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e Pretem dogumda genetik yatkinligi destekleyen kanitlar:
Preterm dogumun belirli ailelerde toplanmasi
Preterm dogum oraninda irksal esitsizlik
Preterm dogumla iliskili duyarhlik genlerinin saptanmasi

Kalitimin olgulebilirligi

e Ailesel ve ikiz bazli calismalar, maternal ve fetal genetigin dogum zamanlamasi ve

spontan preterm dogumla iliskili oldugunu gostermistir.

® Gen-cevre etkilesimlerinin spesifik allellerin etkisini arttirdigina dair kanitlar artmaktadir

® Preterm dogum risk faktorlerinin % 30'u genetik faktorler ile iliskilidir.

ACOG, 2018 Clinical Opinion
Spontaneous preterm birth: advances toward the discovery of genetic predisposition




® Preterm dogumla iliskili genlerin bulunmasinda genetik ve genomik

teknolojideki gelismelere ragmen istenen dizeyde basari elde edilememistir.

® Buna karsilik;
“Yetiskinlerde ve cocuklarda inflamatuar yanitin dogasinin ve yogunlugunun

genetik kontrol altinda oldugunu gosteren cok gugli kanitlar vardir.”

*Inflamasyon preterm dogumda 6nemli etyolojik faktorlerden biridir. >
Spontan preterm dogumda patolojik inflamasyonun genetik bir yatkinhga

bagh olup olmadigina yonelik arastirmalar baslamistir.

ACOG, 2018 Clinical Opinion
Spontaneous preterm birth: advances toward the discovery of genetic predisposition




Genetik Yaklasimlar
e Aday gen yaklasimi (candidate gene approach)
® Genom capinda iliskilendirme calismalari (GWAS)

e Whole genome/ Whole-Exome Sequencing Approach

Kompleks hastaliklarin genetik belirleyicilerini anlamakta ve ayni biyolojik
yolaga sahip oldugu diisiiniilen hastaliklardaki genetik mekanizmalari

belirlemede kullanilir.




Candidate Gene Approach

SNPs surveyed in one specific gene
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Bu teknik genetik varyantlarin (tek niikleotid
polimorfizmleri ) genom igindeki tek bir gende
tespitini icerir. Tek nukleotid polimorfizmler,
genlerin kodlama dizileri (eksonlar; mavi), genlerin
kodlanmayan bolgeleri veya intergenik bolgelerde
(intronlar; kirmizi) olabilir.

Multiple Candidate Gene Approach

SNPs surveyedin several specific genes
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Bu teknik, genom igindeki ¢coklu genlerde genetik
varyantlarin (tek niikleotid polimorfizmleri)
tespitini icerir. Tek nuikleotid polimorfizmler,
genlerin kodlama dizileri (eksonlar; mavi), genlerin
kodlanmayan bdlgeleri veya intergenik bolgelerde
(intronlar; kirmizi) olabilir.




Genome-Wide Association Approach
100,000- 2,000,000 SNPs surveyed across the entire genome
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Bu teknik, genomun genelinde yiiz binlerce tek nikleotid polimorfizminin analizini icerir.
Onceden var olan genetik degiskenleri ve daha énce goz éniinde bulundurulmamis yeni

genleri, dliizenleyici yerleri ve yolaklari tanimlama firsati sunar. Tek nikleotid
polimorfizmler, genlerin kodlama dizileri (eksonlar; mavi), genlerin kodlanmayan

bolgeleri veya intergenik bolgelerde (intronlar; kirmizi) olabilir.




Whole Exome Sequencing Approach

Mutations surveyed in the entire exome
—
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Bu teknik, protein kodlayan genlerin (ekzom) bir genomdaki tam karakterizasyonunu
(ntkleotit kompozisyonu) gerektirir. Ekzom bolgeleri genomun <% 2'si olusturur ancak
hastalik ile ilgili bilinen degiskenlerin% 85'i bu bdlgelerdedir. Veri analizi eksomdaki
mutasyonlarin tanimlanmasina yol agar. Kompleks hastaliklarin kalitimi ile iligkili nadir
degiskenlerin bulunmasina olanak saglar.




Aday Gen Yaklasimi (Candidate gen approach)
SEPS1 G-105A promotoér polimorfizm

e Selenoprotein S (SEPS1): inflamatuar yanitin diizenlenmesinde rol oynayan yeni bir proteindir. ER
membraninda bulunarak ER limeninden yanlis katlanmis proteinlerin atilimini saglar, antiapopitotik

roll vardir ve periferik makrofajlarda ER stresini azaltir.

® SEPS1 ekspresyonu, interlokin-1B, interldkin-6, interlokin-8 ve monosit kemotaktik protein-1'i iceren

TNF-a kaynakli enflamatuar faktorleri dizenler .

e SEPS1 G-105A promotor polimorfizmi sonucu Selenoprotein S ekspresyonu azalir ve TNFa, IL-6,

IL1B gibi pro-enflamatuar sitokin ekspresyonunu artar.

® SEPS1 G-105A polimorfizmi spontan preterm dogum riski ile iligkilendirilmistir.

The SEPS1 G-105A polymorphism is associated with risk of spontaneous preterm birth in a Chinese population.

Yan Wang et al. PLoS One 2013




Aday Gen Yaklasimi (Candidate gen approach)
MCP-1 G-2518A polymorphism

e Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1): Spontan preterm dogumun
patogenezinde rol oynayan énemli bir kemokindir. inflamasyonun
baslamasinda ve progresyonunda rol oynar. Preterm dogurmus kadinlardan
alinan amniotik sivi ve servikovajinal sivida yiksek miktarda bulunur ( enf.

olsun ya da olmasin)

® MCP-1 G-2518A promotér polymorphism
AA genetotipli kisilerde daha fazla MCP-1 ekspresyonu olmaktadir. 2518AA

genotipinin <32 gebelik haftalarinda spontan preterm dogum riskini arttidigi

gorulmastar.
Yan Wang et al. Mol Genet Genomics (2015) 290:289-296




Aday Gen Yaklasimi (Candidate gen approach)
Jun N-Terminal Kinase (JNK)/Caspas 3(CASP3)

® Reaktif oksijen turleri ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik, trofoblast
apoptozu tetikleyen JNK/ CASP3 genlerinin ekspresyonunu etkileyip dogumu
baslatabilir. JNK apopitoziste killit rol oynayan regulator gendir.

e Bakteriyel lipopolisakkaritler - JNK'yi aktive eder = prostaglandin
sentezinde rol olan PLA2 ve COX-2'nin artisina ve ayrica myometriumda
dogumila iliskili sitokinlerin uyarilmasina yol acar.

Pirianov et al. Reproduction 2015;150: 269-277
e JNK / CASP3'Un (Kr14: 59504321 /Kr4: 184628935) TT / GA genotipini
tasiyan gebe kadinlar sPTD’a karsi GT / GA (referansimiz) genotipini tasiyan

kadinlardan daha duyarli olarak saptanmistir.

Tarquini F et al. Biomed Rep. 2018 ;9:81-89
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Figure 2. Schematic diagram detailing the hypoxia-induced
signaling pathway in placental apoptosis. NOS, nitric oxide
synthase; ROS, reactive oxygen species; INK, c-Jun N-terminal
kinase; MST3, mammalian STE20-like protein kinase 3, CASP3,
caspase 3.




Genom Capinda iliskilendirme Calismalari
Genome-wide association studies/GWAS

eistatistiksel olarak ®nemli bir gen lokusunun belirlenmesi icin ¢cok sayida
vaka ve kontrol gereklidir.

® Bugune kadar bildirilen GWAS preterm dogum icin bilgilendirici
olmamistir ve dogustan gelen immiin aday genlerin 6nemini
dogrulamamistir.

® 43568 kadin niifusunu inceleyen ¢cok yeni bir GWAS da, <37 haftada
dogum yapmis gebelerde 14 aday gen lokusu gebelik siresi ile iliskili
bulunmus.

* Bulunan bu lokuslar 3 iskandinav dogum calismasinda yer alan erken
dogum yapmis 8643 kadin ve 4090 bebek te ¢alisiimis.

*Alt genetic lokus (EBF1, EEFSEC, AGTR2, WNT4, ADCY5 ve RAP2C)
gebelik siresi ile anlamh sekilde iliskili bulunmustur.

*EBF1, EEFSEC, AGTR2 lokuslarindaki degiskenler preterm dogum ile

iliskili bulunmustur
Zhang G et. Al. N EnglJ Med 2017;377:1156-67




Genom Capinda iliskilendirme Calismalar
Genome-wide association studies/GWAS

EBF1 ( Early B-cell Faktor 1): B-hiicresi gelisiminde yer alan bir proteini
kodlar.

EEF-SEC (Eukaryotic Elongation Factor, Selenocysteine-tRNA-specific) :
Selenoproteinlerin Gretiminde rol alan bir proteini kodlar

AGTR2 (Angiotensin Il Receptor, Type 2) : Tip 2 anjiyotensin-II

reseptorini kodlar. Uteroplasental dolasimi modile eder.




Whole-Exome Sequencing Approach

® Son zamanlarda yapilan WES calismasinda, dogal immun cevabi ve anti-
mikrobiyal proteinleri negatif yonde etkileyen nadir gen mutasyonlari
bulunmustur.

® Bu bulgular, preterm dogum eyleminin, en azindan kismen, patojenler
(intraamniyotik enfeksiyon) veya hicresel stres veya nekroz (steril intraamniyotik
inflamasyon) sirasinda salinan tehlike sinyaller tarafindan tetiklenebilen bir

enflamatuar etiyolojiye sahip oldugu kavramini desteklemektedir.

* Dogal immiin cevap: CARD6, CARDS, NLRP10, NLRP12, NOD2, TLR10

Antimikrobiyal proteinler: Defensin (DEFB1), Mannose binding lectin (MBL)




Korioamniyotik membranlarda inflammasome aktivasyonunun temel mekanizmasi

Danger Signals Pathogen-Associated
or — Molecular Patterns
Alarmins (PAMPSs)

Toll-Like
Receptors

§ NLR family pyrin domain containing protein
i (e.g. NLPR3)

INFLAMMASOME 7 Apoptosns:f:;zlz;;esdc?peck-uke
COMPLEX

'. " Pro-caspase-1
\ Caspase-1

- CARD: Caspase Recruitment Domain Family

. /“ ’\ Mature Interleukin-1p . anq . . . .
Pro-infeteukin-1p . Sl NLRP10:NLR Familiy pyrin domain containing 10

Ve
&

k NOD2: Nucleotide oligomerization domain
WANAVA

Nucleus

TLR10: Toll-Like Receptor

Amniyotik kavitedeki patojen ile iliskili molekiler paternler ve / veya tehlike sinyalleri amniotik
membrandaki inflammasome kompleksinin aktivasyonunu / diizenegini tetikleyebilir. inflammasome
kompleksi (nucleotide oligomerization domain family pyrin domain containing protein [ 6r. NLRP3] +
adaptor protein [ASC or apoptosis-associated speck-like protein]+ procaspase-1)



e DEFB1 ve MBL2: Antimikrobiyal proteinleri kodlayarak fetal membranlari
enfeksiyon ajanlarina karsi korurlar. Bu genlerde nonsense mutasyon aktif
peptid olusumunu azaltiyor. Bu mutasyonlar Afrika populasyonunda Avrupa

popullasyonuna gore >10 kat daha fazla saptanmistir.

® TLR-10 nu kodlayan gende polimorfizm sonucu TLR inflamatuar yolagi negatif
yonde etkilemektedir.

e NOD2: intraseliiler bir molekiil, bakteriyel peptidoglikani inflammasome
kompleksi olusmadan tanir- nukleer faktor kappa yi aktive eder ->pro-IL1B ve
pro-IL18 ekspresyonunu indukler.

® CARD-6, CARD-8: Bu proteinin, NFKB aktivasyonunu, CASP1'e bagl IL1B
sekresyonunu negatif yonde diizenler. Nonsense ve frame-shift mutasyonu bu
peptidin olusumunu bozar.

Modi BP et. Al. Mol Genet Genomic Med. 2017;5:720-9.



PPROM vakalarinda bulunan inflamasyonla iliskili bu mutasyonlarin daha
onceden inflamatuvar barsak hastaligi (CARD8, NOD2,TLR10, DEFB1, MBL2) ve
peridontal hastaliklarla (DEFB1, MBL2) iliskisi saptanmistir.

* inflamatuar barsak hastaligi ( Crohn’s hastaligi, Ulseratif Kolit) preterm dogum
ile iliskili bulunmustur.

* Peridontal hastaliklar preterm dogumla iliskili bulunmustur.

* inflamatuar barsak hastaligi artmis periodantal hastalik riski ile iliskilidir.

* [ki hastalik arasindaki iliski kompleks, bu hastaliklarda biri mikrobiatayi

degistirerek diger hastalik icin inflamatuar cevaba tesir etmektedir.

Modi BP et. Al. Mol Genet Genomic Med. 2017;5:720-9.
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Overlapping gene mutations, damaging missense variants, and other
polymorphisms in preterm premature rupture of the membranes,

Crohn’s disease, ulcerative colitis, and periodontal disease.



Gen ekspresyonunun epigenetik kontrolu

Epigenetik, genetik yapida ki degisikliklerden kaynaklanmayan, ancak kalitsal olan gen
ekspresyonlarinda ki degisiklikleri incelemektedir. Epigenetik gen dizileri ile degil, genlerin
dokuladaki ifadeleri ile ilgilenir.

** Genlerimizin ne zaman, nasil ¢calisacagini belirleyen, bazi genleri susturan, aktivitlerine

engel olan epigenetiktir.

e Gen transkripsiyonunu diizenleyen DNA promotor elementlerinin metilasyonu transkripsiyon

faktorlerinin kontrol elementlerine erisimini 6nleyerek gen ekspresyonu baskilamaktadir.
® Gen ekspresyonu ayrica, kromatin modifikasyonu veya microRNA etkisi ile, microRNA'ya
baglanan ve mRNA'nin translasyonu énleyen kiigiik non-coding RNA molekiillerinin etkisiyle

baskilanabilir.

e Epigenetik durumun gevresel faktorlerin etkisiyle degisebilecegi gosterilmistir.
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SONUC
e Aday genlerin, yolaklarin, gen-cevre etkilesimlerinin ve altta yatan epigenetik
dizenlemenin arastirilmasi, bazi bireylerin spontan preterm doguma neden daha

duyarh oldugunu aciklayacaktir.

® Tum exome veya tim genom dizilimi ile erken doguma katkida bulunan
genlerin tanimlanmasi, spontan preterm dogum riskini belirlemek icin
populasyona 6zgl biyobelirteclerin ve bu riski azaltmak icin potansiyel tedavi

stratejilernin bulunmasi acisindan umut vericidir.







