyal endotoksinler ve
proinflamatuar sitokinler prostaglandin sentezini arttirmalarina ek olarak,
matriksi degrade edici enzim sentezi ve fetal membranlarin riptaru ile uterus

kontraksiyonunu da tetikleyerek dogumu baslatirlar (8).

inflamasyonun dogumdaki rolii makrofaj ve nétrofillerin myometriuma
dogru hareketleri ile de kanitlanmaktadir. S6z konusu inflamatuar, hacrelerin
“‘influksina” ve sitokin mRNA’sinin sentezlenmesine eslik eder. Proteomiks
calismalari, dogum surecinde “upregulasyona” en c¢ok sitokinlerin ugradigini

gostermektedir (8).
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MBL2 ise dogal bagisiklik sisteminde onemli rol oynayan bir
proinflamatuar molekuldur. Patojenler Uzerinde bulunan karbohidratlara
baglanarak komplement sisteminin lektin yolaginin aktive edilmesini sadlar.
MBL eksikligi opsonizasyon bozukluguna neden olmakta ve o6zellikle immun
kompetan bireylerde rekiran enfeksiyonlara neden olmaktadir. Yenidoganlarin
immun sistemleri de baskilanmis sayilir. Cunkl adaptif immauniteleri
gelismemistir ve savunma sistemleri maternal antikorlara ve dogal bagisiklik
sistemine baglidir. Bu durum da yenidoganlarda sik gorulen enfeksiyonlarin

baslica nedenidir (8).

Neonatal yogum bakim Unitesine en sik basvuran hasta grubu ise
“‘premattre” dogan bebeklerdir. Yenidodan bebeklerde yapilan bir calisma;
dogumdan bir hafta sonra MBL konsantrasyonunun hem term hem de preterm
bebeklerde arttigini gostermistir. Dusuk MBL konsantrasyonu ise dusuk

gestasyonel yas ile iligkilendirilmigtir (17).
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8. GEREG VE YONTEM

8.1. Geregler
8.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Trizma Baz (Sigma T6066), Borik Asit (Sigma B6768), EDTA (Sigma
E5134), NaCl (Sigma S3014), SDS (Sigma S3014), Proteinaz K (Sigma
P2308), Fenol (Sigma P4557), Kloroform (Sigma C2432), izoamilalkol (Sigma I-
9392), Agaroz (Sigma A5093), Agaroz Wide Range/Standard 3:1 (Sigma
A7431), Tris-Asetat-EDTA Tamponu (Sigma T8280), %100 EtOH (Riedel-de
Haén), Primer (Alpha DNA), dNTP (Roche 11814362001), Taq DNA polimeraz
(Roche 11596594001), Cfol (Roche 10688541001), Mboll (MBI-Fer ER0822),
BshNI (MBI-Fer ER1001), MgCl, (Sigma M1028), DMSO (Sigma D8418),
Amonyum persulfat (APS) (Sigma A9164), Akrilamid (Sigma A9099),
Bisakrilamid (Sigma MZ2022), Orange G (Sigma Q3756), Etidium Bromur (10
mg/ml) (Sigma E1510), TEMED (Sigma T9281), 50 b¢. 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 25 ml 0,2 M Tris (242 g Trizma Baz + 1 L dH20;
(pH:8.0)

EDTA 1 ml 0,5M EDTA (163,6 g EDTA + 1L dH.0;
(pH:8.0)

dH.0 474 ml

e 1M NaCl

NaCl 1,45 ¢

dH.0 25 ml
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e %10 SDS

SDS 25¢g

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,0O 10 ml

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan ¢ozeltiler:

e %10 DMSO

DMSO 10 ml
dH,0 90 ml
e 25 mM MgCl,

¢ 10X Taq Buffer

Agaroz Jel Elektroforezi:

e 0,5XTAE
Tris-Asetat-EDTA Tamponu 100 ml
dH,O 2L

e Etidium Bromur

Etidium Bromr 500 pl

dH0 750 pl

e 50 bg. DNA agirlik belirleyici
DNA marker 1l

6X Yukleme boyasi 1 pl

dH,0O 5ul
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¢ Yukleme Tamponu
Gliserol 55 ml
1X TAE 45 mi
OrangeG 0,1g

Poliakrilamid Jel Elekroforezi:

e Akrilamid/Bisakrilamid (29:1)
e %10 APS

APS 0,5g
dH,0 5 mi
e 5XTBE

Trizma Baz 54 ¢
Borik Asit  27,5g
0,5M EDTA 20 ml

dH.0 1L

o 1XTBE

5X TBE 200 ml
dH.0 800 ml

8.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Kodak EDAS 290 goruntu analiz sistemi
Biorad yatay elektroforez tanki

Cleaver yatay elektroforez tanki

Biorad dikey elekroforez tanki

Biofuge stratos santrif(j

Biofuge pico santriflj

Nuve FN500 etuv

Nuve EN400 etuv

Thermolyne Maxi MixIl vorteks

Bioer XP Thermal Cycler
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8.2. Yontemler

Calismamiza, etik kurul izni ve aile onayi alinan 100 term, 83 preterm
bebek ve anne katildi. Calisma o&rnekleri, Eylil 2008-Mart 2009 tarihleri
arasinda Baskent Universitesi Ankara, Adana, Konya Uygulama ve Arastirma
Merkezleri ile Saglik Bakanlhgi Etlik Zubeyde Hanim Dogumevi ve Kadin

Hastaliklar Egitim Arastirma Hastanesinden toplandi.

Tek yumurta ikizi olan ve dusuk dogum agirlikli bebekler gcaligsma digi

birakildi. Normal vajinal dogum ile sezeryan dogum ayirimi yapiimadi.

Dogumdan oOnce, annelerin klinik ve obstetrik takipleri (kaginci gebelik
oldugu, yasayan bebek sayisi, Onceki gebeliklerindeki yasadidi sorunlar),
mevcut risk faktorleri (Erken Membran RUptirl, Koryoamniyonit, Preeklempsi,
Diabetes Mellitus, Gestasyonel Diabetes Mellitus, Plasental Yetmezlik) ve
gestasyonel yaslari kaydedildi. Bebegin dogum agirhigi ve cinsiyeti not edildi.
Dogumdan sonra, yenidogan yogun bakim ihtiyaci gosteren term ve preterm
bebekler, yodun bakimda kaldiklari slrece gelisen sorunlar (Respiratuvar

Distres Sendrom, Sepsis, Nekrotizan Enterokolit v.b.) yoninden takip edildi.

DNA izolasyonu gerceklestirilerek kalitsal faktorlerin incelenmesi amaciyla,
kan orneklemeleri i¢cin anneden 5 ml kan alinarak 0,072 ml %7.5 KS3-
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) solisyonu iceren standart taplere konuldu.
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 Ornegi alinmasi
istendi. Kan 6rnegi 0,072 ml %7.5 EDTA solusyonu iceren standart tuplere
konulduktan sonra, soguk zincir sartlarina uyularak, DNA degerlendirilmeleri
yapilmak tzere Bagkent Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Ana
Bilim Dali laboratuarlarina goturulda.
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8.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

. 500 pr'lik kan 6rnekleri 1.5 mr'lik epperdorf tliplere konulur.

Uzerlerine 750 plt Tris-EDTA soliisyonu eklenerek ¢ok iyi karismasi

saglanir. 12.000 rpm’de 3 dk santriftjlenir.

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

bahsedilen iglem tekrarlanir.

3. ve 4. turlar igin ise, 500 ult Tris-EDTA solusyonu eklenir ve 12.000

rpm’de 2 dk santrifujlenir.

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

150 plt 1M NacCl

150 plt %10’'luk SDS

100 plt Proteinaz K

eklenir.

6.

37°C’de 1 gece bekletilir.

Her bir tiipe 450 plt Fenol-Kloroform-izoamilalkol eklenir ve vorteks

yapilir.

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

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.
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11. Alkoll tamamen ugurmak igin tupler kapaklar agik birakilarak 37°C’lik
kuru blokta bekletilir.

12. DNA’lar 150 plt dH,O c¢ozilerek kullanilacaklari gline kadar -86°C’de

bekletilir.

8.2.2. MBL2 genotiplemesi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

MBL2 geninin kodon 52, 54 ve 57 polimorfizmleri belirlenmesinde

kullanilan primer dizisi Tablo 8.1’de verilmistir.

Tablo 8.1. MBL2 geni kodon 52, 54 ve 57 PZR i¢in kullanilan primer dizileri

Polimorfizm Primer Dizisi

5’-CATCAACGGCTTCCCAGGCAAAGATGCG-3’- F
Kodon 52 5-CAGGCAGTTTCCTCTGGAAGGTAAAG-3-R

5-ATAGCCTGCACCCAGATTGTAG-3- F
Kodon 54  |5-AGAGACAGAACAGCCCAACAC-3 -R

5-ATAGCCTGCACCCAGATTGTAG-3- F
Kodon 57  |5-AGAGACAGAACAGCCCAACAC-3 -R

PZR’lar, son hacim 30 plt olacak sekilde 25 mM MgCl,, 10 mM
deoksiribonulkleotid trifosfat (ANTP) ve 5 U/ult Taqg DNA polimeraz kullanilarak

hazirlanmistir.
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PZR Urunleri kodon 54 ve 57 igin sirasiyla Banl ve Mboll kesim enzimleri
kullanilarak kesilmigtir. PZR Urunlerinin amplifikasyonu, etidyum bromur (EtBr)

ile boyanmis % 2’lik agaroz jel elektroforezinde yurutulerek kontrol edilmistir.

PZR kosullari:
94°C’de 5 dakika

94°C’de 30 saniye
54°C’de 45 saniye 35 dongl
72°C’de 45 saniye

72°C’de 5 dakika

Kodon 52’deki polimorfizmler igin kullanilan primer dizisi Tablo 8.1°de
verilmistir. PZR son hacmi 30 plt olacak sekilde 25 mM MgClz, 10 mM (her bir
dNTP’nin son konsantrasyonu 200 pM olacak sekilde) ve 5 U/ult Tag DNA

polimeraz kullanilarak hazirlanmistir.

PZR kosullar::
94°C’de 5 dakika

94°C’de 45 saniye
65°C’de 45 saniye 35 dongu
72°C’de 45 saniye

72°C’de 7 dakika

Calismamizda kodon 52, 54 ve 57 polimorfik bolgelerinin analizinde

uyguladigimiz PZR yontemi igin orneklerin hazirlanmasi Tablo 8.2 verilmistir.
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Tablo 8.2. PZR protokoli

PZR Master Mix Son Konsantrasyon
dH,O 15 plt

10X Taq Buffer 5 plt 1X

dNTP (10 mM) 1 plt 200 yM/her bir dNTP
MgCl; (25 mM) 3 pit 2,5mM

Primer “Forward” 0,75 plt 10 pmol/plt

Primer “Reverse” 0,75 plt 10 pmol/plt

Taq Polimeraz (5u/plt) 0,25 plt 1,25u

%10 DMSO 2,5 plt %8

Genomik DNA 2,5 plt 100-200 ng

Restriksiyon Fragman Analizi (RFLP)
%12’lik poliakrilamid jel elektroforezinde yurutulen restriksiyon enzim
kesim UrUnleri EtBr ile boyanarak, goruntilemesi Kodak EDAS 290 ile

gerceklestiriimistir. Tablo 8.3’de kesim paternleri ile ilgili bilgi verilmektedir.

Tablo 8.3. RFLP analizinde kullanilan enzimler ve kesim paternleri

Kesim Enzimi Kesim Paterni

CC:91bc,28b¢

73{7;/ CT:119bg,91bg,28bg
TT:119bg

o GG:263bg,52b¢

o GA:315b¢,263bg,52b¢
AA:315bg
GG:315b¢

I\(JSSO)” GA:315b¢,272bg,43bg
AA:272bc,43bg.
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F31bg. |

242be.
190bg.

147be.

111bg.,110bg. [E

B7b.

CpUC Mix Marker 8

. PCR arind {119bg.)

. Kodon 22 CC genatipi (2Mbe. 28bg.)

. Kodon 52 CT genotipi (118bg., 91be. 28k
. Kodon 52 CC genatipi (91bg. 28bg.)

. Kodon 52 CT genotipi (119bg., 91bg. 28bhe)

oM b L b —

Sekil 8.1. MBL2 geninin ekzon 1’inde yer alan kodon 52 polimorfizminin
119 b¢’lik DNA parcasinin Hhal restriksiyon enzimi ile kesiminin PAGE
goruntusu. 1. kuyu, DNA pUC 8 agirlik belirleyici. 2. kuyu, kesilmemis PZR
urinu (119bg.), 3. ve 5. kuyu, Hhal restriksiyon enzimi ile kesilen 6rnekler;
CC genotipi (91bg. ve 28bg¢.), 4. ve 6. kuyu, Hhal restriksiyon enzimi ile

kesilen ornekler; CT genotipi (119b¢., 91b¢. ve 28bg.)
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501bg. 489b¢.
404bg.

331bg.
242bg.
190bg.
147bg.

111bg. ,110bg.

67be.

. pUC Mix Marker 8

. PCR urina (315bg.)

. Kodon 54 GG genotipi (263bg., 52bg.)

. Kodon 54 GA genotipi (315b¢., 263b¢., 52b¢.)
. Kodon 54 GA genotipi (315bg., 263bg., 52bg.)
. Kodon 54 GG genotipi (263bg., 52bg.)

. Kodon 54 GA genotipi (315bg., 263bg., 52bg.)
. Kodon 54 GA genotipi (315bg., 263bg., 52bg.)
. Kodon 54 AA genotipi (315bg. 315bg.)

QOO WN —

Sekil 8.2. MBL2 geninin ekzon 1’inde yer alan kodon 54 polimorfizminin
315 bg¢’lik DNA pargasinin Banl restriksiyon enzimi ile kesiminin PAGE
goruntusu. 1. kuyu, DNA pUC 8 agirlik belirleyici. 2. kuyu, kesilmemis PZR
urini (315bg.), 3. ve 6. kuyu, Banl restriksiyon enzimi ile kesilen drnekler;
GG genotipi (263bg. ve 52bg.), 4., 5., 7.ve 8. kuyu, Banl restriksiyon enzimi

ile kesilen ornekler; GA genotipi (315bg., 263b¢. ve 52bg¢.)
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331he.

242be.

190be.

147he.

110111 bg.

E7bg.

1. Kodon &7, PCH anind (318be.)
2. Kodon &7, GG ganatipi (315b2)
3. Kodon 57, GG genatipl (315b¢))
4. pUC Mix Marker B
k., Megatif kontrol

Sekil 8.3. MBL2 geninin ekzon 1’inde yer alan kodon 57 polimorfizminin
315 bg¢’lik DNA pargasinin Mboll restriksiyon enzimi ile kesiminin PAGE
goruntusu. 1. kuyu, kesilmemis PZR urunu (315bg¢.), 2. ve 3. kuyu, Mboll
restriksiyon enzimi ile kesilen ornekler; GG genotipi (315b¢.), 4. kuyu,

DNA pUC 8 agirlik belirleyici, 5. kuyu, negatif kontrol.
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8.2.3. istatistiksel Analiz

Genotipler ile galisma populasyonu (term-preterm) arasindaki iligkinin
analizinde, Pearson ki-kare testi ve Binary Lojistik Regresyon analizi
kullaniimigtir. Alleller ve calisma populasyonu arasindaki iligski, Fisher-Exact
testi ile analiz edilmistir. Istatistiksel degerlendirmelere iliskin sonuglar n, % ve
Odds orani (OR) olarak ifade edilmistir. p<0,05 dlzeyi istatistiksel olarak
anlamh kabul edilmistir. istatistiksel analizler icin SPSS 13.0 (Chicago IL, USA)

istatistik yazilhimi kullaniimigtir.
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9. BULGULAR

Calismamiza ilgili hastanelerde dogan, anne yaninda ve Yenidogan
Yogun Bakim Unitelerinde izlenen 183 bebek ve annesi alindi. Calisma grubu,
83 prematur ve 100 term yenidogani kapsamaktadir. Gruplarin demografik

Ozellikleri Tablo 9.1°de verilmistir.

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

haftasi, dogum agirliklar ve cinsiyeti

Term Preterm
(n=100) (n=83) P
Anne Yasi (yil)* 25,915,2 29,715,5 0,000
Gebelik Haftasr* 38,8+1,2 30,242,7 0,000
Dogum Agirhgr* 33061423 1471+659 0,000
Cinsiyet
57/43 45/38 0,41
(kiz/erkek)
1 38,2 50,6
2 42,2 32,6
3 12,7 8,4 0,399
Gravida 4 4,9 3,6
n (%) 5 1 3,6
6 1 1,2
1 79,4 53
2 13,7 33
0,001
Para 3 5,9 11
n%
(n%) 4 1 3

* Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Premature ve term kontrol grubu karsilastirildiginda anne yasi, gebelik
haftasi, dogum agirligi ve para agisindan istatistiksel olarak anlamh farklilik

saptanirken (p<0,001), gravida ve cinsiyet acisindan anlamli farkhlik bulunmadi.

Term grubundaki annelerin eski gebeliklerinin %11,8’i abortusla, %3’U
intrauterin exitusla sonuglanmig, %2’sinde fetal anomalili bebek dogmustur.
Preterm grubundaki annelerin eski gebeliklerinin %4,8’i intrauterin exitus ve
%21 abortusla sonuc¢lanmigtir. Gebeliklerdeki sorunlarin gruplara gére dagilimi

Tablo 9.2’de verilmistir.

Tablo 9.2. Orneklem alinan gebeliklerdeki sorunlarin gruplara gore
dagilimi

Term Preterm
(n=100), n(%) | (n=83), n (%) P
EMR 3 42 0,000
Koryoamnionit 0 10,8 0,001
Preeklampsi 3 27 0,000
Diabetes Mellitus 2 7,2 0,033
Plasental 1 21 0,000
Yetmezlik
Oligohidroamnios 1 1,2 0,574
Polihidroamnios 1 0 0,574
Fetal Distress 3 1,2 0,211
rhirh 1 1.2 0,574
Uygunsuzilugu
Gestasyonel 1 36 0.033
Diabetes Mellitus
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Prematire grubundaki annelerden, gebeliklerdeki sorunlarin her biri term
kontrol grubuyla karsilastirildiginda, EMR, koryoamnionit, preeklamsi, diabetes
mellitus, gestasyonel diabetes mellitus ve plasental yetmezlik agisindan
istatistiksel olarak anlaml fark bulunurken; oligohidroamnios, polihidroamnios,
fetal distress ve rh/rh uygunsuzlugu agisindan fark bulunmadi. Kontrol term

grupta %3 bebek mekonyumlu dogdu.

Tablo 9.3. Term ve preterm bebeklerin yogun bakim izlemindeki
sorunlarinin gruplara gore dagilhimi

Term Preterm
p
(n=100), n (%) (n=83), n (%)

Erken Neonatal 1 40,9 0,000
Sepsis

Gec¢ Neonatal 1 31,3 0,000
Sepsis

BPD 0 14,4 0,000

NEK 0 15,6 0,000

ROP 0 84 0,03

Konjenital 3 1 0,211

Anomali
RDS 0 34,9 0,000

Tablo 9.3'de term ve preterm bebeklerin yogun bakim sorunlari
karsilastirmali olarak verilmistir. Premature bebeklerin klinik izlemlerinde erken
neonatal sepsis, ge¢ neonatal sepsis, BPD, NEK, ROP ve RDS gorulme sikhgi
agisindan term kontrol grupla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
farklihk bulundu. Premature bebeklerin laboratuar izleminde %21,6 |I6kopeni ve
%27,7 trombositopeni saptandi. Premature bebeklerin yodun bakim izleminde

%3,6 akut bobrek yetmezligi, %1,2 hemolitik anemi, %1,2 grade 4 intrakranial
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kanama, %1,2 kolestaz saptandi. Konjenital anomali acgisindan iki grup

arasinda anlamli fark saptanmadi.

MBL2 52, 54

dengesindeydi. Maternal term ve preterm gruplar karsilastirildiginda, kodon 54

kodon ve 57 polimorfizmleri Hardy-Weinberg
polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak farklilik saptanirken, kodon 52 ve 57
polimorfizmleri agisindan anlamh farkhlik bulunmadi. Fetal term ve preterm
gruplar karsilastirildiginda, kodon 52, 54 ve 57 polimorfizmleri agisindan
anlamli farklihk bulunmadi. Fetal-maternal MBL2 genotiplerinin dagilimi Tablo

9.4’te verilmigtir.

Tablo 9.4 Fetal-maternal MBL2 genotiplerinin dagilimi

ANNE BEBEK
Term Preterm Term Preterm
Genotip| n=100 n=83 p |Genotip| n=100 n=83 p
n (%) n (%) n (%) n (%)
cC 84 (56,8) | 64 (43,2) cC 86 (54,8) | 71 (45,2)
CT 16 (45,7) | 19 (54,3) | 0,261 CT 14 (53,8) | 12 (46,2) | 1,00
Kodon| TT — — T —
52| Allel Allel
C 184 147 C 186 154
T 16 19 0,288 T 14 12 1,00
GG 67 (49,6) | 68 (50,4) GG 66 (55,9) | 52 (44,1)
GA | 28(71,8) | 11(28,2) [ 0.045| GA | 26(48,1) | 28 (51,9) | 0,294
Kodon| AA 5(55,6) | 4(44,4) AA 8(72,7) | 3(27,3)
>4 Allel Allel
G 162 147 0,059 G 158 132 1.00
A 38 19 A 42 34
GG | 100 (100) | 83 (100) GG | 100 (100) | 83 (100)
GA — — 1,00 GA — — -
Kodon [ __AA — — AA — —
o7 Allel Allel
G 200 166 G 200 166
A — — A — —
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Genotipler ile g¢alisma populasyonu arasindaki iligkinin anlamh

bulundugu maternal kodon 54 icin hesaplanan OR degerleri tablo 9.5°de

gorulmektedir.

Tablo 9.5. Maternal kodon 54 igin binary logistik regresyon analizi
sonuglari

Odds Orani Glven Araligi
Term Preterm o] (Odds Ratio, p (Confidence
Genotip| n=10, n (%) n=83, n (%) OR) Interval, CI)
GG 67 (49,6) 68 (50,4) 1,306 0,700| 0,336- 5,072
GA 28 (71,8) 11 (28,2) |0,045 0,491 0,349| 0,111-2,175
AA 5 (55,6) 4 (44,4) — — —

Maternal ve fetal MBL2 kodon 52 polimorfizminin term ve preterm
gruplardaki dagilimi, sirasiyla Tablo 9.6 ve 9.7°de gOsterilmigtir. Her iki grupta
da ortak CC orani digerlerinden ylksek bulunmustur (%77) ve istatistiksel

olarak anlamh farklihk saptanmistir.

Tablo 9.6. Fetal-maternal kodon 52 polimorfizminin term grupta dagilhimi

Bebek
n=100, n (%)
Kodon 52
CC CT TT p
Anne CcC 77 (77) 7 (7) -
n=100 Kodon 52 CT 9 (9) 7(7) — 0,001
n (%) TT — — —

Tablo 9.7. Fetal-maternal kodon 52 polimorfizminin preterm grupta

dagilimi
Bebek
n=83, n (%)
Kodon 52
CcC CT TT p

Anne CC 60 (72,3) 4 (4,8) —

n=83 Kodon 52 CT 11 (13,3) 8 (9,6) — 0,001

n (%) TT — — —
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Maternal ve fetal kodon 54 polimorfizminin term ve preterm gruplardaki
dagihmi, sirasiyla Tablo 9.8 ve 9.9'da gosterilmigtir. Term grubunda anlamli
farkhlik bulunmazken, preterm grupta ortak GG orani digerlerinden ylksek

bulunmustur (%59) ve istatistiksel olarak farklilik saptanmistir.

Tablo 9.8. Fetal-maternal kodon 54 polimorfizminin term grupta dagihimi

Bebek
n=100, n (%)
Kodon 54
GG GA AA p
Anne GG 49 (49) 13 (13 5 (5)
n=100 Kodon 54 GA 15 (15) 11 (11 2(2) 0,225
n (%) AA 2 (2) 2 (2) 1(1)

Tablo 9.9. Fetal-maternal

kodon 54 polimorfizminin preterm grupta

dagilimi
Bebek
n=83, n (%)
Kodon 54
GG GA AA p
Anne GG 49(59) [ 18(21,7) | 1 (1,2)
n=83 Kodon 54 GA 3(3,6) 7(8,4) 1(1,2) 0,001
n (%) AA 0 3(3,6) 1(1,2)

Maternal ve fetal kodon 57 polimorfizminin term ve preterm gruplardaki

dagihmi, sirasiyla Tablo 9.10 ve 9.11'de gOsterilmigtir. Her iki grupta da

istatistiksel acidan anlamli bir farklihk saptanmamistir.
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Tablo 9.10. Fetal-maternal kodon 57 polimorfizminin term grupta dagilimi

Bebek
n=100, n (%)
Kodon 54
GG GA AA p
rf;r;%% Kodon 57 GG 100 (100) | 100 (100) — _
n (%) GA 100 (100) 100 (100) —

Tablo 9.11. Fetal-maternal kodon 57 polimorfizminin preterm grupta

dagilimi

Bebek
n=83, n (%)
Kodon 57
GG GA AA
Anne GG 83 (100) | 83 (100) —
n=83 Kodon 57 GA 83 (100) 83 (100) _
n (%) AA _ _ _
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10. TARTISMA

Yenidoganin post-natal c¢evreye adaptasyonu, saglikli bir yasamin
temelini olusturmaktadir. Bu surecgte, sik karsilasilan sorunlarin basinda
yenidogan enfeksiyonlari gelmektedir. intrauterin yasamda plasenta ve daha
sonra da anne situ ile alinan Ig’lere karsin s6z konusu slregte, immun sistemin
immatir olmasi, yenidogan enfeksiyonlarina yatkinhidin baslica nedenidir.
Ozellikle, maternal IgG repertuvarinin enfekte eden 6zgil molekulleri tanimadig
durumlarda, immun sistemin bir pargasi olan dogal bagisiklik 6nemli rol oynar.
Yetiskinler ile karsilastirildiginda, yenidoganlarda degisen hucre yuzey reseptor
ifadelenmesi, uyarilara degisen yanitlar, disik serum IgM ve IgA dlzeyine ek
olarak bozulan antijen sunumu gergeklesir. Onceleri TLR ligandlarina
yenidogan monositlerinin dliguk reaktivite vermesinin nedeni olarak, bu
donemdeki diusuk TLR ifadelenmesi dusunulmekteydi. Levy ve ark. (2004) ise,
monositlerin  dlsuk reaktivite vermesinin, reseptor ifadelenmesindeki
dusuklukten kaynaklanmadigini, bu olayin “soluble” serum faktorlerinden
kaynaklandigini bildirmistir. Yenidoganlarda, kompleman faktor konsantrasyon
ve aktivitesinin yetiskinlere gére daha duslik olmasi nedeni ile opsonik ve
bakterisidal aktivite tam verimli olarak calismamaktadir. Ozellikle yenidoganlarin
T bagimsiz polisakkarit antijenlerine verdikleri dusuk yanit, bakteriyel
enfeksiyonlara yatkinllk nedenidir. Adi gecen antijenlere 06zgu antikor
uretimindeki dusuk kapasite, lektin yolaginin yenidogan déneminde onemini

gOstermektedir (35).

Yenidogan doneminde immun sistemin tam olarak gelismemesine bagl
kargilagilan komplikasyonlara ek olarak, yenidoganin “prematire” olmasi ise,
prenatal mortalite ve morbidite hizini arttiran baslica faktér olmasi ve %9
goOrulme sikh@r nedeni ile modern perinatal tibbin ¢ézmeye calistigi énemli bir
sorundur (23). Preterm doguma bagl gelisen komplikasyonlar arasinda serebral
hemoraji, serabral palsi, bronkopulmoner displazi ve retinopati yer almaktadir.
Intrauterin blyUme geriliginde oldugu gibi prematire dogumlar da sosyal,

cevresel, tibbi ve kalitsal faktorlere baghdir. Bu sorunun patogenezini
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aydinlatmaya yonelik gergeklestirilen calismalarda, gestasyonel yasin donemli
belirtecleri  arasinda  “maternal-fetal” gen  varyasyonlarinin  onemi

vurgulanmaktadir (5).

Periodontitis ve sistemik otoimmun hastaliklar gibi artan inflamasyonun
oldugu kosullar ile preterm dogumlar arasindaki iligkiyi vurgulayan c¢aligmalar,
“‘inflamasyonun” gestasyonel sureci etkilemesi nedeni ile preterm etkeni olarak
kabul edilmesine neden olmustur (23). Elde edilen bu veriler ile uyumlu olarak,
inflamatuar yanitin olusmasinda roli olan proteinleri kodlayan genlerdeki

varyasyonlar da preterm dogumlara yatkinlk saglayabilir.

Lektin yolaginda islevsel olan MBL, karacigerden sentezlenen ve
hipogammaglobulinemik fazda dogal badisiklikta rol oynayan bir proteindir.
Maternal MBL serum seviyesinin hamileligin ilk trimestirinde artigina ek olarak,
nidasyon, plasentasyon ve hamileligin devamliiginda da MBL’nin islevsel
oldugunun anlagilmasi, sO0z konusu proteini gebelik komplikasyonlari—
inflamasyon iligkisinin aydinlatiimasinda, hedef molekullerden biri haline
getirmistir (9,38,43). Proinflamatuar bir molekil olan MBL2 eksikliginin ¢esitli
enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir. Serum dizeyindeki farkhlik ise,
genin polimorfik Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Preterm dogumlarda
maternal MBL2 genotipinin etken olabilecegi ise ilk kez Annells ve ark. (2004)
tarafindan goésterilmistir (3). Baska calismalarda ise, fetal MBL2 genotipinin

preterm dogumlarla iligkisi arastirilmistir (41).

Bilindigi gibi, maternal antikorlar plasentadan aktif sekilde fetusa
tasinarak pasif bagisikligi saglar. Buna karsilik, gebelik sirasinda trofoblastlarin
maternal periferal dolagsima c¢iktigi bilinmektedir. Bu bulgularin gestasyonel
surecin belilenmesinde, fetal ve maternal faktorlerin bir arada ve uyumlu
calismasini gostermesi nedeni ile, calismamizda literatirde bulunan onceki
calismalardan farkl olarak fetal-maternal MBL2 kodon 52, 54 ve 57 genotipinin

preterm dogumlarla iligkisi arastiriimigtir.
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Genlerin promotor bdlgelerinde tanimlanan polimorfizmlerin,
transkripsiyon hizini etkileyerek, genin Grind olan proteinin duzeyini etkilemesi
bilinen bir mekanizmadir. Kodlama bolgesinde meydana gelen varyasyonlar ise,
‘trans-acting” elemanlarin baglanma bolgesinde degigiklik yaratarak
transkripsiyon hizini etkiler. Bu ¢alismada incelenen polimorfizmler ise, MBL2
proteininin homopolimer 6zelligini bozarak ve sitoplazmada degredasyona agik

hale getirerek, ilgili proteinin serum dizeyinin dismesine neden olmaktadir (43).

MBL2 geninde kodon 57 polimorfizmi olarak da adlandirilan 239 G/A
varyanti (D alleli) non-polar yan gruba sahip olan glisinin, negatif yuklu yan
gruba sahip glutamik asite donusmesine neden olmaktadir. Calismamizda, D
alleli gerek c¢alisma grubu ve gerekse de kontrol grubunda gézlenmemigstir. Bu
bulgumuz kodon 57 polimorfizm frekansinin Turk populasyonu igin 0.00 olarak
tanimlanmasina neden olmustur. Gergeker ve ark. (2003) ¢ocukluk ¢adi reklran
akciger enfeksiyonlarinda da benzer bir bulgu bildirmistir. Bu bulgunun sebebi,
s6z konusu lokusun Guney Afrika populasyonuna ait olmasidir. Ayrica bu bulgu,
populasyonlar arasi genetik havuz farkhligini vurgulayarak, polimorfizm
calismalarinin  her populasyona 06zgu olarak yapilmasi gerekliligini

gostermektedir (30).

MBL2 geninde kodon 54 polimorfizmi olarak da adlandirilan 230 G/A
varyanti (B alleli) glisinin, aspartik asite donismesine neden olmaktadir. Bu
degisim non-polar alifatik yapidaki glisin’in, negatif yukli yan gruba sahip olan
aspartik asit'e donigmesine neden olur. Amino asitlerde olugan bu yuk degisimi
ise, protein-protein etkilesmesindeki degisimden sorumludur. Calismamizda,
term dogumlarda maternal kodon 230 G/A genotipinin preterm dogum yapan
annelere goére, anlamli derecede yuksek oldugu saptanmistir (p<0.045). Bu
bulgu maternal 230 G/A genotipinin bir heterozis oldugunu gostermektedir.
Bulgumuz Annells ve ark. (2004) tarafindan vyapilan c¢alisma ile de
desteklenmektedir (3).
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Gebelik, inflamasyonun arttigi bir surectir. Bu nedenle, inflamasyonun
suresi ve buyuklugunde gen polimorfizmleri 6Gnemli rol oynamakta ve preterm
dogumlari tetiklemektedir. Proinflamatuar bir protein olan MBL2'nin ylksek
dizeyde olmasi da erken dogumu tetikleyebilecek bir faktordir. Maternal 230
G/A genotipine sahip olan bireylerde dusuk duzeyde serum MBL2 tespit
edilmistir. Bu da inflamatuar yanitin baskilanmasi ve dolayisi ile gestasyonel
surecin uzamasina neden olmaktadir. Van de Geijn ve ark. (2008) yuksek MBL
uretimine neden olan genotipe sahip kadinlarin, preterm dogumlara yatkin
oldugunu bildirmigtir (43). Swierzko ve ark. (2008)da vyaptiklari baska bir
calisma ile bu sonucu dogrulamaktadir (35). Bodamer ve ark. (2006)
yenidoganlar Gzerinde yaptigi calismada ise, fetal MBL2 kodon 54 genotipinin

preterm dogum ile iligkisini saptamamistir (5).

Calismamizda, kodon 54’te preterm grupta fetal-maternal 230 G/A
genotipleri  kargilastinldiginda, GG genotipinin  pretermlerdeki sikliginin
istatistiksel acidan anlamli  (p<0.001) oldugu saptanmistir.  Onceki
calismalardan, MBL2 GG genotipine sahip olan bireylerin yiksek MBL serum
dizeyine sahip oldugu bilinmektedir. Bu bulgu yukaridaki paragrafta da
belirtildigi  gibi, inflamasyonun arttigi gebelik slrecinde istenmeyen bir
durumdur. Proinflamatuar sitokin dizeyindeki artis gestasyonel sureci kisaltan
bir unsur olarak kabul edilmektedir. Bu bulgumuz da, disik MBL dizeyinin

evrimsel sUrecte bir avantaj olabilecegini gostermektedir.

Kodon 54'de term dogumlarda fetal MBL2 230 G/A genotipinin etkisi

saptanmamistir.

Bu c¢alismada incelenen son MBL2 varyanti ise, kodon 52 223 C>T
donUsUimudir. Bu déndsum sonucu, pozitif yukli bir yan gruba sahip olan
arjinin, yuksuz ve polar yan gruba sahip olan sistein’e donismektedir. Maternal
term ve preterm gruplar karsilastirildiginda, kodon 52 genotipinin bir etkisi

saptanmamistir. Term dogumlarda MBL2 223 C/T polimorfizmi maternal-fetal
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MBL genotipi ile karsilastiriidiginda, CC genotipinin %77 oraninda yuksek
oldugu bulunmustur. Pretermde ise, bu oran %72,3 olarak tespit edilmistir. Bu
bulgu, calisilan bdlgeye yakin bir yerde baska bir polimorfizm olabilecegini veya
bagska bir gen polimorfizmi ile bu bdlgenin bagdlantili olabilecegini

dusundurmektedir.

Gestasyonel surecin devamligini  saglayabilmek icin hem fetal
immunitenin taninmasi, hem de maternal immunitenin baskilanmasi gereklidir.
S6z konusu bu baskilanmada, hem fetal ve hem de maternal faktorlerin roli
olduk¢ca o6nemlidir. Bu baskilanma surecinde olusan degisiklige bagh olarak,
gestasyonel sure¢ etkilenerek preterm dogumlarini tetikleyebilmektedir (5).
Gestasyonel suregte roli olan inflamatuar proteinleri kodlayan genlerin
incelenmesi ile populasyonlara 6zgu veri tabanlari olusturulmasi gereklidir.
Cunkl genin ifadelenmesinde cevresel faktorlerin de 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir (4). Bu c¢alismalarin devami ile topluma 06zglu verilerin elde
edilmesi ve risk altindaki gruplarin belirlenmesine ek olarak patogenezindeki

mekanizmanin aydinlatilabilmesi saglanabilir.
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11. SONUG

Duslik MBL2 dizeyine neden olan kodon 54 G/A heterozigotlugu bir
avantajdir.

Kodon 57 G/A polimorfizmi Tlrk populasyonunda yoktur.

Genin kodlama bdlgesinde bulunan polimorfizmlere ek olarak, promotor
bdlgedeki polimorfizmlerin de galigsiimasina ve MBL2 proteinin etkilestigi
MASP-2 proteinini kodlayan gendeki polimorfizmlerin de preterm

dogumlarla iligkisinin arastirilmasi 6ngorulmektedir.
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