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OZET

Giris: Myeloperoksidaz geni H202 (hidrojen peroksid) ile reaksiyon yoluyla inflamasyonun diizenlenmesine katkida
bulunmaktadir. Myeloperoksidaz enzimi nétrofillerden salimmaktadir, hidrojen peroksidi bakterisidal ve DNA zararlayict
hipoklorik aside cevirmektedir. Bu ¢calismanin amaci; néral tiip defekti olan hastalarla MPO geni (-463G/A) polimorfizmi
arasinda bir iliski olup-olmadigint arastirmaktir.

Gereg ve yontemler: Bu ¢alisma 13-24. (Grup 1) gebelik haftalari arasinda ultrasonografi ile fetal noral tiip defekti
tanist alan 33 gebe ile 150 tane (Grup 2) fetal anomalisi olmayan, saghkli 13-24.gestasyonel haftalardaki gebelerden
olusmaktadir. Periferal kandan izole edilen DNA MPO geni (rs 2333227) promotor polimorfizmi (-463G/A) igin
PCR-RFLP methoduyla arastirildi. Elde edilen sonuglar ki-kare ve de-Finetti programi ile analiz edildi.

Sonug: Iki grup arasinda maternal yas ve gebelik haftast agisindan bir fark saptanmadi. Hardy-Weinberg Esitsizligi 'nden
sapma gozlenmedi. MPO polimorfizmi agisindan iki grup karsilastirlldiginda, genotip dagilimi ve allel sikligr agisindan
istatistiki olarak anlamli bir farkin bulunmadig saptandi.

Tartisma: Noral tiip defektli cocugu olan gebelerde MPO geninin (-463G/A) promotor polimorfizmi literatiirde ilk
olarak bu ¢alisma ile gerceklesmis ve anlamli bir iliski saptanmamistir. MPO ‘in diger polimorfizmleri ile etkili

olabilecek baska gen polimorfizmlerinin arastirtlmasina ihtiya¢ oldugu kanaatine varilmistir.
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SUMMARY

MYELOPEROXIDASE GENE PROMOTOR POLYMORPHYSM IN MOTHERS WHO HAVE A CHILD
WITH NEURAL TUBE DEFECT

Objective: The inflammatory pathway genes myeloperoxidase (MPO) is involved with regulation of inflammation
through reactions with hydrogen peroxide (H202). The MPO enzyme is expressed abundantly in neutrophils, in which
its antimicrobial function converts (H202) to the bacterocidal and DNA- damaging hypochlorous acid. Our aim was
in this study to investigate whether there is a relationship between MPO gene (rs 2333227) polymorphysm (-463G/A)
and neural tube defects.

Materials and methods: Grup 1 was consisted of 33 pregnant women who were in 13-24 th gestational week with
fetal neural tube defects, Grup 2 was consisted of 150 healthy pregnant women (in 13-24th gestational week) without

any medical problem and any fetal anomaly. DNA’s which were isolated from peripheral blood were investigated
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Noral tiip defektli gocugu olan annelerde myeloperoksidaz geni promotor polimorfizminin arastirilmasi

by PCR-RFLP method for MPO gene (rs 2333227) promotor polymorhysm (-463G/A). The results were analysed with

qi-square and de-Finetti programme.

Results: There was not a statistically significant difference between two groups for maternal age and pregnancy

week. There was no difference for HWE in two Groups. When two groups results were compared for MPO polymorphysm,

there was not a statistically significant difference in genotype distribution and allel frequency.

Conclusion: This is the first study in the literature which is investigated MPO (-463G/A) promotor polymorhysm in

pregnant who have a child with neural tube defect and was not find a significant correlation. We decided that we

need to investigate other MPO polymorphysm and other gene polymorphysm which could be effective.
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GiRiS

Myeloperoksidaz, aktive nétrofil ve monositlerden
salinan bir hemoproteindir(1). Hidrojen peroksidden
DNA zararlayict hipoklorik asit olugturarak mikrobisidal
etki gosterir®). MPO vaskiiler disfonksiyon ile iligkilidir
ve koroner arter hastaligi, ateroskleroz gibi birkag
vaskiiler inflamatuar hastaligin etyopatogenezinde rol
oynamaktadir®. Endotel aracil1 nitrik oksidin katalitik
olarak tiiketilmesiyle nitrik oksidin biyoyararlanimini
azaltmakta, nitrik oksitin vazodilatator ve anti-inflamatuar
etkisini ortadan kaldirmaktadir®. Dolasimdaki yiiksek
MPO seviyesi koroner arter hastalarinda myokardial
hasar igin bir risk faktorii olarak bilinmektedir(®). Insan-
da serum MPO seviyesi ile endotelyal disfonksiyon
arasinda giiclii bir iligki bulunmaktadir(®). Bu enzimin
GG genotipi Bat1 toplumunun tigte ikisinde bulunmak-
tadir, AA ve AG genotipine gore MPO’1n asir1 salimia
neden olmaktadir(7).

Noral tiip defektleri (NTD) 1-2/1.000 dogumda
goriilen, embriyonik gelisimin 3. ve 4. haftalarinda néral
tiiplin normal kapanmasindaki eksiklikten kaynaklanan
bir néral anomali grubudur®. En yaygin tipleri anensefali,
spina bifida ve ensefalosel iken, amniotik band sendromu,
ekstremite-gdvde duvar kompleksi, kloakal ekstrofi ve
omfalosel-ekstrofi-impefore anus-spinal defekt kompleksi
gibi diger spinal anomaliler de daha az siklikta
goriilmektedir®. NTD insidans 1k, cografik lokalizasyon,
sosyoekonomik durum, beslenme ve tek gen bozukluklart,
kromozomal anomaliler, teratojenler, maternal diabet,
NTD aile 6ykiisti ve folat metabolizmasindaki gen
polimorfizmi ile degismektedir (10). Farelerde yapilan bir
¢alismada noral tiipiin kapanmasinda temel rol oyna-
yan Pax-3 geninin expresyonunun oksidatif stresle inhibe
oldugu, bu inhibisyonun a-tokoferolle engellenebildigi;
diabetik gebelerde gelisimi kontrol eden temel genlerin
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azalmis expresyonunun NTD olusumunda santral
mekanizma olabilecegi belirtilmistir(11).

Bu ¢alismada; fetusta noral tiip defekti olan
gebelerde, hipoklorik asit olusturarak lipid peroksidas-
yonuna ve oksidatif strese yol agabilen MPO geninin
(rs 2333227) promotor (-463G/A) polimorfizmi ile

iligkisi aragtirildi.

GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢aligmada hasta grubu (Grup 1) 13-24. gebelik
haftalarinda ultrasonografi ile noral tiip defekti tanisi
alan 33 gebe ile fetal anomalisi olmayan (Grup 2)
saglikli 150 gebeden olusmaktaydi. Caligmamizdaki
gebelerin tamami noral tiip defektinin varliginin, tipinin
ve lokalizasyonun belirlenmesi igin yiiksek rezolusyonlu
ultrasonografi cihaziyla ayrintili olarak incelendi.
Tespit edilen tiim noral anomalilerin gorintiileri
kaydedildi. Kontrol grubunu olusturmak i¢in fetal
herhangi bir anomalisi olmayan saglikli 13-24. gebelik
haftasindaki gebeler ¢aligmaya alindi. Tiim hastalar
caligma igin bilgilendirildi. Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan galisma igin onay alindi.
Tiim hastalar sigara kullamimi, akraba evliligi ve dnceki
gebeliginde anomalili bebek Oykiisii agisindan
aragtirildi. MPO geni (-463 G/A) promotor polimorfiz-
mini arastirmak icin EDTA’1 tlipe 2 cc maternal kan
ornegi alindi ve DNA izolasyonlar1 tuzla ¢oktiirme
yéntemi ile yapildi12). Cascorbi ve arkadaslarindan
alinan protokole gore MPO (-463G/A) promotor
polimorfizmi PCR-RFLP methoduyla arastirildi (Resim
1)(13), Elde edilen sonuglar Ki-kare ve de-Finetti
programi ile Hardy-Weinberg Esitsizligi (HWE)
acisindan analiz edildi.Hastalar tim demografik veriler

i¢in student t testi kullanilarak karsilagtirildi.
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Resim 1: Sekil 5.Etidyum bromid ile boyanmis MPO -463 promotor

polimorfizmine ait (Acil enzim kesimi) DNA framentlerinin analizine
ait ornek resim.
(M=DNA uzunluk cetveli, ND: Kesim uygulanmamis PCR iiriinii, 1-4; GG-

homozigot normal, 5,7;GA-heterozigot mutant, 6; AA-homozigot mutant).

SONUCLAR

iki grup arasinda maternal yas, gravida ve gebelik
haftasi agisindan bir fark saptanmadi (Tablo I). Sigara
kullanimi, akraba evliligi ve dnceki gebeliginde
anomalili bebek Oykiisii agisindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunmadi (Tablo IT). Kontrol
grubunda 4 hastada 6nceki gebeliginde anomalili bebek
Oykiisii vardi ve bunlar sirasiyla talipes ekinovarus,
omfalosel, ventrikiiler septal defekt ve anal atreziydi.
NTD grubunda ise iki hastanin dnceki gebeliklerinde
anomalili bebek Oykiisii vardi (gastrosizis ve menin-
gosel). Bizim bu ¢alismamizda en sik rastlanan fetal
anomali; meningosel 19 hastada (%57.4), 7 hastada
meningomyelosel (%21.3) ve 7 hastada anensefaliydi
(%21.3). Myeloperoksidaz genotip dagilimi ile allel
siklig1 acisindan iki grup arasinda istatistiki bir fark
saptanmamis ve her iki grupta da Hardy-Weinberg
Esitsizligi’nden (HWE) bir sapma goézlenmemistir
(Tablo III).

Tablo I: Hastalarin demografik ozellikleri:

Kontrol = Hasta p degeri
Yas 29.8+5.3  28.6£5.1 0.31
Gravida 3.5423 3.4+1.6 0.20
Gebelik haftast 18.7¢1.4  19.5£1.3  0.90

Tablo II: Hastalarin sigara, akraba evliligi ve anomalili bebek

Oykiisti.

Kontrol NTD P degeri

14/150 2/33 0.89

Sigara (var/yok)

Onceki gebeliklerde anomali
4/150 2/33 0.32
7/150 4/33 0.77

oykiisii (var/yok)
Akraba evliligi (var/yok)
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Tablo III: Néral tiip defektli fetuslarin annelerindeki MPO geni

promotor (-463) polimorfizmi ile saglikli grubun karsilastirilmasi.

MPO (-463) Kontrol NTD p degeri
N % N %
Genotipler
GG 100 (66.6) 20 (60.6) NS*
AG 43 (28.6) 10 (30.3) NS*
AA 7 (4.6) 3 (9.1 NS*
TARTISMA

Noral tiip konsepsiyonun 22. giiniinden itibaren
bas ile vertebral kolonun birlesme yerinden itibaren
rostral ve kaudal yonde kapanmaya baslamaktadir. 24-
26. giinlerde rostral kapanma gergeklesmezse kranium-
da gelisme olmamakta ve anomali (akrani-anensefali)
ortaya ¢ikmaktadir. Gebeligin 4. haftasindan itibaren
kapanmas1 gereken kanalin posterior kisminin
kapanmamasi sonucunda ise spina bifida meydana
gelmektedir(14). Noéral tiip defektleri sendromlar,
hastaliklar, maternal ve fetal risk faktorleri ile iligkili
olabilmektedir. Maternal fumonisin (Fusarium
verticillioides) tiiketimi, perikonsepsiyonel ¢inko
eksikligi, parental mesleki maruziyet, bazi pestisidlere
maruziyet, diisiik sosyoekonomik durum, fetal alkol
sendromu,VANGL1 gene mutasyonu, endoteliyal nitrik
oksit sentetaz (NOS3) geninde tek niikleotid
polimorfizmleri noral tiip defektinin olusumunda rol
oynamaktadir(®). Nitrik oksit (NO), methionin sentaz
aktivitesini inhibe ederek homosisteinin remetilasyon-
unu ve uygun ndrulasyonu engellemektedir(15-17),

Spina bifidada vertebra arklarinin birlesmesinde
sorun olmaktadir. Spina bifida okkiiltada defekt yalnizca
kemik arkta meydana gelmektedir(18). Spina bifida
aperta ise meningosel, myelomeningosel, myelosistosel
ve myelosizis olarak 4 tipte gézlenmektedir.

Tedavi edilen izole spina bifidal1 infantlarm %80-
90’1 degigen derecelerde engelli olarak yagamaktadirlar.
Sonug olarak norolojik fonksiyonu etkileyen faktorler,
defektin yeri ve biiyiikliigii, néral dokunun maruz
kaldigi travma, cerrahi kapamanin zamanlamast, iliskili
ventrikiilomegalinin diizeyi, enfeksiyon gibi komplikas-
yonlarin varligidir17),

Myeloperoksidaz diisiik dansiteli lipoproteinlerin
(LDL) oksidasyonuyla nitrik oksidin tiiketimine yol
agmaktadir(l). Bu olaylar endotel disfonksiyonuna,
birgok oksidatif iirline ve serbest oksijen radikallerinin

olusumuna yol agarak aterosklerotik lezyonlarin
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baslamasinda ve ilerlemesinde etkindir(®). Lipoprotein-
lerin oksidasyonunu saglayarak tirozin rezidiilerinin
nitrazizasyonunu da katalize etmektedir. Bu nedenle
endotel aracili nitrik oksidin azalmasina neden
olmaktadir. Bir kez dolasima girdiginde, MPO heparin
glikozaminoglikana baglanarak subendotelial araliga
geemekte ve endotel hiicre matriksinde birikmektedir.
Bu nedenle giiglii bir reaktif oksijen kaynagidir, nitrojen
ylizeyleri ve antioksidanlari tiiketmektedir. Aktive
MPO nitrit ve nitrik oksidin oksidasyonunu katalize
ederek proteinlerin tirozinlerinin nitrasyonuna neden
olmaktadir. Plasentanin kan damarlarinda ve annenin
periferik dolagiminda artmis nitrotirozin preeklampsi
stiresince damarlarda agirt MPO reaktivitesini goster-
mektedir(19:20), Brown ve arkadaslari embriyonik NOS3
G894T genotipini spina bifida ile dnemli derecede
iliskili bulmuslardir?D. Van Der Linden ve arkadaslari
NOS3 894 TT genotipinin annelerde ve gocuklarda
spina bifida riskini artirmadigini savunmaktadirlar.
Bununla birlikte, maternal NOS3 894 GT/TT
genotipinin spina bifidadan etkilenmis gocuk sahibi
olma riskini maternal MTHFR 677 TT genotipi ile
veya artmis plazma homosistein seviyesi ile birlikte
ise artirdigim gdstermislerdir(22). 2005 yilinda yapilan
bir ¢caligmada pankreas kanserli hastalarda MTHFR
C677T polimorfizmi incelerek homozigot TT genotipi
olanlarda enzim aktivitesinin 2 kat daha diisiik oldugu
ve kanser riskinin 2 kat yiikseldigi gdsterilmigtir(23).
Ayrica pankreas kanserli hastalarda MPO -G463A
polimorfizmi incelenmis ve GG homozigot genotipinin
kontrol grubuna gore daha yaygin oldugu gosterilmistir
(24),

MPO geni promotor bdlgesinde ortak bir niikleotid
polimorfizmi (SNP) igermektedir. Bu (-G463A) baz
dizilimi SP1 baglanma bdlgesinde tanimlanmistir ve
burada A alleli bulunmast mRNA yapimini azaltmakta,
bu da G allelinden 25 kat daha az transkripsiyon
aktivitesine yol agmaktadir. Bu, SP1’e baglanmay1
azaltarak inflamasyonun giiciinii azaltmaktadir(23).
Homozigot AA allelerini tagiyanlarda akciger kanseri
riskinin azaldigin1 gsteren ¢aligmalar mevcuttur(20),
Homozigot GG genotipi ise sol ventrikiil fonksiyonu
bozulmus hastalarda uzun siireli tiim mortalite oranlarim
artirmaktadir(??), Bu artisin endotel disfonksiyonuna
yol agarak aterosklerotik lezyonu baslatmasiyla iliskili
oldugu savunulmaktadir. GG genotipi hepatik fibrozis,
multipl sklerozis ve kistik fibrozis gibi hastaliklarin

ilerlemesi ve kotli prognozuyla iliskili bulunmugtur
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(28-30), Bizim bu yeni ¢aliymamizda NTD saptanan
gebelerde %60.6 oraninda GG, %30.3 oraninda AG
ve %9.1 oraninda AA genotipi belirlendi ve kontrol
grubuna gore allel frekansinda farklilik belirlenmedi.
Bolgemizde sikga goriilen akraba evliliginin allel
frekansini da etkilemis olabilecegi ihtimali mevcuttur.
Bu nedenle ¢aligmanin daha genis hasta populasyonun-
da da yapilmasi gerekmektedir.

Sonug olarak; MPO gen polimorfizmleri ile ilgili
literatiirde 460°1n iizerinde makale yer almasina ragmen
NTD ile iliskisi ilk olarak bu ¢aligmada arastirilmis ve
MPO -463G/A promotor polimorfizmi agisindan
NTD’li gocuga sahip anneler ile saglikli gocuga sahip
annelerin arasinda anlamli bir farkliligin bulunmadig:
saptanmistir. Bundan sonraki asamada ise MPO genine
ait diger polimorfizmler ile literatiirde yer alan NOS3,

MTHEFR vb. genlerin ¢alisilmasina karar verilmistir.
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