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1.GIRIS VE AMAC

Gebelik kayiplarmin etyolojisinde pek cok etken suglanmaktadir. Biyokimyasal,
hormonal, immiinolojik ve genetik nedenler, kadin genital sisteminin anatomik 6zellikleri ve
fizyolojik isleyisi, gebelikte gecirilen atesli hastaliklar, kronik hastaliklar etyolojinin
belirlenmesi i¢in goz Oniinde tutulmasi gereken etkenlerdir. Bununla beraber, pek ¢cok gebelik

kaybinin nedeni bilinmemektedir.

Plasental yapinin olusmasi siirecinde, uteroplasental damar ag1 olusumu ve gelisimi
fetusun biiylimesi ve gelismesi i¢in ¢ok kritik bir dnem tagimaktadir. Embriyonun beslenmesi,
ilk haftalarda diflizyon yoluyla olmaktadir. Yaklasik olarak 10. haftadan itibaren damar ag1
yoluyla beslenme baslamaktadir. Bu nedenle, gebelik kayiplarinin genetik nedenleri ele
alinirken, kromozomal nedenler, ilk trimester kayiplarinda daha sik goriilen bir neden olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. ikinci ve iiglincii trimester kayiplarindaki siklig1 giderek azalmaktadr.
Buna karsin, tromboza sebep olabilecek olan her tiirlii kazanilmis ve/veya herediter tromboz

etkenleri ikinci ve tiglincii trimesterde daha fazla 6nem kazanmaktadir.

Kazanilmig tromboz etkenleri iginde, antifosfolipid sendromu 6nemli bir nedendir.
Kalitsal trombofili nedenleri icinde en sik iizerinde durulan nedenler; FV Leiden G1691A
mutasyonu, Protrombin G20210A mutasyonu, Antitrombin III eksikligi, Protein C eksikligi,

Protein S eksikligi olarak ele alinabilir.

Bu etkenler irdelendiginde, kanin damar i¢inde diizenli akisinin, fetusun biiylimesi ve
gelisgmesi agisindan ¢ok Onemli oldugu anlasilmaktadir. Fizyolojik agidan, hemostatik
mekanizmalarin ve koagiilasyon mekanizmasinin detayli ve dikkatli bir sekilde irdelenmesi
gerekmektedir. Zira, hemostazda rolii olan etkenler agisindan, herhangi bir basamakta olusan
patolojik bir degisiklik, kanamaya veya tromboza neden olabilmektedir. Tromboza yatkinlik
oldugunda, gebelik ile ilgili olarak; gebelik kaybi, plasental abrupsiyon, preeklampsi, derin

ven trombozu, intrauterin gelisme geriligi gibi ¢esitli klinik tablolar ortaya ¢ikmaktadir.

Koagiilasyonda pek c¢ok faktdr rol oynamaktadir. Bu faktorlerden birisi, Faktor IX
(FIX)’dur. FIX geni, X kromozomu iizerinde yer almaktadir. FIX’un kan diizeylerinin
eksikligi veya fazlalig1 cesitli klinik sorunlara yol acabilmektedir. U¢ y1l 6nce, FIX geninde
yeni bir fonksiyon kazanma mutasyonu tanimlanmistir [1]. Bu mutasyon, proteinin 338.

pozisyonunda Arginin aminoasidi yerine Lozin aminoasidinin gegmesine neden olmaktadir.



Ilging olarak, bu mutasyonu tasiyan bireydeki plazma FIX seviyesi degismemesine
ragmen aktivitesinin 5-10 kat arasinda degistigi gdzlemlenmistir. Bu nedenle, tromboza

egilim olusturmasi beklenen bir durumdur.

Bu caligmada, ikinci ve itglincii trimester gebelik kayiplar1 olan kadmlarin
etyolojisinde, yeni tanimlanmig olan FIX Padua mutasyonunun muhtemel etkisinin
degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Bu amagcla, T.C. Saglk Bakanligi Dr. Zekai Tahir Burak
Kadm Saghgi Egitim ve Arastirma Hastanesi Genetik Merkezi’'nde gergeklestirilmek iizere
retrospektif bir calisma planlanmistir. Dr. Zekai Tahir Burak Kadm Sagligi Egitim ve
Arastirma Hastanesi Egitim Planlama Koordinasyon Kurulu’nun ve Ufuk Universitesi Etik
Kurul Komitesi’nin  onayr alinmistir. Caligma icin, gebelik kaybi olan ve gebelik kaybi
olmayan kadinlardan olusan iki grup olusturulmustur. Se¢ilen hastalar i¢in hastanenin Genetik
Merkezi’'nde ki hastane kayitlar1 ve tromboza yatkinlik olusturdugu bilinen genlere yonelik
calisilmig olan test sonuglart degerlendirilmistir. Hastalarin saklanan DNA Ornekleri

kullanilarak, FIX Padua mutasyonunun varlig1 arastirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER:

2.1. KOAGULASYON

Koagiilasyon, homeostazin korunmasi i¢in ardigik reaksiyonlarin gergeklestigi
fizyolojik bir yanittir. Koagililasyonun etkin bir bicimde gerceklesememesi klinik sorunlara
yol agmaktadir. Yetersiz koagiilasyon olmasi durumunda kanamaya egilim (kanama diatezi)
s06z konusu iken; uzun siiren, sinirlandirilmamis ve abartili koagiilasyon durumunda tromboza
egilimden (trombofili) bahsedilir. Kanin damar i¢inde akisi sirasinda, koagiilasyonu onleyici
mekanizmalar, koagiilasyonu tetikleyen mekanizmalara baskin gelir. Fizyolojik smirlarda,
damar i¢inde kan akimi diizenlidir.

Kanin siv1 fazda akisinda etkili olan mekanizmalar [2]

a. Kanm normal laminar akisinin, trombositlerin ince plazma araciligiyla endotele
direkt temasini dnlemesi

b. Kan akismin, protrombotik veya aktive haldeki faktorleri dilue etmesi

c. Prokoagiilan faktorlerin fazla olmasi halinde endotelial antikoagiilan faktorlerin ve
antitrombosit fonksiyonlarin ifadelenmesi

d. Aktive trombositlerin {iretimi i¢in yeterli stimulasyon ihtiyaci, aktivasyonun tam
bir sekilde gerceklesmesi i¢in ¢oklu uyaran gerektirmesi

e. Bagka hiicrelere veya inaktive edici komplekslere bagl halde olan bazi faktorlerle
birlikte, inaktif zimojen halinde dolasimda bulunan koagiilasyon faktorlerinin
aktivasyon i¢in reseptor aracili mediatdr proteolizine gereksinim duymast

f. En st diizeye yakin siddette uyaran varliginda aktive olan bazi yaniltici faktorlerin
yikilimini saglayan bir¢ok proteazin dolasimda bulunmast

2.1.1. KOAGULASYON KASKADI

Koagiilasyonu agiklamak icin cesitli modeller gelistirilmistir. Ik model, Morawitz
tarafindan 1905°te tanimlanmustir [3]. Ikinci model, kaskad/selale modeli olup, 1964’te
aciklanmistir. Bu model, koagiilasyonun anlagilmasinda onemli katki saglamistir ancak
koagiilasyon siirecini in vivo olarak net tanimlayamamaktadir [4]. Glinlimiizde, hiicreyi temel
alan model in vivo siireci daha iyi tanimlamaktadir.

Koagiilasyon kaskadi, ardigik enzimatik doniisiim reaksiyonlarinin tamamini belirtmek
icin kullanilan bir ifadedir. Kaskadin yorumlanmasmi kolaylastirdigi i¢in, intrinsik ve
ekstrinsik yollar olmak iizere iki ayr1 yol ve bu yollarin birlestigi bir ortak yol lizerinden ele
alinir.

Hiicreyi temel alan modelde, doku faktorii, koagiilasyon faktorleri (Bkz. Tablo 1) ve
hiicre yiizeyi 6nemli rol oynamaktadir. Bu model, kaskad modeline ilave olarak, karmasik



yollari, regiilator mekanizmalari, kilit rol iistlenen faktorleri ve reaksiyonlarin olusacagi
hiicresel yiizeyler hakkinda da 11k tutan bilgiler sunar [4].

Damar duvarinda bir hasar meydana geldiginde ilk yanit, vazokonstriksiyondur.
Endeotelin biitiinliigliniin bozulmas1 sonucunda subendotelyal yapilar agiga ¢ikar. Subendotel,
sahip oldugu bag dokusu yapist nedeniyle ¢ok giiclii bir trombojenik (pihtilagmaya yatkinlik
olusturan) Ozellige sahiptir. Trombositler, subendotelyal kollajene yapisirlar ve Von
Willebrand Faktor (vVWF), bu baglanmada 6nemli bir yere sahiptir. Trombositlerden salinan
bazi maddeler (ADP,Ca™* serotonin gibi), trombosit agregasyonunu tetikler. Trombositler
coker, fibrinojen kopriileri olusur. Boylece gegici ve zayif bir tika¢ olusur. Bu tikaca, Primer
Hemostaz denir [5]. Bu asamada, doku faktorii araciligi ile instrinsik ve ekstrinsik yol
reaksiyonlar1 baslatilmis olur (Bkz. Sekil 1). Ardisik seri reaksiyonlar, hiicresel elemanlarin
ve koagiilasyon faktorlerinin katkisiyla koagiilasyon devam ettirilir ve saglam bir fibrin
tikacin1 olugsmasiyla bu reaksiyonlar zirve noktasina ulagmis olur. Bu evrelerden sonra
fibrinoliz gerceklesir.

Koagiilasyon Faktorleri

Faktorler Isim
I Fibrinojen
1I Protrombin
111 Doku Faktori
v Kalsiyum (Ca ™)
A% Proakselerin, labil faktor
VII Prokonvertin
VIII Antihemofilik faktor
IX Plazma tromboplastin komponent, Christmas Faktor
X Stuart — Prower Faktor
XI Plazma Tromboplastin Antesedent (PTA)
XII Hageman Faktor
XIII Fibrin Stabilizre Edici Faktor, Laki-Lorand Faktor
vWF Von Willebrand Faktor

Tablo 1: Koagiilasyon kaskadinda yer alan faktorler ve isimleri




[Kontﬂkt aktivasyon - Intrinsik ynl) [Doku faktori -  Ekstrinsik yolj

Hasarh yuzey -Travma
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ﬂ /
XII Xlla Wﬂl
ﬁ
XI X1 VIII
% = S Doku faktsrii &= Travma
14 3
< /——\}f/ Antitrombin
Xa ', Trombin’ Ortak Yol

..°> ..°Ha .°+ooo¢-.

e, i v et .o /—\ :
= . | ..' Fil}rinojen Fibrin ’é"
Aktive Protein C = s o

(1) (Ia)
\L X1lla X111

Protein S

Capraz bagh fibrin pihtis:

Protein C ve Trombomodulin

Sekil 1: Koagiilasyon kaskadi. Noktali oklar aktive edici 6zelligi, ucu kiint sonlanan
oklar inhibe edici 0zelligi gosterir. (Adams, R. L. and R. J. Bird (2009). "Review article:
Coagulation cascade and therapeutics update: relevance to nephrology. Part 1: Overview of
coagulation, thrombophilias and history of anticoagulants." Nephrology 14(5): 462-470. *dan
esinlenerek ¢izilmistir.)

2.1.1.1. EKSTRINSIK YOL

Damara duvarinda bir hasar oldugunda veya endotel ylizeyi zedelendiginde,
subendotel kan ile temasa geger, doku faktorii (Tissue Factor, TF ) agiga cikar ve FVII ile
birlesip aktive olarak TF+FVIIa kompleksini olusturur. Bu kompleks, ortak yola girer.

2.1.1.2. INTRINSIK YOL

Damar duvarinda olusan hasar ile FXII aktiflesir. Sonra sirasiyla bir dizi enzimatik
reaksiyon olusur ve kaskad seklinde devam eder. Aktiflenmis olan bir molekiil, baska bir
molekiilii ‘sinirli proteoliz’ ile aktif hale doniistiiriir [6].

FXlIIa, FXT’i aktive eder. FXI, aktive FXI (FXIa) haline gelir. FXIa, FIX’u aktive
eder. FIXa da FVIII ‘lin kofaktdr olarak katildigi ve iyonize kalsiyum ile fosfolipid
membranin bulundugu ortamda FX’u, FXa’ya ¢evirir. Bu basamaktan sonra ortak yola
girerler.



2.1.1.3. ORTAK YOL

FX, FV’in kofaktor olarak katildig1 ve iyonize kalsiyum ile fosfolipid membranin
bulundugu ortamda, FII'yi (Protrombin), Flla’ya (Trombin) ¢evirir. Trombin, fibrinojeni
fibrine ¢evirir. Fibrin, fizyolojik kosullarda kanda bulunmayan bir molekiildiir. FXIII, fibrin
monomerleri arasinda ¢apraz baglar olusturarak, bu yapmin ¢éziinmeyen ve saglam bir piht1
haline gelmesini saglar.

In vivo koagiilasyonda giiniimiizde kabul edilen hiicreyi temel alan modele gore [2];

- Doku faktoriiniin merkezi baslatici roli,

- Stabil bir pihtinin olugsmasi esnasida trombin amplifikasyonun kritik 6nemi [7],

- Koagiilasyon faktorleri ve hiicresel elemanlarin birbirine olan bagimliligi, hiicresel
elemanlar (aktive trombositler) tarafindan molekiillerin baglanabilecegi uygun bir
negatif yiiklii ylizey olusturulmasmin 6nemi vurgulanmaktadir.

Bu model, klasik model iizerine insa edilmistir. Doku faktoriiniin Faktor VII ile
birlikte olusturdugu kompleks (TF+FVIla kompleksi), FIX ve FX’u aktive eder [8]. Sonugta,
intrinsik ve ekstrinsik yol birbirine baglanmis olur. Ekstrinsik yol, baslangic fazinda
tetikleyici olurken, intrinsik yol, cogalma fazinda 6nem kazanmaktadir [9].

Hiicreyi temel alan modelde koagiilasyon, baslangic fazi, ¢ogalma fazi1 ve yayilma fazi
olmak tizere ii¢ evrede ele alinir.

Baslangic Fazi:

Endotel hasar1 veya aktivasyonu, doku faktdriiniin kan ile karsilagsmasia neden olur.
Doku faktorii, bir transmembran glikoproteinidir [3]. Doku faktorii, yapisal olarak pekgok
ekstravaskiiler yapida bulunmaktadir. Beyin, kalp, testis, bobrek, plasenta gibi 6nemli olan
organlarda yiiksek diizeylerde bulunmaktadir [10].

Bu fazda, TF, FVII ile birleserek, Ekstrinsik Faktor Tenaz (Tenase, Xase) Kompleksi
olarak adlandirilan katalitik bir kompleks olusturur. Bu kompleks, FIX ve FX’u aktive eder.
Aktive FX, diisiik konsantrasyonda trombin (FIla) olusturur[11].

Cogalma Fazt:

FIXa, kofaktdrii FVIIla ile birlikte, Intrinsik Faktér Tenaz Kompleksi’ni
(FIXa+FVIlla) olusturur [8]. Intrinsik tenaz kompleksi olusumu, FXa iiretimi ve trombin
iiretim hiz1 artig1 sonucunda, ¢ogalma fazmin derecesini belirleyici niteliktedir. FXa iiretimi,
Ekstinsik Tenaz Kompleksi iizerinden iiretilen FXa miktarinin yaklagik 50-100 kati
diizeyindedir [8, 11].



FXa+FVa kompleksi, Protrombinaz Kompleksi olarak adlandirilir. Bu kompleksin ve
intrinsik Faktor Tenaz Kompleksinin etkinligi, Cavarhginda, fosfolipid membranda beraber
bulunmalar1 ile kat kat artmaktadir [12]. Bu aktive faktorler, geriye doniik pozitif etki
yaparlar ve enzimatik reaksiyon dizisi yeterli pthtinin olusumu i¢in hizli trombin iiretimi ile
sonuclanir. Trombin, trombositler iizerindeki etkisini, trombosit reseptor Gplb iizerinden
gosterir ve bu etki hem trombosit agregasyonunu artirr hem de negatif yiikli fosfolipid
membran olusturur.

Trombin, FXI’i aktiflestirir ve FXIa olusur [13]. Yine, FVIIla’yy, FVIIla+tvWF
kompleksinden serbest kalmasmi saglayarak, FVIIla diizeyini artirir. Bdylece, trombosit
yiizeyine yerlesen FVIIla, intrinsik yol enzimlerinin daha ileri aktivasyonuna neden
olmaktadir.

Trombositler, ilk olugan plakta bulunurlar ve vaskiiler hasarin bulundugu yerdeki lokal
kollajen tarafindan da uyarilirlar ve yliksek miktarlarda trombin iiretimi saglayabilecek bir
lokalizasyonlar1 vardir. Biitiin bu etkiler, {iretilen trombinin diizeyini artirmaya yoneliktir.

Yayilma Fazi:

Hasarli bolgeye gelen trombositlerin sayist ve islevselligi, reaksiyonlarin devami
acisindan Onemlidir. Bu fazda trombin ¢ok yogun bir sekilde olusur. Olusan trombin,
fibrinojeni fibrine ¢evirir. Fibrin monomerleri biraraya gelir, yogunlasirlar. Trombin
tarafindan aktive edilen FXIIla, olusan bu fibrin monomerleri arasinda capraz baglar
meydana gelmesini saglar. Fibrin, son haliyle ¢ok giiclii bir yapiya sahiptir ve piht1 kararl ve
saglam bir 0zellik kazanir.

Trombin, trombinle aktive olan fibrinoliz inhibitoriinii, Thrombin activatable
fibrinolysis inhibitor (TAFI), aktive eder. TAFI, plazminin fibrini eritici etkisini dnler [14].
Fibrin yapis1 korunmus olur.

2.1.1.4. FIBRINOLIiZ

Doku tipi plazminojen aktivatorii (Tissue-Type Plasminogen Activator, t-PA), endotel
hiicrelerinde tiretilir. Trombin varliginda ve vendz damarlarin tikanmasi halinde salgilanir.

Urokinaz tipi plazminojen aktivatorii (Urokinase-Type Plasminogen Activator, u-PA),
proiirokinaz olarak salinir. Plazmin ve kontakt faktorleri tarafindan (kininojen, prekallikrein,
FXII) tarafindan aktive edilir.

Plazminojen, t-PA ve u-PA aracilig1 ile enzimatik yikima ugrar ve plazmine doniisiir.

Plazminojen aktivator inhibitorii (Plazminogen Activator Inhibitor, PAI), kanda bol
miktarda bulunmaktadir [15]. t-PA ve u-PA ile kompleksler olusturarak inaktiflestirir. Bu
sayede, gereginden fazla plazmin iiretimi engellenir.

Olusan pihtinin yikimi, hemostazin korunmasi i¢in 6nemli ve gerekli bir basamaktir.
Plazmin, fibrini 6zgiin lizin ve arginin bakiyelerinden yikar. Fibrin yikim iiriinleri (FYU)
olusur.



Fibrinolizin belli bir hizda ve belli bir dengede olmas1 gerekmektedir. Eger ¢cok yavas
olursa, tromboza egilim artar, ¢ok hizli olursa kanamaya egilim artar.

FYU artis1, su sonuglara yol acabilmektedir [16]

- Antitrombosit etkileri ile trombosit fonksiyonlarini bozar.

- Giiclii antitrombin etkileri ile pihtilagmay1 engeller.

- Fibrin monomerlerinin polimerizasyonu ve saglam bir piht1 olusumunu engeller.
- Retikiiloendotelyal sistemin temizleme islevini bozar.

Bahsedilen bu nedenlerle, FYU, kanamalara yol agabilir.

2.1.2. KOAGULASYON TESTLERI

Koagiilasyon testleri, hemostazin korunmasima yonelik olarak gelisen karmasik ve
icice reaksiyonlarin etkinligini degerlendirmek i¢in kullanilan 6l¢iim yontemleridir.

Aktive Parsiyel Tromboplastin Zamani (APTT): Intrinsik ve ortak yolu
degerlendirmek i¢in kullanilir. Fizyolojik sartlarda siiresi, 29-39 saniyedir (Laboratuarlar aras1
degiskenlik gosterebilir).

Stirenin kisalmas1 tromboembolizme yatkinlik olarak degerlendirilebilinirken[17],
uzamasidurumundaantifosfolipid antikor varhigi, antikoagiilan (heparin) kullanimi,Dissemine
Intravaskiiler Koagiilasyon (DIK), Hipofibrinojenemi, Hemofili A, Hemofili B, FXII
eksikligi, FXI eksikligi, karaciger ile ilgili bir patolojik durum, Von Willebrand Hastaligi, K
vitamini eksikligi akla gelmelidir.

Protrombin Zamani (PT): Ekstrinsik ve ortak yolu degerlendirmek igin
kullanilir.Fizyolojik sartlarda siiresi, 10-14 saniyedir (Laboratuarlar arasi degiskenlik
gosterebilir).

Giliniimiizde INR (International Normalized Ratio) ile degerlendirilir.Fizyolojik
sartlarda araligi: 0.8 — 1.3 .

INR degerinin azalmasi, koagiilasyon riskinin artmasi anlamini tagir. INR degerinin
artmasi, kanama riskinin artmasi anlamini tagir.



Kanama zamani: Trombosit fonksiyonlarini ve sayisini degerlendirmek icin yapilan
bir incelemedir. Ekimoz, purpura, spontan kanamalarin incelenmesinde Onem kazanir.
Aspirine duyarlilik, Glanzman Hastaligi, von Willebrand Hastaligi, Bernard — Soulier
Sendromu, tiremi, bag dokusu hastaliklari, herediter telenjiektazi ve karaciger hastaliklarinda
stire uzayabilmektedir. Fizyolojik sartlarda siiresi, 3-7 dakikadir.

Koagiilasyon faktorlerinin miktarinin ve / veya aktivitesinin azalmasi veya ¢ogalmasi
durumunda koagiilasyonun degerlendirildigi laboratuar incelemeleri anormal sonug verir.
Kanama riskini degerlendirebilmek icin klinik Oykiiniin bu sonuglarla birlikte
degerlendirilmesi gerekir.

2.1.3. ANTIKOAGULAN ETKiLi MOLEKULLER

Koagiilasyonun tiim basamaklari, kofaktorlerin aktivitesinin veya enzimlerin
inhibisyonu yolu ile diizenli olarak regiile edilir.

Antitrombin III (AT III):

Asil iiretim yeri karacigerdir. Endotelde de ifadelenir. Serin proteaz inhibitoriidiir.
Koagiilasyonun en 6nemli inhibitdriidiir. Etkisini 6zellikle serbest enzimler iizerinden yapar.
FXlIIa, FXIa, FIXa, FXa ve trombini inhibe eder. FIXa’nin proteolitik aktivitesi, primer
olarak antitrombin tarafindan regiile edilir [18]. Koagiilasyonun, hasarli bolgeden etrafa daha
fazla yayilmasini 6nlemis olur.

Antitrombinin etkisi, heparin uygulamasi ile belirgin olarak artar. Heparin uygulamasi
ile antitrombinin FII’ye ve FX’a baglanmas: artar.

Protein C:

Karacigerde {iretilir. Yapimi, K vitaminine baghdir. Endotelde iretilen
trombomodiilin, trombin baglandiginda aktive olur. Kofaktorii Protein S ile birlikte FVa ve
FVIIla inhibisyonunu yapar.

Protein S:

Karacigede iiretilir. Protein C’nin kofaktoriidiir. ATII ve Protein C eksikliginde
tromboza egilim ortaya ¢ikar.



Doku Faktorii Yolag Inhibitorii (Tissue Factor Pathway Inhibitor, TFPI)

Serin proteazdir. Endotelde iiretilir. Trombositlerde de bulunur. Plazmada, molekiiler
yapist degismemis olarak veya karboksi terminalinin kesilmis formu halinde bulunur. Ayrica,
plazma lipoproteinleri ile kompleks yaparak da sirkule olabilir [19]. FXa aktivitesini ortadan
kaldirir. TF+FVIla kompleksini inhibe eder. Ekstrinsik yol inhibitorii olarak bilinir. Heparin
veya Diisiik Molekiil Agirlikli Heparin (Low Molecular Weight Heparin, LMWH) uygulanimi
sonrasinda endotelyal form dolasima verilir.

2.1.4. ANTIKOAGULAN ILACLAR

Antikoagiilan ilaglar, koagiilasyonun patolojik diizeyde olusmasini engellemek ve
kanmn intravaskiiler kompartmanda akiginin devamliligini saglayabilmek icin klinik pratikte
yaygin olarak kullanilan ilaglardir. Oral ve parenteral kullanim sekilleri vardir.

Glinlimiize kadar sik kullanilan ilaglar, heparin, warfarin ve LMWH olup, birden ¢ok
faktore yonelik etkileri vardrr. Ideal antitrombotik tedavide hedef, tek bir etkene veya
basamaga yonelik etki eden ila¢ gelistirilmesi ve kullanimidir.

Warfarin

v-Glutamil Karboksilaz enzimi, bir integral membran glikoproteinidir [20].
Katalizledigi reaksiyonda, karboksil grubu (-CO,) eklenmesini saglar. Karboksilasyon;
koagiilasyonda, kemik metabolizmasinda[21], biiylimenin kontrolii[22], sinyal iletimi[20] ve
vaskiiler degisimlerde (remodelling gibi) [23] gerekli ve 6nemli bir reaksiyondur.

FII, FVII, FIX, FX, Protein C, Protein S ve Protein Z, etkisini vitamin K’ya bagimli
olarak gosteren molekiillerdir. Karboksilaz enzimi, vitamin K varliginda, vitamin K’ya
bagimli proteinlerin glutamat bakiyelerinin (glu’s) karboksilasyonunu gerceklestirir ve
gamakarboksiglutamat bakiyelerinin (gla’s) olusmasini saglarlar. Bu reaksiyon, translasyon
sonrasi diizenlemedir. Her glu —>gla dongiisiinde, Vitamin K Hidrokinon, Vitamin K
Epoksid’e okside olur. Vitamin K epoksid, karboksilasyon reaksiyonunda kofaktordiir.
Vitamin K Epoksid Rediiktaz enzimi, Vitamin K epoksidi, Vitamin K hidrokinona indirger.
Warfarin, Vitamin K epoksid rediiktaz inhibitoriidiir. Warfarin kullanimi sonrasinda bu enzim
baskilanir, Vitamin K hidrokinon rezervi tiikkenir. Vitamin K bagimli proteinlerinin dnciileri
intraseliiler alanda birikir [20] ve  gama karboksilasyon gerceklesemeyeceginden,
koagiilasyon reaksiyonlar1 duraksar. Sonucta, antikoagiilan etki gostermis olur. Vitamin K
Epoksid Rediiktaz (VKORC) enziminde belirlenen polimorfik degisiklikler warfarine yanit1
degistirmektedir [24]. Doz ayarlamasi yapilmasi gerekir. VKORC enziminde tanimlanmig

yanlig anlamli mutasyonlar, warfarin dozunu artrmay: gerektirir. Bu hastalar, warfarine
direngli kabul edilir [25].
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Warfarin kullanimi sirasinda Protein C ve S de baskilanir. Etkilerinin kaybolmasi,
diger Vitamin K bagiml faktorlere gore daha hizlidir. Bu nedenle, warfarin tedavisinin ilk
giinlerinde gegici bir prokoagiilan egilim olur. Bu egilimi ndtralize etmek igin, etki
mekanizmasi farkli baska bir antikoagiilan (genellikle heparin) kullaniimaktadir.

Heparin

Heparin —unfraksiyone heparin (UFH) olarak ta bilinir-, fizyolojik olarak, bazofil ve
mast hiicrelerinde tiretilmektedir. Medikal tedavi i¢in hazirlanmis heparinin agirlig1 ortalama
olarak 12 kDa ile 15 kDa arasinda degismektedir. Etkisini antitrombin {izerinden gosterir.
Antitrombini aktive eder ve aktive antitrombin, FXa ve trombin basta olmak iizere diger
proteazlar1 inaktive eder [26]. Heparinin, olusmus pihtiy1 eritici bir etkisi yoktur. Pihtinin
olusumunu ve biiyiimesini engeller. Antidotu, protamindir [27].

Diisiik molekiil agirhkh heparin
(Low Molecular Weight Hepain, LMWH)

Unfraksiyone heparin’in depolimerizasyonu veya fraksiyone edilmesi ile elde edilmis
tirevidir. Molekdil agirliklar1 ortalama olarak 4kDa ile 5 kDa arasinda degismektedir. Etkisi,
oncelikli olarak FXa iizerindedir ve FXa’y1 inhibe eder. Gebelikte profilaktik ve tedavi amaclt
kullanimi agisindan, unfraksiyone heparinin yerini almistir [28].

2.1.5. TROMBOFILIi

Trombofili, arteriyel veya vendz damarda tromboza artmis yatkinlktir[29]. Herediter
ve akkiz (kazanilmis) olabilir.

2.1.5.1. EDINSEL TROMBOFILI

Kanser, gebelik ve lohusa donemi, oral kontraseptif kullanimi, antifosfolipid
sendomu, polistemia vera, sepsis, nefrotik sendrom, cerrahi operasyon, hormon replasman
tedavisi, uzun siire immobilizasyon, kazanilmis trombofililere 6rnek olarak verilebilir.

2.1.5.2. KALITSAL TROMBOFILI

Kalitsal trombofililer i¢inde sik goriilenler; Antitrombin IIT eksikligi, Protein C
eksikligi, Protein S eksikligi, FV Leiden G1691A mutasyonu, Protrombin G20210A
mutasyonu, hiperhomosisteinemi’dir.

Kalitsal trombofililer, bat1 toplumlarinin %15’inde bulunur ve gebelikte goriilen vendz
tromboembolizm tanilarinm yaklasik %50’sinin altinda yatan nedendir [30].
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2.2. GEBELIK

Konsepsiyon, haploid kromozom yapilart olan (n) ovum ve spermin birlesmesiyle
meydana gelen diploid (2n) kromozom kurulusuna sahip zigotun olugmasidir. Zigot, uterusa
implante olduktan sonra emriyonik ve fetal evrelerden gegerek matur bir canli haline gelir.
Gebelik, konsepsiyon ile baslayan, term doneme kadar devam eden ve dogum ile sonlanan
fizyolojik bir periyoddur.

2.2.1. GEBELIK FiZYOLOJiSi

Gebelik, organizmada bircok fizyolojik degisikligin gerceklestigi bir donemdir. Kan
hacmi, demir ihtiyaci, pihtilasmaya egilim, kalp hizi, kardiyak output, kanda kolesterol ve
trigliserid diizeyleri, viicutta su tutulumu, idrar ¢ikisi, kilo, meme hacmi artar. Hormonal
diizeyde de degisiklikler olur. Plasentadan sentezlenen Human Koryonik Gonadotropin
(hCG), ilk 9 — 10 haftaya kadar ovaryumlar1 uyararak, dstrojen ve progesteron sentezini ve
bdylece diizeylerinin artmasini saglar. 9-10 haftadan sonra, plasentanin kendisi bu hormonlar1
yiikksek miktarlarda sentezler. Bu iki hormon, gebeligin devami i¢in gereklidir. Plasenta,
bobrekiistii bezlerini de uyararak, aldosteron ve kortizol diizeylerinin de artmasini saglar. Bu
nedenle, organizmada su tutulumu olur. Prolaktin ve parathormon diizeyleri artar.

Kan hacmi, l6kosit sayis1 ve koagiilasyon faktorlerinin sentezi (6zellikle fibrinojen ve
FVIII) artarken, trombosit sayisi azalir. Net olarak, gebeligin kendisi, hiperkoagiilan bir
siirectir.

2.2.2. TANIMLAR

Gebelikte Onem arz eden kavramlar ile ilgili olarak farkli tanimlamalar
yapilabilmektedir. [31]. Gebeligin olusmasi halinde, birinci haftanin baslangict olarak
menstriiasyonun ilk giinii almir. Iki hafta sonra ovulasyon gerceklestiginde, eger fertilizasyon
olursa embriyogenezis donemi baglar. Organogenezis bu donemde gerceklesir. Onuncu
haftaya gelindiginde fetal donem baslamis olur. Siireler ¢ok keskin sinirlarla ayrilmamaktadir,
devam eden siirecin kademeli olarak degisimi s6z konusudur.
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Trimester

Gebeligin donemlerine verilen addir.

Birinci trimester

1.-14. haftalar aras1 donemdir. Embriyonik ve fetal donemleri
icerir.

Ikinci trimester

15.-28. haftalar aras1 donemdir.

Ucgiincii trimester

29-42 haftalar aras1 donemdir.

Normal dogum haftasi

40+2 haftadrr.

20 haftadan once gerceklesen veya fetal agirligin 500 gramdan

Spontan Abortus (Disiik) kiiciik oldugu gebelik kayiplaridir.
Habituel abortus Ardisik iki spontan abortus olmasidir
(Rekiirren abortus)
20. haftadan itibaren ve sonraki haftalarda gergeklesen kayip
Olii dogum icin kullanilan terimdir. Kesin bir tarifi olmayip, farkli haftalar
referans alinabilmektedir [32].
Iki kisma ayrilarak tanimlanmistir [33].
Vajinal kanama ile sonlanan gebelik i¢in biyokimyasal
(subklinik, erken) gebelik kayb1 ifadesi kullanilir. Bu kanama,
mens kanamasi ile karistirilabilir.
Gebelik kayb1 Klinisyenin gebeligi tespit etmesinden sonra veya kadinin

gebe kaldigmi farketmesinden sonra, konsepsiyon iiriiniiniin
herhangi bir sekilde kaybedilmesi halinde, farkedilen (klinik)
kayip ifadesi kullanilir. Bu tanim, spontan abortus, ektopik
gebelik ve 6lii dogum tanilarini kapsar.

Embriyo donemi

1.-10. Haftalar arasi donem

Fetal donem

11.-40. Haftalar arasi1 donem

Preterm Dogumun, 37. haftadan dnce ger¢eklesmesi halidir.
Term Dogumun 40+2 hafta aralif1 i¢inde gerceklesmesi halidir.
Postmattir Gestasyonel yasin 42 haftadan biiyiik olmasi halidir.

Tablo 2: Gebelik ve fetal gelisim evreleri ile ilgili tanimlar

Gebelik Kayiplan:

Gebelik kayiplari

bircok nedenle olusabilmektedir. Bu nedenler, gebeligin

donemlerine gore smiflanarak degerlendirilmektedir [34]. Bu degerlendirmeye gore,

kromozomal ve konjenital anormallikler,

almaktadir.

her ii¢ trimesterde fetal nedenler iginde yer

Her ti¢ trimester i¢in pek ¢ok maternal sebep tanimlanmistir. Bu nedenler; anatomik,
immunolojik, enfeksiydz, plasental nedenler ve trombofili olarak ele alinabilmektedir.
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Birinci trimesterdaki gebelik kayiplarinin maternal nedenlerine ornekler verilerek
irdelendiginde, intrauterin lezyonlar, leiomyom ve uterus septumu anatomik nedenler i¢inde
yer alir. Cushing Sendromu, luteal faz defekti, polikistik over sendromu ve tiroid hastaliklar
endokrinolojik nedenler i¢inde yer alir. Antifosfolipid sendromu, sistemik lupus eritematozus
immunolojik nedenler i¢inde yer alir. Sitomegaloviriis, herpes simpleks viriis, listeria
monocytogenes, parvoviriis B19, rubella ve toxoplasma gondii enfeksiydoz nedenler i¢inde
yer alir. Aktive Protein C, FV Leiden ve Protrombin G20210A mutasyonlar1 trombofilik
nedenler icinde yer alir. Diabetes mellitus ve hipertansiyon, her ii¢ trimesterdeki maternal
kaynakli nedenler i¢inde kontrol edilememis kronik hastaliklar i¢inde yer alir. Annenin ciddi
akut hastaliginin olmasi da her ii¢ trimesterdaki maternal kaynakli nedenler i¢cinde deginilen
diger bir nedendir.

Ikinci trimester gebelik kayiplarmin maternal nedenlerine ornekler verilerek
irdelendiginde, serviks yetersizligi, intrauterin adezyonlar, leiomyom ve uterus anomalileri
anatomik nedenler icinde yer alir. Antifosfolipid antikorlar1 [antikardiolipin antikorlar1 ve
lupus antikoagiilan1] immunolojik nedenler i¢inde yer alir. Bakteriyel vaginozis, intraamniotik
enfeksiyon enfeksiyoz nedenler i¢cinde yer alir. Hematom, ¢ikarilamamis intrauterin arag,
plasental abrupsiyon ve plasenta previya plasental problemler i¢inde yer alir. Protein S
Eksikligi, FV Leiden, Protrombin G20210A mutasyonlar1 trombofilik nedenler i¢inde yer alir.

Ucgiincii trimester gebelik kayiplarmin maternal nedenlerine &rnekler verilerek
irdelendiginde, antifosfolipid antikorlar1 [antikardiolipin antikorlar1 ve lupus antikoagiilani]
immunolojik nedenler i¢inde yer alir. Plasental abrupsiyon, plasenta previya plasental
problemler i¢inde yer alir. Protein S Eksikligi, FV Leiden, Protrombin G20210A mutasyonlar1
trombofilik nedenler icinde yer alir. Intrapartum asfiksi, enfeksiyon, post-term gebelik,
umblikal kord komplikasyonu da belirlenmis diger maternal nedenlerdendir.

Fetal biiyiime kisitlanmasi, fetomaternal transfiizyon, izoimmiinizasyon, non-immiin
hidrops fetalis, ikizden ikize transflizyon, ii¢lincii trimesterde fetomaternal nedenler i¢inde ele
alinmaktadir.

[la¢ kullanimi, sigara kullanimi, teratojene maruziyet, travma, her ii¢ trimesterde de
diger nedenler grubu i¢inde degerlendirilmektedir. Ek olarak, ektopik gebelik ilk trimesterde
ele alinrken, membranlarin preterm prematiir riiptiirii ise ikinci trimesterde ele alinmasi
gereken nedendir.

2.2.3. PREEKLAMPSI - EKLAMPSI

Preeaklampsi, gebelik sirasinda, en az 6 saat ara ile ve iki defa Olgiilen kan basinct
degerinin 160/110 mmHg {izerinde olmas1 ve 24 saatlik idrarda protein diizeyinin 5 gramdan
fazla bulunmasidir [35]. Bu bulgulara 6dem eslik edebilir. Sikayetler, iliml1 diizeyden siddetli
diizeye kadar degisebilir. Endotel fonksiyonunun bozuklugu ve vazospazm vardir. Genellikle
20 haftadan sonra ortaya c¢ikar. Eger, trofoblastik bir hastalik sézkonusu ise daha erken
donemde ortaya ¢ikabilir. Dogum sonrasi 6. haftaya kadar devam edebilir.
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HELLP sendromu, hemoliz, artmig karaciger enzim diizeyleri ve diisiik trombosit
seviyeleri ile karakterizedir. Preeklampsinin atipik bir formu oldugu diistiniilmektedir [35].

Gebeligi swrasinda preeklampsi geciren kadinlarin, gebelikten sonra vendz
tromboembolizm gecirmesi riskinin yiikseldigi tespit edilmistir [36].

Preeklampsi bulgu ve sikayetlerine ek olarak, bagka bir nedene baglanamamis
konviilziyonlarin klinik tabloya eslik etmesi halinde eklampsi ifadesi kullanilmaktadir.

2.2.4. ANTIFOSFOLIiPiD SENDROMU

Otoimmiin bir hastaliktir. Hiicredeki fosfolipid membranlara kars1 antikor gelisir.
Ozellikle, kardiolipin ve B, Glikoprotein I’e karsi antikorlar olusmaktadir. Lupus
antikolagiilani, tanimlanmig bir diger antikordur. Ayrica, tPA [37], annexin A2 [38] ve
plazmin [39] gibi bagka bazi antijenik hedefler de tanimlanmistir. Bu antijenlere kars1 gelisen
antikorlar ile antifosfolipid sendromu arasinda iligki bulunmustur. Vaskiiler alanda, heniiz
tam olarak aydinlatilamamis fizyopatolojik mekanizmalar ile arteriyel veya vendz
koagiilasyon tetiklenir. Diisiik, preeklampsi, 6lii dogum gibi gebelik komplikasyonlar1 olusur.

Antifosfolipid sendromu’nda meydana gelen tromboza yatkinlik ile ilgili pek g¢ok
mekanizma giindeme gelmistir [40]. Bu mekanizmalardan etkin olaninin belirlenmesi veya
hastaya ait altta yatan nedenlerin etkin olup olmadigmin belirlenmesi heniiz miimkiin
olmamastir.

Tromboza yatkinlik i¢in One siirlilen mekanizmalardan bazilar1 soyledir.

1- Endoltelin aktivasyonu sonucunda trombositlerin ve monositlerin baglanmasmin

kolaylagmasi

2- Endotelyal baglanmay1 artirmak i¢in trombositlerin aktive olmasi

3- Okside olmus diisiik dansiteli lipoproteinlere kars1 antikor reaksiyonunun olmasi

ile ateroskleroz ve myokard enfarktiisiine zemin hazirlanmis olunmast

4- Koagiilasyon faktorlerine kars1 antikor gelismesi (Protein C, Protein S )

Fetal morbidite ve mortalitenin sadece tromboza bagli olmayabilecegi, ayrica
trofoblast fonksiyonunun bozulmasi ve kompleman aktivasyonuna bagli olarak gelisen
plasental inflamasyonun da etkili olabilecegi 6ngoriilmiistiir [40].

Antifosfolipid sendromu, primer olabilecegi gibi sekonder de olabilir. Eslik eden
bagska bir hastalik olmadiginda, primer antifosfolipid sendromu s6zkonusudur. Sistemik
Lupus Eritematozus, veya baska bir romatoid veya otoimmiin hastalikla beraber oldugunda,
sekonder antifosfolipid sendromu sézkonusudur. Nadir bazi durumlarda, jeneralize tromboza
bagli olarak, organ yetmezligi goriilen ve mortalitesi yiiksek ‘Katastrofik Antifosfolipid
Sendromu’ tipi de vardir.

Antifosfolipid sendromunun trombotik bir dogasi olmasina ragmen, hastalarm bir
kisminda trombositopeni vardir [41]. Trombositlerin, immiin aracili yikimi nedeniyle
trombositopeni olabilecegi belirtilmistir. Bu nedenle, tedavisi karmasik hale gelmektedir ve
antitrombotik tedavi sinirlanmaktadir. Tromboz riski azalmamaktadir.
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Antifosfolipid Sendromu’nun gozden gecirilmis tani kriterleri [42]

Antifosfolipid Sendromu tanisi en az bir laboratuar ve bir klinik kriter karsilandiginda

konulur.
Klinik kriterler:
1- Vaskiiler tromboz
Herhangi bir organ veya dokuda en az bir defa olusan arteriyel, vendz ve kiigiik
capli damar tromboz epizodu. Trombozun, objektif olarak dokiimente edilmis
olmasi gerekir. Yiizeyel venlerdeki trombozlar bu tanima girmemektedir.
2- Gebelik morbiditesi

Herhangi bir tanesinin bulunmasi, yeterlidir.

a- En az bir defa, fizik muayene veya ultrason ile morfolojik olarak normal
oldugu belirlenmis olan fetuslarm, 10 hafta veya iizerinde iken
aciklananamamis 6liimleri

b- En az bir defa, gestasyonel yas1 34 haftadan kii¢iik ve morfolojik olarak normal
olan, preeklampsi, eklampsi veya plasental yetersizlik nedeniyle prematiir
bebek dogumu

c- Gestasyonel yas1 10 haftadan kiiciik, nedeni agiklanamamuis, ardisik en az ii¢
spontan abortus
Annenin anatomik ve hormonal anormalliklerinin ve her iki ebeveyne ait
kromozomal nedenlerin diglanmis olmasi gerekir.

Laboratuar kriterleri:

1-

2-

En az iki defa ve en az on iki hafta ara ile Lupus Antikoagiilan degerlerinin
Olgiilmiis olmasit ve bu degerlerin, International Society on Thrombosis and
Haemostasis’in klavuz degerlerine gore yliksek bulunmus olmasi

Plazmada veya serumda antikardiolipin IgG veya IgM degerlerinin orta veya
yiiksek degerde olmasi. Olgiimler, en az iki defa ve en az on iki hafta ara ile
standart ELISA ydntemi ile yapilmis olmali.

Plazmada veya serumda Anti-fglikoprotein-I degerlerinin orta veya yliksek
degerde bulunmasi. Olgiimler, en az iki defa ve en az on iki hafta ara ile standart
ELISA ydntemi ile yapilmis olmali.
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2.2.5. GEBELIK VE TROMBOZ

Konsepsiyonlarin yaklasik %50’sinin  basarisizlikla sonuglandigi bilinmektedir.
Gebeligin saglikli bir sekilde devam edebilmesi agisindan, uteroplasental kan akiminin yeterli
olmasi ¢ok Onemlidir. Uteroplasental dolagim sisteminin diizgiin ¢alisamamasi veya kan
basincinin diisiik olmasi, tromboza egilim olusturabilmekte ve bu durum, embryonun veya
fetusun beslenmesi bozuldugu i¢in gebelik kaybina zemin hazirlamaktadir.

2.2.5.1. GEBELIGIN TROMBOZ iLE iLiSKiSi

Glinlimiize kadar yapilan ¢alismalar, kalitsal tromboz ile gebelik kayb1 arasinda iliski
oldugunu diisiindiirse de, bu iligkinin molekiiler alt yapist heniiz tam olarak tanimlanmamigtir
[43].

2.2.5.2. FV LEIDEN MUTASYONU

FV geni, 1q24.2 ’de lokalizedir. 25 eksonludur. FV Leiden mutasyonu,
1691 .niikleotidde guanin (G) yerine adenin (A) ge¢mesi ile genin {iriinii olan proteinde 506.
kodonda arginin yerine glutamin ge¢gmektedir (R506Q). Bu bolge, Aktive Protein C’nin etki
ettigi yerdir. Bu nedenle, Faktor V, Aktive Protein C’ye rezistans kazanir, tromboza yatkilik
olusur. Bu tabloya klinik olarak, ‘Aktive Protein C Rezistansi’ denmektedir. En sik goriilen
kalitsal trombofilik kusurdur [44].

2.2.5.3. PROTROMBIN G20210A MUTASYONU

Protrombin geni, 11p11.2 ‘de lokalizedir ve 14 ekson igerir. Protrombin sentezler.
Protrombin, karacigerden inaktif zimojen halinde salgilanir.

Protrombin geninin kodlamayan bélgesinde, 3' cevrilmemis bdlgede, 20210.
niikleotidde, guanin bazi yerine adenin bazi geg¢mistir. Fizyolojik olarak 3' u¢ boliinme
sinyalinin yetersiz oldugu ve F2 20210 G> A degisiminin bir fonksiyon kazanma mutasyonu
oldugu, bu mutasyonun bdliinme bolgesinin taninmasini artirdigi, 3' ucun islenmesinin arttigi,
mRNA yigilimmin arttigi ve protein sentezinin arttigi gosterilmistir [45]. Bu mutasyon
sonucunda, plazma protrombin diizeylerinin arttig1 ve vendz tromboz i¢in risk faktorii haline
geldigi gosterilmistir [46].

2.2.5.4. MTHFR C677T VE A1298C MUTASYONLARI

Metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi, 1p36.22°de lokalizedir. 11 eksonludur.
5,10-Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi, 5,10-Metilentetrahidrofolat’in
5-metiltetrahidrofolat’a doniisiimiinii  katalize eden enzimdir. 5-metiltetrahidrofolat,
homosistein’in metionin’e remetilasyonunun gergeklestigi reaksiyonda kofaktordiir.

MTHER ile ilgili pek cok mutasyon ve polimorfizm tanimlanmistir. MTHFR geni i¢in,
MTHFR C677T ve MTHFR A1298C en sik incelenen mutasyonlardir.
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MTHFR C677T mutasyonu:

MTHFR geninin 677. niikleotidinde sitozin’in (C) timin (T) ile yer degistirmesi
sonucunda, proteinde 222. pozisyonda Alanin yerine Valin amino asidi (A222V)
gecmektedir. Bu degisim, MTHFR’yi termolabil bir enzim haline getirir. Mutasyonu
homozigot olarak tasiyanlarda, homosistein plazma seviyesi artmaktadir. Bu nedenle,
vaskiiler hastaliklarda 6nemli bir risk teskil etmektedir.

MTHFR A1298C mutasyonu:

MTHFR geninin 1298. niikleotidinde adenin’in (A) sitozin (C) ile yer degistirmesi
sonucunda, proteinde 429. pozisyonda Glutamat yerine Alanin amino asidi ge¢mektedir.
(E429A) Bu degisim, MTHFR’yi termolabil bir enzim haline getirir. MTHFR enzim
aktivitesi diiser. Bu mutasyonu homozigot olarak tagiyanlardaki aktivite azalmasi, mutasyonu
heterozigot olarak tastyan bireyler ile kiyaslandiginda, daha belirgindir.

2.2.5.5. HIPERHOMOSISTEINEMI

Homosistein, metiyonin metabolizmasi sirasinda olusan esansiyel bir aminoasittir
(Bkz. Sekil 2). Siilfiir icerir. Remetilasyon (homosisteinin metiyonine doniisiimii) ve
transsiilfiirasyon (homosisteinin sistatiyonine doniisiimii) yollar1 ile metabolize edilir [47]. Bu
iki metabolik yolun birlestigi bir noktada metabolize olur. Folik asit, B12 (metilkobalamin) ve
B6 (Pridoksal Fosfat) metabolizmasi, bu reaksiyonlarin etkinligi i¢in 6nemlidir. Sistationin
sentaz eksikliginde, defektif metilkobalamin iiretimine bagli metionin sentazin fonksiyonel
eksikligi oldugunda ve MTHFR eksikliginde, hiperhomosisteinemi ortaya ¢ikmaktadir.

Hiperhomosisteinemi, plazmada/serumda homosistein seviyesinin yiiksek olmasidir.
Genel olarak toplumun %5’inde hiperhomosisteinemi vardir ve vaskiiler hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar, otoimmiin hastaliklar, dogum defektleri, renal hastaliklar,
Diabetes Mellitus, osteoporoz, ndropsikiyatrik hastaliklar ve kanser gibi bazi hastaliklar i¢in
artmig bir risk olarak iliskilendirilmistir [48]. Iliml1 diizeyde homosistein yiiksekligi, klasik
aterotrombotik risk faktorlerinden bagimsiz olarak kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in gii¢lii bir
prediktordiir [49]. Hiperhomosisteineminin patofizyolojik etki siirecinde; ¢esitli katekol
bilesiklerini (Katekolaminler ve katekol Ostrojenleri gibi) metile ederek metabolize eden
Katekol-o-metil transferaz enzimini (COMT) nonkompetetif olarak inhibe eden S-Adenozil-
L-Homosistein birikimi iizerinden hiperhomosisteineminin pekgok klinik sikayete/bulguya
neden oldugu diisiiniilmektedir [50]. Bu etki sonucunda, periferal dokularda endojen
katekolaminlerin metilasyonunun inhibe olmasi ile katekolaminler dokuda ve kanda birikir.
Sonugta, kardiyovaskiiler sistem asir1 diizeyde uyarilir. Damar yapisi, sabit olarak endojen
katekolaminlere maruz kalir. Endojen katekolaminler tarafindan iiretilen yiiksek diizeydeki
oksidatif tiriinler (katekol kinonlar/semikinonlar ve oksiradikaller), endotel hiicrelerini kronik
kiimiilatif hasara maruz brrakirlar. Bu agiklama, hiperhomosisteinemili hastalarda, folat,
vitamin B12, vitamin B6 kullaniminin koruyucu etkisi ile uyum gostermektedir [50].
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Hiperhomosisteinemi nedenleri

Enzim Eksiklikleri
- Sistatiyonin -Sentaz
- Metiyonin Sentaz
- 5-Metiltetrahidrofolat rediiktaz

Vitamin Eksiklikleri
- Folat
- Vitamin B6
- Vitamin B12

Demografik
- Artan yas
- Erkek cinsiyeti
- Titiin kullanim1
- Solid organ transplant alicilar1

Kronik T1ibbi Hastaliklar
- Renal Disfonksiyon
- Sistemik Lupus Eritematozus
- Malign Neoplazm
- Psoriazis

Sistemik hastaliga akut-faz cevabi

Medikal Tedavi Kullanimi
- Metotreksat
- Nitroz Oksid

- Nikotinik Asit
- Kolestipol
- Tiazid Dilirerikleri

- Fenitoin, Karbamazepin gibi nobet onleyici ilaglar

Tablo 3: Hiperhomosisteinemi nedenleri [51]

Hiperhomosisteineminin Patofizyolojik Bulgular

Endotelyal Hiicre Hasar1
- Azalmis Endotel Bagimli Vazodilatasyon

- Azalmis endojen doku tipi plazminojen aktivator aktivitesi

- Artmus diiz kas proliferasyonu

Artmig trombosit agregasyonu
- Artnus tromboxan A; sentezi
- Azalmis prostosiklin sentezi

Fibrinoliz anormallikleri
- FV, FX ve FXII'nin aktivasyonu
- Faktor C ve Antitrombin III inhibisyonu
- Artmus lipoprotein(a)-fibrin baglanmasi

Fibrinojen seviyeleri ile korelasyon

Tablo 4: Hiperhomosisteineminin patofizyolojik bulgular1 [51]
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|
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Sekil 2: Folat siklusu ve homosistein metabolizmasinin sematik anlatimi [52]. (Blom,
H.J. and Y. Smulders, Overview of homocysteine and folate metabolism. With special
references to cardiovascular disease and neural tube defects. Journal of inherited metabolic
disease, 2011. 34(1): p. 75-81. ’den esinlenerek ¢izilmistir.)

AdoHcy : S-adenozilhomosistein, AdoMet : S-adenozilmetiyonin

SAHH : S-adenozilhomosistein hidrolaz, ATP : Adenozin trifosfat

BHMT : Betain-homosistein metiltransferaz, CBS : Sistationin -sentaz

CTH : Sistationin y-liyaz, DHF : Dihidrofolat, DHFR : Dihidrofolat rediiktaz

dUMP : Deoksiiiridin monofosfat, d-TMP : Deoksitimidin monofosfat

MAT : Metionin-adenozil transferaz, MTHFR : Metilentetrahidrofolat rediiktaz

MTHEFD : Metilentetrahidrofolat dehidrogenaz / Meteniltetrahidrofolat siklohidrolaz /

formiltetrahidrofolat sentetaz

MTR : Metionin sentaz, MTRR : Metionin sentaz rediiktaz

SHMT : Serin-hidroksimetil transferaz, THF : Tetrahidrofolat

TYMS : Timidilat sentaz

AICAR : 5-aminoimidazol-4-karboksamid riboniikleotid

FAICAR : formil-AICAR
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2.2.5.6. PROTEIN C VE PROTEIN S EKSIKLIiGi

PROC geni, 2ql4.3°da lokalize bir gendir. Dokuz eksonludur. FIX ile hem gen
diizeyinde hem de protein diizeyinde benzerlik gosterdigi tespit edilmistir [53]. Protein C’yi
sentezler. Protein C, trombin-trombomodiilin kompleksi varliginda, endotelde aktive Protein
C’ye doniisiir (aPC). aPC, aktive FV ve FVIII'i inaktive eder.

PROC geninde tanimlanmis mutasyonlar, Protein C eksikligine yol acar [54-56].
Protein C eksikliginin, otozomal dominant ve otozomal resesif olmak iizere iki formu vardir.
Dominant formu, rekiirren vendz trombozlar ile karakterizedir. Resesif formu, neonatal
donemde cikinca daha ciddi, ge¢ donemde ortaya ¢ikinca daha ilimli bir trombotik egilim
gosterir.

PROSI1 geni, 3ql1.1°de lokalizedir. 15 eksonludur. Protein S’i sentezler. aPC i¢in
nonenzimatik kofaktor olarak gorev yapar.

Protein C eksikliginin, otozomal dominant ve otozomal resesif olmak iizere iki formu
vardir. Dominant formu i¢in mutasyonlar [57, 58] ve delesyonlar [59] tanimlanmistir.
Tromboembolizm ile karakterize klinik tablolara yol agar. Ug tip Protein S eksikligi
tanimlanmistir. Tip I Eksiklik’te, serbest ve total Protein S diizeyleri eksiktir. Protein S
aktivitesi azalmistir. Tip II Eksiklik’te serbest ve total Protein S diizeyleri normaldir. Protein
S aktivitesi azalmistir. Tip III Eksiklik’te serbest Protein S diizeyi ve Protein S aktivitesi
azalmistir. Total Protein S diizeyleri normaldir.

Resesif formu icin de mutasyonlar tanimlanmistir [60, 61]. Tromboembolizm ile
karakterize klinik tablolalara yol agar.

2.2.5.7. GEBELIiK KAYIPLARINDA ANTITROMBOTIK TEDAVi

Gebe kadinlara, klinik durum ve kalitsal trombofili testlerini goziine alarak tedavi
karar1 verilmesi Onerilmektedir [62]. Antikoagiilan tedavinin, gebelik kaybi, kanama,
teratojenik yan etkileri olabilir. Gebelik kayiplarinit dnlemek i¢in kullanilan ilaglar iki grupta
ele alinabilmektedir. Ik grup profilaktik dozda UFH ve/veya LMWH olup, ikinci grupta
aspirin yer almaltadir.

Pek cok endikasyonda, gebelik sirasinda tercih edilen ilag, LMWH’dir [43]. American
College of Chest Physicians Evidence-Based Clinical Practice Guidelines,(2008)(8. Baski)’a
gore, tekrarlayan gebelik kayiplar1 olan ve antifosfolipid antikorlar1 yiiksek olan kadmlarda,
antepartum donemde aspirin ve profilaktik dozda veya intermediate dozda UFH / LMWH
kombinasyonu kullanilmasi tavsiye edilmektedir [63].
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2.3. FAKTOR IX GENIi

Faktor IX (FIX) geni, Xq27.1’de lokalizedir. Sekiz eksonlu bir gendir [64].
Koagiilayon faktorii IX’u (FIX) sentezler. FIX, dolasimda inaktif zimojen olarak bulunur,
aktivasyon peptidi proteolitik olarak molekiilden ayrilinca, FIX aktiflesir. Kalsiyum,
membran fosfolipidi, FVIII varliginda FX’u aktive eder.

FIX geninde, delesyonlar [65, 66] ve mutasyonlar [67-71] tanimlanmaistir.

FIX, koagiilasyon sisteminde yer alan bir protein oldugu i¢in, FIX proteininin kan
diizeyleri ve FIX geninde olusan polimorfik degisimler veya mutasyonlar 6nemli olmaktadir.

FIX’un kan diizeyi belli bir diizeyin (Pgp = 129 U/dL) lizerine ¢ikinca vendz tromboz
riskinin 2-3 kat arttig1 tespit edilmistir [72].

2.3.1. FAKTOR IX GENi ALLELIiK VARYANTLARI

FIX geni i¢in bircok allelik varyant tanimlanmistir. En iyi bilinen degisiklik, FIX
eksikligi ile karakterize Hemofili B hastaligidir. Hemofili B, X kalitimh resesif gecisli,
koagiilasyonun tam olarak gerceklesemeyisi ile karakterize bir hastaliktir.

FIX ’un Malmo sekans varyanti F9(rs6048) ile derin vendz tromboz riski lizerinde
arastirma yapilmistir. Matiir m-RNA’da 148. kodonda treonin yerine alanin gegmektedir. Bu
degisikligin, erkeklerde derin ven tromboz riskini %20 oraninda azalttig1 tespit edilmistir [73].

2.3.2. FAKTOR IX PADUA MUTASYONU

Faktor IX geninde, G31134T transversiyonu tanimlanmistir [1]. Bu degisikligin bir
fonksiyon kazanma mutasyonu oldugu belirlenmistir. FIX Padua mutasyonu olarak
adlandirilmisgtir. Mutasyon, matiir m-RNA’da, 338. kodonda Arginin yerine Lozin gegmesine
neden olmaktadir (R338L). 338. Pozisyon, proteininin kritik bir bolgesidir. Yine ayni
noktada, arginin yerine alanin aminoasidinin kodlanmasmmin (R338A), koagiilasyon
aktivitesinin 3 kat artmasina neden oldugu tespit edilmistir [74]. Cesitli in vitro ¢aligmalarin
sonucunda, bu rezidiiniin, FIXa ile FVIIla baglanmas1 ger¢eklestikten sonra FX’a ulagabilme
niteliginin daha ¢ok oldugu belirlenmistir [75].

FIX Padua mutasyonunun neden oldugu R338L degisikliginin, kanda FIX seviyesi
degismedigi halde, FIX aktivitesinin 5 ila 10 kat arasinda bir artis gdstermesine ve trombotik
etkinin belirginlesmesine neden oldugu tespit edilmistir [1]. Erkek bireylerde tek X
kromozomu oldugu i¢in (hemizigot), mutasyon olmasi halinde, klinik etki daha belirgindir.

FIX Padua mutasyonunun, vendz tromboembolizm gegiren hastalarda, ilimli diizeyde
artmis FIX seviyelerinin veya ilimli diizeyde artmig aktivite/antijen oranlarinin nedeni
olmadig1 tespit edilmistir [76].

Erken yasta (<45 yas) ortaya ¢ikan vendz tromboembolizm goriilen Hollandali kardes
gruplarindan olusturulan bir popiilasyonda yapilan bir taramada, FIX Padua mutasyonunun
prevalan bir mutasyon olmadig1 belirlenmistir [77].
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Bu arastirmada, uteroplasental kan dolagimmin yetersizligine bagl gelisen klinik
tablolarin (gebelik kaybi, preeklampsi, intrauterin gelisme geriligi, plasental abrupsiyon)
etyolojisinde tespit edilen etkenlere ek olarak, FIX Padua mutasyonunun olasi etkinliginin
arastirilmasi amaclanmistir.
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3.MATERYAL VE METOD

Calisma, retrospektif bir ¢caligmadir. Dr. Zekai Tahir Burak Kadin Saghgi Egitim ve
Arastirma Hastanesi Egitim Planlama Koordinasyon Kurulu’nun onay1 alimmstir. Etik kurul
onay1, Ufuk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Komitesi’nin 070220121 say1l1
karariyla alinmigtir. Caligmalar, T.C. Saglik Bakanlig1 Zekai Tahir Burak Kadin Hastaliklar1
ve Dogum Hastanesi Genetik Merkezi’nde gerceklestirilmistir.

Hasta kabul kriterleri:

1) Secilen kadinlarin,

a- Tromboza yatkinlik (trombofili) diisiindiiren bir hastalik ge¢irmis olmas1 ve

b- Ikinci veya {iglincii trimesterda gebeliginin sonlanmis olmas1 (gebelik kaybi
olan grup) ve gebeliginin saglikli sekilde terme ulagmis olmasi (gebelik kaybi
olmayan grup)

2) Bu kadinlarda tromboza yatkinlik olusturdugu diisliniilen genlere ydnelik
mutasyon testinin [FV G1691A (Leiden), Protrombin G20210A, MTHFR C677T, MTHFR
A1298C] ¢aligilmis olmast

3) Sistemik bir hastaliginin olmamasi

4) Gebelik kaybinin herhangi bir nedene baglanmamig olmasi

Bu olgiilere gore retrospektif olarak hasta kayitlar1 incelenmis olup, secilen hasta
sayist toplam altmissekizdir. Hastalardan, daha Once trombofiliye yatkinlik diisiiniilip
tromboza yatkinlik olusturdugu diisiiniilen genlere yonelik mutasyon tayini yapilabilmesi
acisindan periferik kan alinmasi gerektigi i¢in hastalarin onamlar1 alinmustir.

Hastalardan yaklagik 4cc. periferik venéz kan EDTA’Il tiiplere alindiktan sonra,
tromboza yatkilik genlerine yonelik mutasyon aragtirmasi yapilmasi icin DNA ekstraksiyonu
ve hedeflenen mutasyonlar i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yapilmistir. Calismada
FIX Padua mutasyonunun arastirilmasma yonelik test yapilirken, elde edilmis olan DNA
kullanilmistir.  Deneyler, 4 Temmuz 2012 -15 Agustos 2012 tarihleri arasinda
gerceklestirilmistir.
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3.1. DNA Ekstraksiyonu

EDTA’l tiiplere alman kandan, DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak ve Onerilen
protokol uygulanarak (Vienna Lab Diagnostics GmbH, CVD Strip Assay, Avusturya), manuel
olarak DNA ekstraksiyonu yapilmistir. PCR i¢in kullanilacak DNA ayrilmistir. Kalan DNA,
-20°C’de saklanmustir.

3.2. Trombofili Genlerine Yonelik PCR

Secilen hastalar iginden yedi hastanin DNA’s1 striple mutasyon analizi yapilarak
incelenmistir. Diger hasta numuneleri (altmusgbir hasta), Real Time PCR yontemi ile
incelenmistir.

3.2.1. Striple Mutasyon Analizi

Izole edilen DNA, in vitro amplifikasyon, hibridizasyon, yikama ve boyama
islemlerine tabi tutulmustur (Vienna Lab Diagnostics GMBH, CVD Strip Assay). 12
mutasyon analizi yapilmustir.

Degerlendirilen mutasyonlar:

FV G1691A (Leiden), Faktor V H1299R (R2), Protrombin G20210A, Faktor XIII
V34L, B-Fibrinojen -455 G>A, PAI-1 4G/5G, HPA1 a/b, MTHFR C677T, MTHFR A1298C,
ACE I/D, Apo B R3500Q, Apo E (1),(2),(3) ve (4).

3.2.2. Real Time PCR

Izole edilen DNA’dan; FV G1691A (Leiden), Protrombin G20210A, MTHFR C677T,
MTHFR A1298C, PAI-1 mutasyonlarmin ¢alisilmasi i¢in Real Time (FRET) kitleri (NLM
diagnostici,italya) ve onerilen protokolii, RotorGeneQ (QIAGEN, Almanya) cihazinda
uygulanmigtir.

3.3. DNA Saturasyonu Ol¢iimii

DNA saturasyonu Ol¢limii yapilarak, kalitesi uygun olmayan DNA’lar calisma
kapsami disinda tutulmustur. Spektrofotometre (Thermo Scientific Nanodrop Lite
Spectrophotometer, Amerika) ile dl¢iim yapilmistir.

Olgiilen en diisiik DNA konsantrasyonu (ng/pl) : 34,2

Olgiilen en yiiksek DNA konsantrasyonu (ng/ul) : 172,6

Olgiilen en diisiik oran : 1,19

Olgiilen en yiiksek oran: 1,50

Cok yiiksek konsantrasyona sahip hastalarin DNA 6rnekleri, teste tabii tutulmamustir.
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3.4. Faktor IX Padua Mutasyonuna Yonelik PCR

PCR reaksiyonu, 2X Taq Master Mix (Vivantis DNA Amplification Product,
PLMMO1) kullamlarak, Palm-Cycler'™ gradient thermal cycling (Corbett Life Science,
Avusturalya) cihazinda gergeklestirilmistir.

Primerler: Metabion International AG, Almanya

Forward: 5'-GCC AAT TAG GTC AGT GGT CC-3' [1]
Reverse : 5-GAT TAG TTA GTG AGA GGC CCT G-3' [1]

PCR Mix Hazirlamisi:
x1 (mikrolitre)

Master Mix 3,5
Nuclease Free Water 4,6
Primer - Forward 0,5
Primer - Reverse 0,5
TOPLAM 9,1
Tiip basina konulan karigim 9,1
Tiip basina konulan DNA 6,5
Son Hacim (Toplam) 15,6

PCR Kosullari:

Siklus 1 : 95°C - 05:00 1 dongii

Siklus 2 : 95°C - 00:30

60°C - 00:30 30 dongii

72°C - 01:20

Siklus 3 : 72°C - 10:00 1 dongii

Toplam altmissekiz hasta 6rnegi degerlendirilmistir.

3.5. Pirrifikasyon

PCR firiinleri elde edildikten sonra, nonspesifik bant ve primer artiklarini temizlemek
ve daha net goriintli elde etmek amaciyla, jelde yiiriitiilmeden 6nce, OIAQuick Purification
Kiti OIACube cihazinda (QIAGEN, Almanya), oOnerilen protokole uygun bigimde
piirifikasyon islemi yapilmistir.

26




3.6. Jelde Yiiriitme ve Goriintiileme

%1°lik agarda, etidium bromid varliginda, PCR {iriinleri yiiriitiilmiistiir.

Dye :Dr. Zeydanl Yiikleme Soliisyonu 6X Bromophenol Mavisi 10 ml.(Tiirkiye)
Marker : DNA Molecular Weight Marker XIII (50-750 baz ¢ifti[bp.]) (Roche
Diagnostics, GmbH, Almanya)

Jeldeki kuyulara konulan Piirifiye DN Amiktar1 : 6.5 pl.

Her 6rnek i¢in kullanilan yaklasik dye miktari : 0.5-1 pl.

Konulan marker miktar1 : 1.5 pl.

Uriinler, 90 dakika siireyle, 70 volt enerjide yiiriitiilmiistiir.

Yiiriitme isleminden sonra jel, ultraviole (U.V.) illuminatdr cihazina (Syngene
Ingenius, Syngene Bio Imaging UV Machine) konulduktan sonra, bilgisayar ortaminda
Genesnap from Syngene yazilimi kullanilarak goriintiiler elde edilmistir. Kayit ortamina
aktarilmistir (Bkz. Resim 1).

Resim 1: 3 hastaya ait PCR iiriinii (Uriin uzunlugu : 707 bp.)
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3.7. Taql Endonuclease Enzimi ile Kesim

Elde edilen PCR iiriinleri, Taql Endonukleaz enzimi (Fermentas, Taql #ER0671) ile
kesilmistir.

Taql enzimi, DNA dizisinde, 5'---TCGA---3' veya 3'---AGCT---5' dizisini tanir ve
Timin (T) ve Sitozin (C) bazlarmin arasindan keser. Sonugta, 5'---T  CGA---3' ve
3'---AGC T---5"seklinde ayrilmis olur.

Elde ettigimiz PCR {iriiniinde bu enzimin tantyacagi iki bolge vardir. Bu nedenle,
mutasyon olmayan bireyin PCR iiriiniinde, Taql enzimi iki kesim yapacak ve {irlinii 304, 258
ve 145 bp’lik 3 parcaya ayrracaktir. Eger, mutasyon var ise bu kesim noktalarindan birisinin
baz dizisi 5'---TCTA---3'veya 3'---ATCT---5' olacagimdan enzim bu bdlgeyi taniyamayacak
ve sadece bir tane kesim yapabilecektir. Sonucta, 562 bp (304+258 bp’nin kesilmemis hali) ve
145 bp.’lik iki bant elde edilecektir. Eger, homozigot mutasyon var ise hep tek kesim islemi
olacak ve hi¢c 304 ve 258 bp’lik bantlar goriilmeyecektir. Bu durumda, sadece 562 ve 145
bp’lik iki bant elde edilecekir.

Enzim Kesim Mix Hazirlanisi:

x1 (mikrolitre)
Nuclease Free Water 9
10x Taq Buffer 1
Taq 1 2
TOPLAM 12
Tiip basina konulan karigim 12
Tiip basina konulan Piirifiye PCR {iriinii 10
Son Hacim (Toplam) 22

Olusan toplam karisim, , Palm-Cycler™ gradient thermal cycling (Corbett Life
Science,Avusturalya) cihazi kullanilarak, 65°C’de 16 saat bekletilmistir. 16 saat sonra,
karigimin tizerlerine 0,5 Molar EDTA ‘dan 1 pl konularak reaksiyon durdurulmustur.
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3.8. Jelde Yiiriitme ve Goriintiileme

%1°lik agarda, etidium bromid varliginda, kesim {iriinleri yiirtitiildii.

Dye :Dr. Zeydanl Yiikleme Soliisyonu 6X Bromophenol Mavisi 10 ml.(Tiirkiye)
Marker : DNA Molecular Weight Marker XIII (50-750 bp.) (Roche Diagnostics,
GmbH, Almanya)

Jeldeki kuyulara konulan karigim miktar1 : 6.5 pl.

Her 6rnek i¢in kullanilan yaklasik dye miktari : 0.5-1 pl.

Konulan marker miktar1 : 1.5 pl.

Uriinler, 90 dakika siireyle, 70 volt enerjide yiiriitiilmiistiir.

Yiiriitme isleminden sonra jel, ultraviole (U.V.) illuminatdr cihazmna (Syngene
Ingenius, Syngene Bio Imaging UV Machine) konulduktan sonra, bilgisayar ortaminda
Genesnap from Syngene yazilimi kullanilarak goriintiiler elde edilmistir. Kayit ortamina
aktarilmistir (Bkz Resim 2).

Resim 2: Resim 1’de gosterilen hasta 6rneklerinin, Taql enzimi ile kesildikten sonra
elde edilen goriintiileri
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Yorumlanmasi: (Bkz. Sekil 3)

Homozigot normal bir bireyde 3 adet bant goriiliir. (304, 258 ve 145 bp’lik {i¢ bant)
(1 nolu 6rnek)

Eger Heterozigot ise, allellerden birisinde Taql enzimi kesim yapamaz, 304 ve 258
bp’lik iki bant olusamaz, dolayisiyla ek olarak 562 bp’lik bir bant daha goriiliir. Goriilen 304
ve 258 bp.’lik iki bant, normal allele aittir. Toplam bant sayist dort olur. (2 nolu 6rnek)

Eger Homozigot mutasyon var ise, sadece tek bir noktadan kesim olur. Bu nedenle,
304 ve 258 bp’lik iki bant hi¢ gdriilmez. Bu bantlarin kesilmemis hali olan 562 bp’lik bant ve
145 bp’lik olmak iizere iki bant goriiliir. (3 nolu 6rnek)

Burada ek bir bilgi verilmelidir. Eger, birey erkek ise tek X kromozomu tasidig1 i¢in
yani hemizigot oldugu i¢in, iki olasilik s6zkonusudur. Hemizigot normal veya hemizigot
mutasyon tagityan birey olma durumu. Eger, hemizigot normalse, sekildeki (1) nolu 6rnege
uyar. Eger, hemizigot mutasyon tasiyicisi ise (3) nolu 6rnege uyar.

1 2 3
562 bp.
——304 bp.
O L _258 bp_
o 145 bp.

Sekil 3: Kesim sonrasi bantlarin yorumlanmast
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4.BULGULAR

Calismada incelenen 68 hastanin 6rneklerinin hicbirisinde FIX Padua mutasyonu
tespit edilmemistir.

Gebelik kaybi olmayan gruptaki hasta sayisi 33’tiir. Bu gruptaki yas ortalamasi
31,4°tlir. Bes hastada antikardiolipin IgG ve IgM degerleri incelenmis olup, normal seviyede
bulunmustur. Bes hastanin trombofili genlerine yonelik test sonuglari, striple mutasyon analizi
ile elde edilmis olup, arastirmada hastalarin DNA’s1 kullanilmistir. Secilen hastalar i¢inde iki
hasta, gebelik sirasinda antikoagiilan ilag kullanmistir.

Gelis tanilar1 agisindan siniflandiginda;

e Derin ven trombozu / Emboli : 14 hasta
e Retinal damar tikaniklig1 : 3 hasta
e Ailede tromboz dykiisii : 3 hasta

e Diger (PCOS, Preeklampsi,IUGR vb.) : 13 hasta

Gebelik kayb1 olan gruptaki hasta sayis1 35°tir. Bu gruptaki yas ortalamasi 28’dir.
Onbir hastada antikardiolipin IgG ve IgM degerleri incelenmis olup, sadece bir tane hastanin
kan O6rneginde Antikardiolipin IgM yiiksek diizeyde bulunmus olup, kalan on hastanin
orneklerinde normal seviyede bulunmustur. Iki hastanin trombofili genlerine ydnelik test
sonuclari, striple mutasyon analizi ile elde edilmis olup, arastirmada hastalarn DNA’s1
kullanilmigtir. Secilen hastalar icinde bir hasta, gebelik sirasinda antikoagiilan ilag
kullanmastir.

Gelis tanilar1 agisindan siniflandiginda;

e Tekrarlayan gebelik kayb1  : 9 hasta
e Gebelik kayb1 : 24 hasta
e Diger : 2 hasta
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Her iki grupta calisilmis olan dort trombofili geni mutasyonu acisindan

degerlendirildiginde:
FV Leiden

Gebelik kayb1 olmayan grup | Gebelik kayb1 olan grup Toplam
Homozigot normal 26( 50%) 26 (50%) 52 (100%)
Heterozigot mutasyon 6 (40%) 9 (60 %) 15 (100%)
Homozigot mutasyon 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)

Protrombin G20210A

Gebelik kayb1 olmayan grup | Gebelik kayb1 olan grup Toplam
Homozigot normal 25 (43,8%) 32 (46,2%) 57 (100%)
Heterozigot mutasyon 8 (72,72 %) 3 (27,28%) 11 (100%)

Homozigot mutasyon 0( %) 0( %) 0 (0%)

MTHFR C677T

Gebelik kayb1 olmayan grup | Gebelik kayb1 olan grup Toplam
Homozigot normal 12 (41,37%) 17 (58,62%) 29 (100%)
Heterozigot mutasyon 16 (48,48 %) 17 (51,52%) 33 (100%)
Homozigot mutasyon 5 (83,3 %) 1 (16,7%) 6 (100%)

MTHFR A1298C

Gebelik kayb1 olmayan grup | Gebelik kayb1 olan grup Toplam
Homozigot normal 10 (40%) 15 (60%) 25 (100%)
Heterozigot mutasyon 19 (57,57%) 14 (42,43%) 33 (100%)
Homozigot mutasyon 4 (40%) 6 (60%) 10 (100%)

32




5.TARTISMA

Gebelik kayiplarmin pek ¢ok nedeni vardir. Giiniimiize kadar tanimlanmis olan
etkenler, tim kayiplar1 aciklayamamaktadir. Bircok gebelik kaybi, etyolojik agidan
aydinlatilmay1 beklemektedir. Gebelik, cok yonlii sistemik degisimlerin yagsandigi bir siirectir.
Tromboz, pek ¢ok karmasik mekanizma ve etkenin rol oynadig: bir reaksiyon dizisidir. Hem
gebelik, hem de tromboz beraber ele alindiginda, durum daha da karmasik bir hal almaktadir.

Calismamizda, gebelik kayiplarinin aydinlatilmasi agisindan, FIX Padua mutasyonun
etkisinin olup olmadigini, eger anlaml bir etki tespit edilirse bu etkinin ne kadar énemli
oldugunu tespit etmeye yonelik test yapilmistir. Gebelik kaybi olan kadinlarin se¢iminde,
gebelik kaybinin herhangi bir nedene baglan(a)mamis olmasma dikkat edildi. Arastirilmak
istenen diger bir nokta ise, tromboza yatkinlik olusturdugu bilinen genler yoniinden benzer
bireylerde, FIX Padua mutasyonunun varligmin, gebelik kayiplar1 agisindan ek olarak bir
katki yapip yapmadigini belirlemek idi. Ancak, hi¢bir hasta 6rneginde mutasyon tespit
edilemedigi icin cevabi merak edilen bu sorular, yanitlanamadi. Bu nedenle, hasta
orneklerinde daha 6nceden c¢alisilmis olan dort mutasyon ¢esidinin hastalarimizda dagilimi
tizerinde duruldu. Bu dort mutasyon ile ilgili yayimlanan veriler, meta-analizler
degerlendirildi.

Arastirmacilar, trombofili genlerinin, gebelik komplikasyonlari, derin ven trombozu
gibi trombozun dnemli rol aldig1 durumlardaki etkinliginin arastirilmasi sirasinda elde edilen
baz1 celiskili sonuglari, segilen populasyonun sayisinin yetersizligine, homojen olmayisina,
muhtemel diger etkenlerin ekarte edilemeyisine, etnik farklarm yeterli degerlendirilmeyisi
gibi birtakim nedenlere baglamaktadirlar. Calismamizda secilen hasta sayisinin yeterli diizeye
cikarilmasi gerekmektedir. Segilen hastalar i¢cin gerceklestirilen incelemeler, hastalar arasinda
farklilik gostermektedir. Caligmamiz, retrospektif bir calisma oldugundan, veriler yeterli
diizeyde aydinlatici olamamistir. Bu nedenle, prospektif, yeterli sayida populasyonun
secildigi, gebelik kayiplarinin etyolojisinde yer alan etkenlere sahip olmayan gruplarin dahil
edildigi bir ¢aligmanin yapilmasi gerekmektedir.

Robertson ve ark., bir sistematik gozden gecirme ¢alismasinda, FV Leiden,
Protrombin G20210A ve MTHFR C677T mutasyonlar1 ile, Antitrombin eksikligi, Protein C
eksikligi ve Protein S eksikliginin, vendz tromboembolizm, erken ve gec¢ gebelik kaybi,
preeklampsi, plasental abrupsiyon, intrauterin gelisme geriligi ile iliskisini arastiran yayinlari
bir arada degerlendirmislerdir [78]. Bu c¢alismaya gore, MTHFR C677T homozigot
mutasyonlar1 haricinde tiim kalitsal trombofililer, artmis vendz tromboembolizm riski ile
iligkilidir. MTHFR mutasyonu agisindan homozigot olan vakalarin durumunun heterojenite
gosterdigi belirtilmistir. Trombofili ile erken gebelik kayb1 arasindaki iligkiyi inceleyen 25
calisgmanin, genel olarak pozitif iligki gosterdigi, lupus antikoagiilanlar1 i¢in anlamli
heterojenite ve tutarsizlik gozlendigi belirtilmistir. Onbes calisma degerlendirilerek, gec
gebelik kaybi ile heterozigot FV Leiden ve protrombin tasiyiciligi, protein S eksikligi ve
antikardiolipin antikorlar1 arasinda anlamli iliski bulunmustur. Yirmibes ¢alisma
degerlendirilerek, preeklampsi ile heterozigot FV Leiden ve protrombin tasiyiciligi,
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homozigot MTHFR mutasyonu varligi, antikardiolipin antikorlar1 ve hiperhomosisteinemi
arasinda anlamli bir iliskinin gozlendigi, FV Leiden heterozigot mutasyon tastyiciligi
acisindan heterojenite oldugu bildirilmistir. Yedi ¢calisma degerlendirilerek, bir biitiin olarak
bakilinca, trombofili ile artmig plasental abrupsiyon riski oldugu, ancak, anlamli iliskinin
sadece heterozigot FV Leiden ve protrombin tasiyiciligi ile kurulabildigi belirtilmistir. Son
olarak, bes ¢alisma irdelenerek, trombofilisi olan gebe kadinlarda artmig ITUGR riski i¢in
genel bir egilim oldugu ancak sadece bir ¢alismaya dayanarak, anlamli bir iliskinin sadece
antikardiolipin antikorlar1 ile kurulabildigi belirtilmistir.

Rodger ve ark. da benzer bir ¢calisma yapmistir [29]. Bu ¢alismada, FV Leiden ve
Protrombin gen mutasyonu ile plasenta aracili gebelik komplikasyonlar1 arasindaki iliski
degerlendirilmistir. FV Leiden mutasyonu tasiyan kadnlarin, ge¢ gebelik kayb1 yoniinden az
da olsa net bir artmis risk tasidiklari, buna karsm, FV Leiden veya protrombin gen
mutasyonunu tasiyan kadinlarin artmus preeklampsi veya diisik dogum agirlikli bebek
dogurma riski tagimadiklar1 belirtilmistir.

Kovalevsky ve ark., rekiirren gebelik kayb1 (iki veya daha fazla spontan abortus olarak
tanimlanmistir) ile herediter trombofili arasindaki iliskiyi degerlendiren bir meta-analiz
calismast yapmislardir [79]. Bu ¢alismada, FV Leiden ve protrombin G20210A tastyiciliginin,
rekiirren gebelik kaybi riskini, bu mutasyonu tasimayan bireylere gore ikiye katladigini
belirtmiglerdir.

Lissalde-Lavigne ve ark., FV Leiden ve protrombin G20210A tasiyiciligmin vendz
tromboembolizm i¢in 1liml diizeyde bir risk ortaya koydugunu ve gebeligin 10. haftasindan
sonra gerceklesen gebelik kaybi agisindan i1limli ama anlamli diizeyde bir risk ortaya
koydugunu belirtmislerdir [80].

Howley ve ark., FV Leiden ve protrombin gen varyantmin, IUGR ile iligkisini

degerlendiren bir meta-analiz ¢alismasi yapmislardir [81]. Bu ¢alismada, her iki mutasyonun,
IUGR ile dogum riskini artirdigini tespit etmislerdir.
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6.SONUCLAR

Ikinci ve iigiincii trimester gebelik kayiplarmda FIX Padua mutasyonunun etkisini
arastirdigimiz bu c¢alismada, secilen hasta Orneklerinde FIX Padua mutasyonu tespit
edilmemistir. Bu nedenle, nedeni bilinmeyen gebelik kayiplar1 ile FIX Padua mutasyonu
arasinda bir iligki kurulamamastir.

Prospektif, gebelik kayiplarinin etyolojisi acisindan detayli degerlendirilen ve
herhangi bir nedene baglanmayan yeterli sayida hastanin secildigi ¢alismalarm yapilmasi
gerekmektedir.

Literatiirde, FIX Padua mutasyonunun gebelik kayiplar1 tizerindeki etkisini arastiran
bir veri bulunmamaktadir. Bu nedenle, ¢calismamiz bu agidan farklilik géstermektedir.
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7.0ZET

IKINCIi VE UCUNCU TRIMESTER GEBELIK KAYIPLARINDA
FIX PADUA MUTASYONUNUN ETKISi

Girig ve amac: Bu calismada amag, ikinci ve liglincii trimester gebelik kayiplarmda

FIX Padua mutasyonunun etkisini degerlendirmektir.

Materyal metod: Calismada, Dr. Zekai Tahir Burak Kadin Saghgi Egitim ve
Arastirma Hastanesi Genetik Merkezi’nde trombofili genlerine yonelik ¢aligilmis olan test
sonuglar1 ve hastane kayitlari retrospektif olarak degerlendirilmistir. Gebelik kayiplar1 olan ve
gebelik kayb1 olmayan iki hasta grubu olusturulmustur. Hastalarin sakli tutulan DNA
materyalleri kullanilarak, PCR, piirifikasyon ve Taql enzimi ile kesimleri yapilmistir. Elde
edilen iiriinler jelde yiiriitiiliip degerlendirilmistir. Homozigot normal bir bireyde 304, 258 ve
145 bp.’lik {i¢ bant goriilmesi gerekmektedir. Hasta oOrnekleri, bu bilgi dogrultusunda

degerlendirilmistir.

Bulgular: Hasta 6rneklerinin higbirisinde FIX Padua mutasyonu tespit edilmemistir.
Hastalarin trombofili genlerine yonelik c¢aligilmis olan test sonuglar1 degerlendirilerek,

literatiir verileri sunulmustur.
Sonug¢: FIX Padua mutasyonu ile gebelik kayiplar1 arasinda bir iliski kurulamamastr.

Anahtar Kelimeler: Gebelik kayiplari, FIX Padua, ikinci trimester, ti¢lincii trimester
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8.ABSTRACT

THE EFFECT OF FIX PADUA MUTATION ON SECOND AND
THIRD TRIMESTER PREGNANCY LOSSES

Introduction and Aim: The aim of this study is to evaluate the possible effect of FIX

Padua mutation on the second and third trimester pregnancy losses.

Materials and Method: In this study, patient data and thrombophilia test results which
are performed at Dr. Zekai Tahir Burak Woman’s Health Education and Research Hospital
Genetic Center were evaluated retrospectively. Two groups are designed which are defined as
pregnancy loss negative and pregnancy loss positive, respectively. Stored DNA of patients’
are used to perform PCR, purification and Taql enzyme restriction. Products of these
reactions are put to agarose gel electrophoresis. A homozygote normal patient sample will
give three bands which are 305, 258 and 145 bp.. The samples are evaluated according to this

information.

Findings: None of samples were carrying FIX Padua mutation. Thrombophilia test

results are evaluated and literature data are given.

Conclusion: No association between FIX Padua mutation and pregnancy losses could

be detected.

Key Words: Pregnancy losses, FIX Padua, second trimester, third trimester
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