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OZET

Amag: Spontan veya tekrarlayan gebelik kayiplarinda genetik etiyolojide
sadece maternal degil, fetal ve paternal genetik faktorlerin de rolu olup
olmadiginin belirlenmesidir. Bu amacla anne, baba ve dusuk materyaline ait
cesitli  polimorfizmlerin  ve duslk materyalindeki sayisal kromozomal
anomalilerin analizi hedeflenmistir.

Yontem: Bu calismaya iki ya da daha fazla duisugu olan 56 kadin ve bu
kadinlarin egleri, kontrol grubu olarak en az iki yasayan ¢ocugu olan ve hig
spontan abortusu olmayan 43 kadin ve bu kadinlarin esleri, ayrica herhangi bir
gebeligi spontan olarak sonlanan 22 anne ve bu annelere ait 23 dusuk materyali
dokusu dahil edilmigtir. Tum gruplara ait toplam 243 6rnekten genomik DNA
izolasyonu sonrasi, Faktor V Leiden (FVL), Protrombin G20210A, MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, PAI-1 5G/4G, ACE I/D, eNOS E298D, Apo E
E2/E3/E4, VEGF A C936T, VEGF A C2578A, VEGF A C405G, VEGF A C460T
polimorfizm analizleri igin Real Time PCR yontemi, dugsik materyallerine ait
analiz igin QF-PCR yontemi kullaniimigtir. Tum habituel abortus ciftlerine (112
birey) sitogenetik analiz yapiimistir.

Bulgular: 23 disuk materyalinden 7 tanesinde sayisal kromozomal anomali (iki
trizomi 21, iki trizomi 13, iki triploidi, bir monozomi X) saptanmigtir. Calisilan
polimorfizmlerden FVL, MTHFR C677T, MTHFR A1298C, PAI-1 5G/4G, ACE
I/D, eNOS E298D, Apo E E2/E3/E4, VEGF A C405G, VEGF A C936T, VEGF A
C460T polimorfizmleri ile spontan veya tekrarlayan gebelik kayiplari arasinda
iliski oldugu (p<0.05) bulunmustur. Tekrarlayan gebelik kaybi olan ciftlerde
kromozom anomalisi saptanmamistir.

Sonug: Gebelik kayiplarinda sadece anneye degil, baba ve fetuse ait genetik
faktorlerin  de etiyoloji arastirmasinda g6z ©Onlnde bulundurulmasi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gebelik kayiplari, Polimorfizm, Trombofili, Real Time PCR,
QF-PCR



ABSTRACT

Purpose: It was aimed to determine whether fetal and paternal genetic factors
not only maternal factors have any role in genetic etiology of spontaneous or
recurrent pregnancy losses. With this purpose, analysis of various
polymorphisms in mother, father and abortion material, and numerical
chromosomal anomalies in abortion materials were planned.

Material and Methods: 56 women with two or more spontaneous abortions and
their husbands, 43 women with two or more living children, without any
spontaneous abortion and their husbands as control group, and 22 women with
a spontaneous abortion and their 23 abortion materials are included in this
study. Real Time PCR was used for analysis of FVL, Protrombin G20210A,
MTHFR C677T, MTHFR A1298C, PAI-1 5G/4G, ACE I/D, eNOS E298D, Apo E
E2/E3/E4, VEGF A C936T, VEGF A C2578A, VEGF A C405G, VEGF A C460T
polymorphisms, QF-PCR was used for analysis of abortion materials after
genomic DNA isolation in total of 243 samples of all groups. Cytogenetic
analysis was done to all recurrent pregnancy couples (112 people).

Results: In 7 of 23 abortion materials, numerical chromosomal anomaly was
detected (trisomy 21 in two, trisomy 13 in two, triploidy in two, monosomy X in
one). Also we detected a relationship between FVL, MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, PAI-1 5G/4G, ACE I/D, eNOS E298D, Apo E E2/E3/E4, VEGF A
C405G, VEGF A C936T, VEGF A C460T polymorphisms and spontaneous or
recurrent pregnancy losses (p<0.05). There was not any chromosomal anomaly
in recurrent pregnancy couples.

Conclusion: Genetic factors of father and fetus, not only of mother should be

considered for searching etiologic factors in pregnancy losses.

Key Words: Abortions, Polymorphism, Trombophilia, Real Time PCR, QF-PCR
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1.GIRIS VE AMAG

Gebelik kayiplari gunumuizde hala tam aydinlatilamayan sebeplerden
kaynaklanan, fiziksel ve psikolojik zararlari yuksek olan jinekolojik
problemlerdendir. Biyokimyasal belirteclerin ve radyolojik goértuntileme
yontemlerinin zamanla daha da gelismesi gebelik tespitini kolaylastirmakta ve
bdylece abortus sikhgi daha kolay belirlenebilmektedir. Spontan abortuslarin
% 62’si 12. gebelik haftasindan 6nce, % 75’i ise 16. gebelik haftasindan dnce
meydana gelmektedir. Kimyasal gebeliklerin %50-60 kadari kendiliginden
sonlanmakta ve ¢ogu zaman yalnizca birka¢ gunlik adet gecikmesi olarak
algilanip fark edilememektedir. Kadinlarin yaklasik % 10-20’si hayati boyunca
en az bir gebelik kaybi, % 5'i ardisik iki gebelik kaybi, %1’i ardigik u¢ gebelik
kaybi yagsamaktadir.

Gebelik kayiplarinin  nedenleri ¢ok fazla olabildiinden nedenin
belirlenmesi uzun ve maliyetli calismalar gerektirebilmektedir. Ozellikle gegmis
gebelik kayiplarina sebep olan faktorin saptanmasi surecinde, fetal materyalin
bulunmamasi nedeniyle arastirmalar anne, babaya ait analizlerle sinirh
kalmakta ve tani basarisi dusmektedir. Tani konulamayan bu durumlar hem

hasta hem hekim agisindan sorun yaratmaktadir.

Gunumuzde ardisik iki dusuk ve ardisik U¢ diusuk sonrasi izleyen
gebeligin disukle sonuglanma riskinin klinik olarak benzer oldugu ve iki gebelik
kaybl ile U¢ gebelik kaybi olan kadinlarda yapilan tanisal incelemelerde bulunan
patolojilerin sikliklarinin benzer oldugu tespit edilerek tekrarlayan dusuk
nedenine yonelik arastirmalara ikinci dugtuk sonrasinda baslama egilimi giderek
yayginlasmaktadir. Bu yaklasimda amag; anne adayini bir diger dusugun yol
agacag! psikolojik etkilerden korumak ve uzun sureli, genis kapsaml tetkiklere

moral destegini tamamen yitirmeden bir an dnce baglamaktir.



Gebelik kayiplarinda spontan veya habituel dusuklerin sebebi bazen
belirlenebilse de siklikla kesin sebep saptanamamaktadir. Sebepler fetal veya
maternal kaynakl olarak dusUnllmekte olup bu sekilde siniflandiriimaktadir.
Fakat bilinmektedir ki bir embriyoda anne ve babaya ait ortak genler
bulunmaktadir. Bu yuzden galismamizda genetik etiyolojiyi belirlemek amaciyla
embriyonal ve parental acgidan kromozomal ve polimorfik parametreler
degerlendirmeye alinmistir. Bu amagla calismamizda elde edilen spontan
olarak sonlanmis dusik materyallerine Kantitatif Floresan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (QF-PCR) islemi yapilarak 13,18,21,X ve Y kromozomlarina ait
sayisal anomaliler saptanmigtir; ayrica bu dustuk materyallerine ve annelerine,
habituel abortus ciftlerine ve fertil kontrol grubuna ait Faktér V Leiden (FVL),
Protrombin G20210A, MTHFR C677T, MTHFR A1298C, PAI-1 5G/4G, ACE I/D,
eNOS E298D, Apo E E2/E3/E4, VEGF A C936T, VEGF A C2578A, VEGF A
C405G, VEGF A C460T polimorfizmleri Real Time (es zamanl)) PCR

yontemiyle calisilarak degerlendirilmigtir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Abortus

Diinya Saghk Orgiti'ne gére (1977) abortus, 20. gebelik haftasindan
once, 500 gramdan daha az embriyo veya fetus eklerinin, tamaminin ya da bir

kisminin uterus disina atiimasidir (1).

2.1.1.Spontan Abortus

Hastanin kendisinin veya bir hekimin mudahalesi olmadan kendiliginden
olan dusuklere spontan abortus adi verilir. 12. gebelik haftasina kadar olan
abortuslar erken abortus, 12—-20. gebelik haftalari arasinda olan abortuslar ise

gec¢ abortus olarak adlandiriimaktadir (1).

2.1.1.1.Spontan Abortus Nedenleri

Spontan abortus nedenleri fetusa ait malformasyonlar, genetik nedenler,
anoksi, anemi, anneye ait enfeksiyonlar, anatomik anomaliler, sistemik
hastaliklar, toksik ve cevresel faktorler, travma, laparotomi olabilir. Babaya ait
faktorler icin kesin sebepler bilinmese de sperm anomalileri veya genetik

sebepler etiyolojide dustnulmektedir (2).

2.1.2. Habituel Abortus

Birbirini izleyen en az iki ya da daha fazla gebeligin 20. gebelik

haftasindan énce spontan olarak sonlanmasina habituel abortus adi verilir.



2.1.2.1.Habituel Abortus Nedenleri

2.1.2.1.1.Genetik Nedenler

Habituel abortuslarin % 3’Unden sorumlu olan genetik nedenler, birinci
trimester kayiplarinin % 60°’ina, ikinci trimester kayiplarinin % 10-15’ine, dguncu
trimester Ol dogumlarinin ise % 5’ine sebep olmaktadir. Yapisal kromozom
anomalileri igerisinde en sik translokasyonlar, translokasyonlar igerisinde ise
resiprokal ve robertsonian tipi translokasyonlar gorulmektedir. Duguklerde
ayriimama ya da translokasyona bagli otozomal trizomi en sik rastlanan
anomalidir (3). Kromozom anomalisi saptanan spontan abortuslarin en buyulk
grubunu (%53) otozomal trizomiler olusturmaktadir (4). Spontan abortuslarda
tek bagina en sik gorulen kromozom anomalisi olan monozomi X (Turner
sendromu) sitogenetik bozukluk saptanan fetuslerin %20-25'ini olusturur.

Triploidi ise %16 olguda izlenir (5).

Tekrarlayan gebelik kaybi olanlarda disuk materyalinde kromozom
anomalisi sikhgi yaklagik %50-60 civarindadir (6). Dusuk materyalindeki
kromozom anomalisi sikhgi agisindan bakildiginda tekrarlayan gebelik kaybi ile
spontan dusukler arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (7). Buna ragmen
tekrarlayan andéploid dusuklerin bulundugu ve andploid disik yapan birinin
diger dusugunin de andploid olma olasiliginin yiksek oldugu ve tekrarlayan
anoploidinin bir tekrarlayan gebelik kaybi nedeni oldugu da bildiriimektedir (8).
Dusuklerde tespit edilen kromozomal anomalilerin %90’ indan fazlasi sayisaldir
(anoploidi, poliploidi gibi), geri kalanlar yapisal anomaliler (translokasyon,
inversiyon gibi) ve mozaisizmdir. Diger genetik anomaliler arasinda anormal
fertilizasyona bagli olanlardan tetraploidi ve triploidi gibi anomaliler sayilabilir,

ancak bunlar yasamla bagdasmamaktadirlar.

Genlere ait bazi mutasyonlarin da tekrarlayan gebelik kaybina neden
olabilecek bozukluklara yol acabildigi bilinmektedir. Tekrarlayan gebelik

kaybiyla ilgisi kanitlanan tek gen bozukluklarinin en iyi 6rnegi otozomal



dominant bir hastalik olan myotonik distrofidir (5). Fetusu etkileyen ve dusuge
yol acan diger otozomal dominant bozukluklar tanatoforik displazi ve tip lI

osteogenezis imperfekta gibi 6lumcul iskelet displazileridir.

Tekrarlayan gebelik kaybi olan giftlerin %2-5'inde ebeveynlerden birinde
yapisal dengeli kromozom anomalisi saptanir. Normal populasyonda ise bu
oran %0.2°dir. Ebeveynlerde saptanan kromozom anomalileri ¢ogunlukla
translokasyon ve inversiyondur ve daha yuksek oranda maternal kaynaklidir (9).
Paternal kromozom anomalisi saptanan ciftlerin canli ¢ocuk sahibi olma
olasiliklari genel anlamda %50-70 dolayindadir (10). Ancak bu oran mevcut

kromozom bozukluklarinin tipi ile yakindan iligkilidir.

2.1.2.1.2. Anatomik Anomaliler

Genel populasyonda miullerian anomali orani %5 dolayindadir (9).
Tekrarlayan gebelik kaybi olan olgularda bildirilen uterus anomalisi oranlari ise
%1.8 ile %37.6 arasinda degismektedir. Uterus anomalisi prevalansi, geg
dusgukleri olanlarda erken dugukleri olanlara kiyasla daha yuksektir (11). Gebelik
kaybi riskini arttiran anatomik uterin anomaliler; konjenital malformasyonlar,

uterin leiomyomlar, intrauterin adezyonlar, endometrial poliplerdir.

En sik rastlanan uterin anomaliler septat, bikornuat ve didelfis
uteruslardir. Unikornuat uterus en nadir rastlanilan anomalidir. Reproduktif
dénemde kayba en fazla neden olan anomali bikornuat uterus iken (%47), en
disUk kayip orani unikornuat uterusta (%17) goérulmektedir. En sik anormal
dogumlar unikornuat ve didelfis uterusa sahip kadinlarda izlenmektedir. Uterus
septus, normal olarak birlesmesi gereken iki hemiuterusu ayiran orta hat
septumun yetersiz kaybi ile olugsmaktadir. Tekrarlayan gebelik kaybi olan
kadinlarda (%3.5 siklik) ve genel populasyonda tim major malformasyonlarin
%80-90’In1  olusturmaktadir. Bircok calismadan elde edilen veriler, uterin
septumu olan kadinlarda gebelik kayip oraninin %65 oldugunu gostermektedir
(13).



Konjenital uterin malformasyonlarda gebelik kayiplarinin patogenezi net
olmamakla birlikte azalmis intrauterin volum ve vaskuler yetersizlikle ilgili oldugu
bildiriimektedir (12). Unikornuat uterusta gebeliklerin yaklasik yarisi kayipla
sonuglanmaktadir (13). Didelfis uterus mduller kanallarinin tam olarak
birlesmemesi sonucu olusur. Ayri serviks ve hemiuterus mevcuttur. Bunlarda
reproduktif sonuglar birlesmis iki kornu arasi kollateral kan dolasimi daha iyi
oldugundan unikornuat uterustan daha iyidir. Bununla birlikte uterin didelfisli

kadinlarin gebeliklerinin yaklasik %40’1 spontan kayipla sonuglanmaktadir (13).

Bikornuat uterus, fundus seviyesinde muller kanallarinin yetersiz
birlesmesi sonucu olusur. Birlesik alt segmenti olan iki ayri uterin kavite ve tek
serviks vardir. Bikornuat uterusu olan kadinlardan elde edilen verilerde erken
gebelik kayip orani %30, tUm gebeliklerde fetal kayip orani %40 olarak
bildirilmektedir (13).

Uterin myomlarin tekrarlayan gebelik kaybi nedeni oldugunu godsteren
kesinlesmis kanitlar yoktur. Myomlarin tekrarlayan gebelik kayiplarindaki

mekanizmalarin tumu bolgesel kan akimindaki yetersizlige baglanmistir.

intrauterin  adezyonlardaki tekrarlayan gebelik kayiplar, azalmis
fonksiyonel uterin hacim ve endometrial fibrozis ile plasental yetersizlige neden
olabilecek inflamasyondan kaynaklanmaktadir (14). Bu kisilerin gebelikleri
genellikle gebelik kaybr (%40-80) veya preterm dogum (%25) ile

sonlanmaktadir. Prognoz genellikle hastalik derecesiyle ilgilidir.

Servikal yetmezlik, serviksin fonksiyonel veya yapisal bozukluguna bagh
olarak gebeligi miada kadar tasiyamamasi anlamina gelir. Servikal yetmezlik
tanisi konan olgularda 12-14 gebelik haftalari arasinda profilaktik serklaj

uygulamasi onerilen tedavi metodudur ancak etkinligi tartismahdir (15).



2.1.2.1.3.Endokrin Bozukluklar

Gebelik kaybi riskini arttiran endokrin faktorler, tiroid hastaliklari,
diabetes mellitus, polikistik over sendromu (PCOS) ve luteal faz defektidir.

Polikistik over sendromu tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda genel
populasyona oranla daha yuksek oranda saptanmigtir. PCOS olgularinda
g6zlenen luteinlestirici hormon asiri salinimi ve hiperandrojenemi ile tekrarlayan
gebelik kaybi arasinda iliski distinilmekle birlikte son yillardaki ¢calismalar boyle

bir iligkinin bulunmadigini bildirmektedir (16).

Tedavi edilmemis gizli veya subklinik hipotiroidizmde gebelik kaybi riski
artmaktadir. Gebelik kaybi insidansi, normal tiroid fonksiyonlari olan tedavi
edilmis hipotiroidik kadinlarda cok dusuk olarak bildirilmekte, tedavi edilmemis
subklinik hastaligi olan ve yetersiz tiroid hormon replasmani yapilan hastalarda
TSH dlzeyiyle birlikte ylksek olarak bildirilmektedir (17). Bu goézlemler
tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlarda TSH taramasini da iceren erken

incelemenin gerekliligini belirtmektedir.

Diabetes mellitusu olan kadinlar metabolik kontrolleri iyi oldugu surece
normal kadinlardan daha fazla abortus yasamamaktadirlar. Ancak diabetes
mellitusu olan ve ilk trimesterde glukoz ile HbA1C dlzeyleri yliksek olan
kadinlarda hem fetal kayip hem de fetal anomali orani belirgin olarak artmigtir.
Glukoz kontrolu yetersiz olan insulin kullanan diabetes mellituslu kadinlarda
normal topluma gore 2 ya da 3 kat artmis spontan abortus orani bildiriimektedir
(18).

2.1.2.1.4.Enfeksiyonlar

Tekrarlayan gebelik kayiplarina yol agan enfeksiy6z bir ajan, kadinlarda
semptomlara yol agmayan ve genital kanalda surekli bulunan bir ajandir.
Bakteriyel vaginozis ile tekrarlayan gebelik kaybi ve erken dogum arasindaki

iligkiyi arastiran galismalarda rutin bakteriyal vaginozis tarama ve tedavisinin



tekrarlayan gebelik kaybi ve erken dogumu onlemek agisindan anlamli bir
yarari olmadigi bildiriimektedir. Erken dogum oykusu olan olgularda bakteriyal
vaginozis tedavisinin erken dogumun tekrarini 6nlemede vyararli olabilecegi

gOsterilmigtir (19).

2.1.2.1.5.immunolojik Faktérler

Paternal antijenlere kargi olugan asiri veya dengesiz maternal immun
cevap ve sitokin Uretiminin tekrarlayan gebelik kaybina neden olabilecegdi kabul
edilmektedir (20). Tekrarlayan gebelik kaybi olan gebelerin naturel killer hiicre
miktar ve aktivitelerinde farkhliklar oldugu bildirilmektedir (21). Maternal immun
sistem, paternal human I6kosit antijeni yabanci olarak algiladiginda maternal
immun sistemin ona kargi olusturdugu alloantikorlar fetusu kaplayarak reddini
onleyebilmektedir. Koruyucu nitelikteki bu alloantikorlarin yetersizligi tekrarlayan
gebelik kaybina yol agabilir. Tekrarlayan gebelik kaybi olan eslerde HLA

benzerligi ve buna bagli olarak da alloantikorlarin yetersizligi gosterilmistir (22).
2.1.2.1.6.Sistemik Hastaliklar

Kronik hipertansiyon, kronik renal hastaliklar ve kollajen doku
hastaliklarinda tekrarlayan gebelik kayiplari sik olarak gorulmektedir. Ayrica

vitamin B12, folat eksiklikleri ve metionin-homosistein metabolizmasindaki

eksikliklerin de rolu oldugu 6ne surulmektedir (23) .

2.1.2.1.7.Gevresel Faktorler

Agir metaller, sigara, alkol, anestezik gazlar, organik ¢dzlculere maruz

kalmak, asiri kahve tuketimi dusuklere sebep olabilmektedir (24).



2.1.2.1.8.Koagiilasyon Sistemine ait Patolojiler

Hemostaz sistemi ekstrensek, intrensek ve ortak yolaktan olugsmaktadir
(Sekil 2.1). intrensek yolak sadece kan komponentlerinden olusur. Kiimelesmis
trombosit tikaci trombosit faktor 3 salgilar, bu da iki pihtilagsma faktoru ile
kombine olur ve trombosit tromboplastin enzimini olusturur. Faktor Xl
(hageman faktort) yaralanmis damarlara baglanir ve aktif duruma gelir (faktor
Xlla). Faktér Xlla (prekallikrein ve HMW kininojen ile birleserek) faktor XI'i aktive
eder (Xla). Faktor Xla kalsiyumla beraber faktor IX'u aktive eder. Aktive olmus
faktor IX, faktor VIII, kalsiyum, trombosit faktor Il ile birlikte faktor X'u aktive
eder. Faktor Xa, faktér V ile birlikte protrombini (faktor 1) trombine cevirir.
Fibrinojenden (faktor 1) trombin araciidiyla ufak peptidler ayrilarak fibrin
monomerleri olugsur. Ayni zamanda fibrin tarafindan aktive edilen faktor Xllla
fibrin monomerlerini gapraz baglayarak stabil pihti olusmasini saglar. Faktor VI
kalsiyum ve tromboplastin (faktor Ill) ile kompleks olusturup, faktér X'u aktive

eder.

Ortak yol tromboplastinin iki tipinden biri sekillenince baglar. Bu
oldugunda protrombin trombine dénusur. Trombin fibrinojeni fibrine gevirerek
koagulasyonun son basamaginda yer alir. Faktér VIII (endotel tarafindan
yapilir), kalsiyum, tromboplastin ve trombosit faktorleri disindaki tim
koagulasyon faktorleri karacigerde duretilir. Ekstrensek yolakta doku veya
endotel hasarlandiginda, doku faktoru salinir, doku tromboplastin enzimini
olusturmak icin iki koagulasyon faktoru ile kompleks yapar. Doku faktori (bir
protein-fosfolipit kompleksi, damar hicrelerinde ve aktive monositlerde bulunur),
kalsiyum varliginda faktor VIl ile karsilastiginda koagulasyon hizla baslar.
Aktive olan doku faktort-Faktor VII kompleksi, faktor IX ve X'u aktive eder

(Faktor IXa, Xa’'nin yapimini 6zellikle ko-enzim Vllla varliginda arttirir) (25).

Ekstrensek yol, protrombin zamani (PZ) ile olgular. Fll, FV, FVII, FX ve

fibrinojen eksikliginde uzun olarak olguldr. Klinikte kumadin grubu



antikoagulanlarin dozaji igin siklikla kullanilir. Kumadin Fll, FVII, FIX ve FX

olusumunda rol oynayan Vit K reduktaz enzimini inhibe eder.

intrensek yol aktive parsiyel tromboplastin zamani (aPTZ) ile dlcllir.
Ancak aPTZ klinikte standardizasyon amacli uluslararasi normalize edilmis
deger olan INR ile de isimlendirilir. Normali 1 olarak kabul edilir. FVIII, FIX, FXI,

FXII eksikliginde ve heparin gibi sistemik antikoagulanlarin etkisiyle uzar.

Koagulasyonun inhibisyonu, endotel yapisinin duzgunlugu, glikokaliks
tabakasi, trombomodulin kompleksi, fibrin iplikgikleri, antitrombin III, heparin,
alfa 2 makroglobulin ile sadlanmaktadir. Bu antikoagllan mekanizmalarin
herhangi birinde olusan bir sorun potansiyel olarak trombofiliye dolayisiyla
plasental yetmezlige ve fetal kayba yol acabilir. Hem konjenital hem kazaniimis
trombofili  faktorleri  plasentanin  trombotik  hasarindaki  patofizyolojik
mekanizmalardan da sorumludur (26). En sik goértlen edinsel trombofililer lupus
antikoagllan ve antikardiolipin  anikorlardir.  Kalitilabilir ~ trombofililer
tromboembolik hastaligin major nedenlerindendir ve anlamli oranda maternal ve

fetal sekellerden sorumludurlar.
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Sekil 2.1. intrensek ve ekstrensek yolaklari gdsteren koagllasyon kaskad!

2.2 Kantitatif Floresan PCR [Quantitative Fluorescence PCR (QF-PCR)]

Prenatal doénemde karsilagsilan kromozomal bozukluklarinin %90’a
yakinini, 13, 18, 21, X ve Y kromozomlarinin sayisini saptayarak olgen hizli ve
guvenilir bir metoddur. QF-PCR 2 ml amniosentez sivisindan elde edilen DNA
ile 24-48 saat icinde sonug verebilmektedir. Ayrica koryon villus biyopsi (CVS)
materyali ve kordosentez materyalinden elde edilecek DNA ile de 24-48 saat
icerisinde sonug¢ verebilmektedir. Bu ¢alismamizda dugsuk materyalinden elde
edilen DNA o6rneklerinden QF-PCR analizi yapilmistir (Sekil 2.2, 2.3).
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Sekil 2.2. Kromozomal anomali saptanmayan bir dusuk materyaline ait QF-
PCR analizi sonucunda elde edilen X22 (a), HPRT (b) ve D21S1414 (c) markerlarina
ait piklerdeki 1:1 goriuntisi. Analizi yapilan érnekte iki adet X ile iki adet 21 numaral

kromozom bulunmakta
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Sekil 2.3. Kromozomal anomali saptanmayan bir dusuk materyaline ait QF-
PCR analizi sonucunda elde edilen D13S631 (a) ve D21S1411 (b) markerlarina ait

piklerdeki 1:1 goruntusu. Analizi yapilan 6rnekte iki adet 13 ve iki adet 21 numarali

kromozom bulunmakta
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QF-PCR metodunun temeli 13, 18, 21, X ve Y kromozomlarina ait sayisal
bozukluklarin saptanmasi, kromozomlar Uzerindeki kisa tekrar dizilerinin (STR-
Short Tandem Repeats) PCR ile c¢ogaltihp kantitatif olarak olgimine
dayanmaktadir. Burada kullanilan STR’lar 4 nukleotidlik tekrarlardan olusur ve
sadece belirtilen kromozoma spesifikti. Bu STR’larin en 6nemli 6zelligi kisiler
arasinda farkli uzunlukta oldugu gibi ayni kisiye ait 2 kromozomda da farkl
olabilmesidir. Bu sayede homolog kromozomlarin ayrimi yapilabilmekte ve
kisideki kromozom sayisi STR belirtecleri sayesinde belirlenebilmektedir. QF-
PCR’'In 22504 amniotik sivi drneginde 13,18, 21, X ve Y kromozomlarindaki
sayisal bozukluklari saptama orani %98,6 olarak saptanmistir (27). Yapilan
calismalarda yalanci pozitiflige ve yalanci negatiflige rastlanmamistir. QF-PCR
mozaik durumda olmayan bozukluklarin tamamini saptayabilmektedir. QF-PCR
yontemi anormal hicre kusagdinin tim hucrelere orani %15’ten fazla oldugunda
mozaisizmi taniyabilmektedir. Yapilan bir galismada 8983 amniotik sivi
incelemesinde rastlanilan 18 mozaik olgunun QF-PCR 12’sini tanirken, karyotip
analizi ile 8 tanesi taninabilmistir (28). Bu yluzden pek ¢ok arastirmaci prenatal

tanida sadece QF-PCR’in yeterli oldugu gorugundedir.

2.3.Real Time PCR

Real-time PCR, reaksiyon esnasinda her bir PCR siklusunda yeterli
miktarda Grundn verdigi floresan 1s1ga gore ¢alisip asama asama sonuna kadar
olusan Urdnu kontrol eden bir sistemdir. Isima 06zelligine sahip molekuller
kullanarak PCR’1 olusurken izler ve miktarini belirler. PCR devam ederken
ortaya cikan urunler saptanmaya basladigi anda degerlendirmeye alinir. PCR
urunlerinin miktarindaki ilk énemli artig (CT-threshold cycle) hedef template’in
baslangi¢ miktari ile orantilidir (29). Real Time PCR pek ¢ok virls, bakteri ve
bazi mantar tirleri gibi patojenlerin saptanmasinda, hematolojik hastaliklarda,
prenatal tanida anne kaninda fetal DNA tespitinde ve fetal Rh tayini gibi
alanlarda kullaniimaktadir (30). Bu ¢alismada da 12 adet polimorfizmin (Faktor
V Leiden (FVL), Protrombin G20210A, MTHFR C677T, MTHFR A1298C, PAI-1
5G/4G, ACE I/D, eNOS E298D, Apo E E2/E3/E4, VEGF A C936T, VEGF A
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C2578A , VEGF A C405G , VEGF A C460T) saptanmasinda Real Time PCR

yontemi kullanilarak Tm derecelerine gore sonuglar elde edilmigtir.

2.3.1.LightCycler Sistemi

2.3.1.1.Cyber Green Sistemi

LightCycler sisteminin bir uygulamasinda; yalnizca ¢ift zincirli DNA'ya
baglandiklarinda floresans veren boyalar (Cyber green 1) kullanilarak,
amplifikasyona bagli DNA artigi, ortaya c¢ikan floresansin miktar ile
Olculmektedir. Primerin  baglanmasini  takiben gergeklestiriien uzama
asamasinda hedef DNA’nin cift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan cyber
green miktar artmakta ve buna baglh olarak yayilan floresans miktarindaki artig
gozlenmektedir. LightCycler'in diger bir uygulama sekli, hedefe 6zgul problar
kullanmaktir. Burada problarla testin ézgulligu arttinlmistir. Problardan biri 3’
ucundan floresans boya ile isaretli (donér boya), digeri 5 ucundan alici boya
(acceptor dye) ile isaretlenmigtir. Problar hedef amplikonlar tUzerinde birbirine
yakin (1-5 nukleotid uzaklikta) yere baglanmakta ve isaretli uclar yan yana
gelmektedir. iki boyanin yan yana gelmesiyle aciga cikan enerji ikinci prob
uzerindeki alici boyayi etkileyerek floresans olusumuna yol ag¢maktadir.
Fluoresance resonance energy transfer (FRET) olarak adlandirilan bu ener;ji
transferi sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun
derecesine diger bir ifade ile PCR siklusu suresince olusan amplikonlarin

miktarina bagli olarak artmaktadir.

2.3.1.2.TagMan Sistemi

TagMan sisteminde 5’ ve 3’ ucglarindan florokrom maddelerle isaretli prob
kullaniimaktadir. Probun 5’ ucunda raportér florokrom (6-carboxyfluorescein =6-
FAM), 3’ ucunda ise baskilayici florokrom (6-carboxy-tetramethyl-rhodamine-
TAMRA) bulunmaktadir. Prob, tek sarmal hale getirilen hedef molekul Uzerinde,

primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan yere baglanir. Prob-hedef
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molekul arasindaki hibridizasyon devam ettigi surece raportor florokrom
maddenin sinyal olusturmasi, 3’ ugtaki baskilayici florokrom tarafindan
engellenmektedir. Primerlerin  hedef nukleik asite baglanmasini takiben
baglatilan primer uzamasi probun baglandigi noktaya kadar geldiginde,
sentezin devam edebilmesi icin Taqg DNA polimeraz enzimi 5—3’ nukleaz
aktivitesini kullanarak probu 5 ugtan yikmaya baglar. Boylece raportor florokrom
serbest hale gecger ve sinyal olusturur. Her siklusta Uretilen amplikon miktarina

paralel olarak sinyal siddeti de artmaktadir.

2.4 Polimorfizm

Polimorfizm, populasyonun %1’ i veya daha fazlasinda bulunan genetik

bir varyasyondur. Farkli sekillerde polimorfizm gorulebilmektedir:

1. Tek nUkleotid degisimleri SNP (single nucleotide polymorphism)

2. VNTR-variable number of tandem repeats

a. Minisatellitler (20-200 baz cifti tekrarlar)

b.Mikrosatellitler (CA tekrarlari; 2-10 baz cifti tekrarlar)-STR (Short tandem
repeats)

Minisatellit tekrarlarin tekrar sayilari 6Gnemli derecede farkhliklar gosterir
ve bu yuzden cogu birey heterozigottur. Bunlarin kromozom igerisindeki
dagilimi esit degildir ve buyuk kismi (~%80) telomere yakin bodlgelere
yigiimislardir. Akrabalik iligkilerini belirlemede kullaniimaktadirlar.

Mikrosatellit tekrarlar ortalama 6 kb uzunlukta bir ortaya c¢ikarlar.
Dinukleotid tekrarlarin (6zellikle AC ve AG) her 30 kb’de bir olmak Gzere ¢ok sik
tekrarladidi bilinmektedir. Bu polimorfizmden, hastalik goértlen aile bireylerinde
mutant genin izlenmesi ve gen  haritalarinin  ¢ikarilmasinda  ¢ok
yararlaniimaktadir.

Tek nikleotid polimorfizmi tek bir nikleotidin bir baska nikleotidle yer
degistirmesi seklindedir. insan genomunun yaklasik %1.5’'u kodlayan DNA
dizileri igerir ve SNP’lerin ¢ogu intron ve intergenik diziler gibi kodlama
yapmayan DNA bolgelerinde sekillenir. SNP’lerin  pek ¢ogunun hucre

fonksiyonlari Gzerine direkt etkisi yoktur; fakat kisilerin bir hastaliga yatkinligi ya
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da ilaclara verdigi cevabi etkileyebimektedir (31, 32). Kullanilan ilaglarin farkli
bireylere farkh etkileri ve yan etkileri SNP’ler ile agiklanabilmektedir. Ayni
cevresel kosullarda yasayan bireylerin bir enfeksiyon ajanina farkl sekillerde

cevap vermesi de kismen SNP’lerin etkisiyledir.

2.4.1 Faktor V Leiden G1691A Polimorfizmi

Faktér V geni kromozom 1qg21-g25’te lokalize, 25 ekzonlu, 330.000
dalton agirliginda bir gendir. Bir koagulasyon faktorudur ve yarilanma omra 12-
36 saattir. %80’i plazmada, %Z20’si trombositlerde olmak Uzere endotelyal
hicrelerin ve monositlerin ylzeyinde bulunur. Loékositler ve megakaryositler
tarafindan Uretiimekte ve selektin genlerine benzemektedir. Seruloplazminle
homolog olan ¢ adet A domaini ve yag globulleri ile homolog olan C domainleri
bulunmaktadir. Lipid membranlara baglanmada C2 domaini gorevlidir. B
domainleri cok daha az homoloji gostermekte ve Faktér V’in trombinle aktive
olmasini kolaylagtirmaktadir. Trombinle etkilesimi saglayan asidik bodlgeler,

aspartik asid ve glutamin icermektedir (33).

Faktor V, trombin aracihigiyla Faktoér Va'ya cevriimekte ve aktive
edilmektedir. Faktdér Va, Faktdér Xa'nin protrombini trombine cevirmesinde
kofaktor olarak gorevlidir. Faktdr Va aktive protein C tarafindan inhibe edilir
(34). 1993’'te Dahlback ve arkadaslari bazi plazma molekullerinin antikogulan
molekullere karsi bir rezistans gosterdigini bulmuglar ve bu molekulleri aktive
protein C (APC) olarak tanimlamiglardir (35). Protein C’nin aktivasyonu,
endotelyal hlicre ylzeylerinde trombin-trombomodulin  kompleksi ile
gerceklesmektedir. Protein C karacigerde uretilen vitamin K'ya bagdiml bir
glikoproteindir. Trombomodulinle etkilesmekte ve koagulasyon sirasinda Faktor
V ve Faktor VIII'in aktif formlarini inhibe etmektedir. Bdylece antikoagulan etki

olusmakta ve koagulasyon dengesi duzenlenmektedir.

Aktive protein C rezistansi, Faktor V Leiden (G1691A, FVR506Q)

mutasyonundan kaynaklanmaktadir. 1691. pozisyondaki G>A nokta mutasyonu
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glutamin yerine arjinin amino asitinin kodlanmasina sebep olmaktadir.
Mutasyona ugramis Faktor Va, aktive protein C’nin proteolitik aktivasyonuna
kargi direng kazanir, kandaki trombin seviyesi artar. Artmis trombin seviyesi ise
vendz tromboemboli riskini arttirir (26). FVL heterozigot mutasyonu toplumda
%3-6, homozigot mutasyonu % 0.1-0.02 oraninda goérulmektedir. Tromboz
OykuUsu olanlarda bu oran % 21 ve % 2 seklindedir (26). FVL mutasyonunun
sikligi toplumlar ve irklar arasi farklilik géstermektedir. Avrupa populasyonunda
% 4-5 oraninda mutasyon saptanmaktadir. Yapilan c¢alismalar sonucunda
prevelansi Almanya’da % 7.8, Hollanda’da % 2-4 arasi ve Isvegte % 7
saptanmigtir. Ulkemiz ise mutasyonun en sik gorildigu yerler arasindadir ve
sikhdr % 8 civarindadir (34). Buna karsin Afrika populasyonunda mutasyon
tespit edilmemistir ve Asya ulkeleri veya Asya kdkenli olduklari distnulen etnik
gruplarin bircogunda da mutasyon saptanmamigtir. Ortadogu populasyonunda
ise Avrupa populasyonuna yakin oranlar tespit edilmistir (34).

FVL heterozigot bireylerde tromboz riski 3-8 kat, homozigot bireylerde ise
18-80 kat artmaktadir. Faktor V Leiden mutasyonu tagiyan bireylerde venoz
tromboz, periferik vaskuler hastaliklar, felg, pulmoner embolizm gorilme riski
artmaktadir. FVL mutasyonu tekrarlayan dusuk, ikinci ve Ugunclu trimester
gebelik kayiplari, preeklampsi, plasental abrusyon, intrauterin gelisme geriligi ile
de iligkili bulunmustur. Gebelik suresince gelisebilecek trombotik riski ise 5-52
kat arasinda arttirmaktadir. Ayrica Faktdor V Leiden heterozigot mutasyon
tasiyicisi olan ve oral kontraseptif kullanan kadinlarda vendz tromboz

olusumunu % 20-60 oraninda arttirdigi bildiriimektedir (36).

2.4.2.Protrombin G20210A Polimorfizmi

Protrombin geni 11p11.2 bodlgesinde lokalize, 70 kDa agirliginda bir
gendir. Yarilanma omru 1.25-3.5 gundur ve 5 domain igcermektedir: Propeptid,
Gla domain, bir kringle domain, bir kringle-2 domain ve bir serin proteaz
domain. Protrombin proteini, hafif (alfa) ve agir (beta) zincirlerinden olugan alfa-

trombin aktif enzimini olusturmak icin defalarca pargalanmaktadir (37).
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Protrombin fragman 1 ve 2’nin olusmasi igin protrombin, FXa/Va
kompleksi tarafindan 271. ve 320. pozisyonlardan kesilmektedir. Protrombin,
fragman 1 ve 2, katalitk domain olan trombin ve plazma protrombin
aktivasyonunun bir belirtecidir. Trombin, fibrinojenin fibrine doénlsimuinde
katalizordur, FV, VI, Xl, Xl ve trombositleri aktive etmektedir. Ayrica

trombomoduline baglanarak protein C'’yi aktive etmektedir.

Protrombin (Faktor 1) G20210A mutasyonu tasiyan bireylerde protrombin
dizeyi yuksektir. Bu mutasyon, genin translasyona ugramayan 3’ bolgesindeki
(3-UTR) 20210. nukleotidde guaninin adenine donusmesi ile gelismektedir.
Protrombin G20210A mutasyonu taslyicilarinda protrombin dizeyi artmigtir ve
tromboz riski normal populasyondan 2.8 kat daha fazladir. Bu mutasyona,
saglikli bireylerde %2, tromboz 6ykusu olanlarda %6 ve segilmis aile dykusu
olanlarda %18 oraninda rastlanmaktadir. Mutasyon beyaz populasyonda % 1-5
oraninda bulunmaktadir. Mutasyon sikhgr Kuzey Avrupa’dan guneye inildikge
artar. Kuzey Avrupa’da % 1,7 olan insidans Guney Avrupa ve Akdenizde % 3-
5tir (37).

En sik gorulen kalitsal trombofililerden biridir. Vendz tromboemboli (VTE)
riskini heterozigot mutasyon tasiyicilarinda 2-5 kat, pulmoner emboli riskini %
32 oraninda arttirmaktadir. Protrombin mutasyonlarinin ayrica serebral ven
trombozu, hepatik ve portal ven trombozu, retinal ven trombozu riskini arttirdigi
da bildirilmektedir (38, 39, 40). Cocuklarda protrombin mutasyonlarina
bakildiginda, mutasyon tagiyicilarinda venoz tromboemboli riskinin 3-4 kat attigi
g6zlenmektedir (41). Protrombin mutasyonu tasiyicisi ve daha 6nceden VTE
gecirme oykusu olan kadinlarin gebeliklerinde tekrar VTE gecirme riski 3-4 kata
kadar cikabilmektedir (42). Ayrica gebelik kayiplarini arttirdigi gibi preeklampsi,
intrauterin gelisme geriligi ve plasenta dekolmani riskini de arttirmaktadir.
Protrombin G20210A heterozigositesinin tekrarlayan gebelik kayiplarini %4-9
arasinda arttirdigini bildiren c¢alismalar bulunmaktadir (43, 44). Protrombin
mutasyonuna diger trombofili mutasyonlarinin eglik etme durumu nadir olmadigi

gibi riskleri de ¢ok daha fazla arttirmaktadir.
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2.4.3.MTHFR C677T ve A1298C Polimorfizmleri

MTHFR (metilen tetra hidro folat reduktaz) geni 1p36.22 bolgesinde yer
almaktadir. Genin total buyukliglu 1980 baz ciftidir, molekdl agirhgr 74,6
kDa'dur. MTHFR geninin promoter bolgesi TATA kutusu igermemektedir (45).
Bu gen boélgesinde alternatif splicing olaylari olmakta ve bodylece degisik
dokularda farkli MTHFR transkriptleri olusmaktadir (46). Bu enzimin gorevi,
5,10-metilen tetrahidrofolati 5-metil tetrahidrofolata dénusttirmektir (45). MTHFR
gen mutasyonu homozigot bireylerde etkinlik normalin % 35’ine gerilemektedir.
Heterozigot bireylerde de enzim etkinli§i azalmakta, dolayisiyla homosistein
dizeyi yukselmektedir (47). Homosistein, metionin metabolizmasi sirasinda
olusan bir aminoasittir (Sekil 2.4). Transsulfirasyon yolu sirasinda katabolize
olur (sistationin B sentetaz) ya da remetilasyon yolu ile metionine geri
cevrilmektedir (5,10 metilentetrahidrofolat reduiktaz) (48). Homosistein
endotelde ve vaskuler diz kas htcrelerinde endotel ile koagllasyon sistemleri
arasi etkilesimde rol oynamaktadir. Serbest radikaller olusturarak hizla

otooksidasyona ugramaktadir.

MTHFR enzim etkinliginin dusik oldugu iki ayri genetik polimorfizm
saptanmigtir. C677T polimorfizmi, MTHFR proteinin N terminal Kkatalitik
bolgesini etkileyen 4. ekzonda meydana gelmektedir (49). MTHFR C677T
polimorfizminde, MTHFR enzimini kodlayan gende 677. nikleotid olan sitozinin
timine degisimi sonucu ortaya cikan bir nokta mutasyonu vardir (50). Bu
mutasyon, genin Urinu olan proteinin 226. pozisyonunda alanin yerine valin
geg¢mesine neden olmaktadir (50). Bunun sonucu olarak MTHFR aktivitesi
azalmaktadir (51). Azalan MTHFR aktivitesi, 5-metil tetrahidrofolat seviyesinde
azalmaya ve bunun sonucu olarak da homosisteinin metiyonine dénisememesi

nedeniyle plazma homosistein seviyesinde artmaya neden olmaktadir (51).

MTHFR C677T mutasyonunun toplumda goérilme sikhgr % 12, Gin’in
kuzeyinde % 20, Giney Italyada % 26 ve Meksikada % 32 olarak
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bildiriimektedir (52). Turkiye'de yapilan c¢alismalarda saglikli bireylerde
homozigotluk % 5, heterozigotluk ise % 35 olarak bildirilmistir (53). Tekrarlayan
gebelik  kaybi  yasayan Dbireylerde MTHFR  mutasyonlarinin  ve
hiperhomosisteineminin daha sik oldugu bildiriimektedir. (54). Gebelik
kayiplarinin 6zellikle homosistein yuksekliginden kaynaklandigi ve 2-3 kat arttigi
bildiriimektedir (55). MTHFR 677TT homozigotlugu olan bireylerde de
homosistein duzeylerinin ¢ok ylkseldigi ve bu artisin tekrarlayan gebelik
kayiplari ile anlamli sekilde iliskili oldugu gdsterilmistir (56). MTHFR C677T
polimorfizminin, kardiyovaskuler hastaliklar, noral tup defektleri, stroke, Down
Sendromu, meme ve endometrial kanser gibi hastaliklarda bir risk faktoru
oldugu bildirilmektedir (57). MTHFR 677TT homozigot genotipli bireylerde, akut
I6semi, kolerektal ve akciger kanserlerine yakalanma riskinin azaldigi,

endometrial kansere ise yakalanma riskinin arttigi ileri siralmektedir (58).

MTHFR geninde belirlenen diger bir polimorfizm, enzimi kodlayan gende
1298. nukleotid olan adeninin sitozine (A—C) degisimi sonucu meydana
gelmektedir. Bu mutasyon sonucu MTHFR proteinin C terminal bolgesinde
glutamat alanine donusmektedir. Bu mutasyonda da diger mutasyon tipinde
oldugu gibi MTHFR aktivitesi azalir. A1298C polimorfizminin plazma
homosistein konsantrasyonundaki artisi, C677T polimorfizmi kadar etkilemedigi
ileri strtlmektedir (59). MTHFR A1298C polimorfizmi igin, cesitli toplumlarda
1298CC genotip sikhgr %1-12 arasinda degismektedir (60). Noral tup
kusurlarinin gelismesinde A1298C mutasyonunun etkisini bazi c¢aligmalar
bildirmektedir (46, 59, 61). Bu calismalarda, néral tlip defektli ¢cocuklarda, bu

mutasyonun gorilme sikhdi ylksek olarak agiklanmaktadir (46, 61).
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Sekil 2.4. MTHFR enziminin homosistein metabolizmasindaki roli

C677T mutasyonu tasiyan bireylerde A1298C mutasyonu tasiyan
bireylere gore MTHFR enzim aktivitesi daha fazla azalmaktadir; ¢inkit C677T
mutasyonu MTHFR enziminin N-uc¢ katalitik bolgesinde meydana gelmekte,
A1298C mutasyonu ise C-ug regulator bolgesinde meydana gelmektedir (59,
62). Hem heterozigot 677CT hem de homozigot mutant 677TT genotiplerinde,
MTHFR enzim aktivitesi homozigot wild tip 677CC genotipine goére onemli
derecede dusuktur. 677TT genotipi, termolabil MTHFR enzim o6zelligine sahiptir
(63). A1298C polimorfizminde enzimin termostabilitesini etkilemedigi
bildiriimektedir, ¢inkl azalan enzim aktivitelerine ragmen 1s1 inkibasyonundan
sonra A1298C genotipleri arasinda artan aktivasyon yuzdesinde onemli bir

farkhlik gérilmemektedir (63).
A1298C ve C677T polimorfizmlerinin birlikte heterozigot oldugu durumda,

MTHFR enzim aktivitesi, iki allelin de normal homozigot oldugu durumdaki

enzim aktivitesinin %50-60’1 kadardir. Bu aktivite, tek basina C677T heterozigot
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olan bireylerin enzim aktivitesinden daha dusuktur. MTHFR mutasyonlari birgok
hastalik etiyolojisinde arastirilmistir ve goguyla iligkili olduklari gdsterilmistir.
MTHFR 677T/1298C heterezigot durumunun birlikte bulundugu bireylerde, néral
tup defektlerinde énemli bir artis oldugu ileri strtimektedir (59, 64, 65). Her iki
polimorfizm i¢cin de homozigot normal bireylerde (677CC/1298AA) akut
lenfoblastik 16semi (ALL) gelisimi fazla iken, 677CT/1298AC heterozigot
bireylerde, akut l6semi gelisiminin daha az goéruldugiu bildiriimektedir (66).
677CC/1298AA genotipli bireylerde plazma total homosisteini 677CC/1298CC
genotipli bireylere gbére daha fazla olarak bildiriimektedir. 677TT homozigot
mutasyonlu bireylerde de plazma homosisteini onemli oranda artmaktadir (46,
62). Her iki mutasyon bakimindan cift heterozigot olan (A1298C/C677T)
bireylerde total plazma homosistein konsantrasyonunun dnemli derecede arttigi
belirtiimektedir (61). Tekrarlayan gebelik kaybi olan hastalarda MTHFR gen
mutasyon prevalansi yuksek olarak bildirilmektedir (67). Homosistein

fazlaliginin gebelik kayiplarina da sebep oldugu anlasiimistir.

2.4.4 PAI-1 5G/4G Polimorfizmi

insan PAI-1 geni 7. kromozom uzun kolu {zerinde (g21.3-g22)
bulunmaktadir ve dokuz ekzon igceren 12.2 kb buyukliginde bir gendir (68).
PAI-1 geninin ilk 187 b¢’lik bolimunde guglu doku spesifik bir promoter bolge
bulunmaktadir (69). insanlarda tanimlanmis 3.2 kb ve 2.2 kb uzunlugunda iki
adet mRNA transkripti bulunmaktadir. Bu transkriptler, farkl alternatif splicing
ve poliadenilasyonlar sonucunda (retilmektedirler (70). insanlarda bu iki
transkriptin fonksiyonel dneminin ne oldugu hala tam olarak bilinmemektedir. iki
MRNA cesidi arasinda cis-elemanlarin varhgi ya da yoklugu PAI-1’in

posttranskripsiyonel dizenlenmesinde cgesitliliklere neden olmaktadir.

PAI-1, damar duvari (endotelyal hicreler, duz kas hucreleri), makrofajlar,
karaciger, dalak ve adipoz doku tarafindan sentezlenmektedir. Plazmada ve
diger biyolojik sivilarda, aktif, inaktif ve latent PAI-1 olmak Uzere, U¢ boyutlu

yapisi birbirinden farkli olan U¢ formda bulunmaktadir. Hicrelerden aktif form
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olarak salgilanmakta ve bu form dolagimda spontan olarak hizl bir yapisal
degisiklige ugramaktadir. Boylece yarilanma dmru 1 saat olacak sekilde latent
forma donusmektedir. Aktif PAI-1’in latent PAI-1’e donlsim mekanizmasi tam

olarak bilinmemektedir (71).

PAI-1 geni i¢in promoter (5’ terminal sonlanma) ve 3’untranslated (3’
terminal sonlanma) bdélgede tanimlanmis ¢esitli polimorfizmler bulunmaktadir:
Tek nukleotid polimorfizmi (-844, 9785, 11053, 12078 b¢'de), tek nukleotid
insersiyon/delesyon polimorfizmi (-675 b¢’de), dinukleotid tekrar polimorfizmi
(-153 ve 7843 bg¢'de), 9 nukleotid insersiyon/delesyon polimorfizmi (-11,320 b¢’
de) (72). Bu polimorfizmlerin varligi PAI-1 Gretiminde farkhliklara yol
acmaktadir.  Promoterin  -675. pozisyonuna lokalize olan 4G/5G
insersiyon/delesyon polimorfizmidir. Bu polimorfizm, 4 veya 5 guanin nukleotid
dizisine neden olmakta (4G veya 5G) ve ortaya c¢ikan farkli alleller PAI-1
ifadelenmesinde degisikliklere yol agmaktadir. Tek nukleotid degisimine bagli
PAI-1 transkripsiyon hizindaki artis sonucunda beliren plazma PAI-1
seviyelerindeki bu degisiklikler serebral iskemi, miyokard infarktisu, habituel
abortus ve obezite gelisimi ile iligkili olabilmektedir. Bu fonksiyonel
polimorfizmin, PAI-1 geninin sitokinler ve diger stimulatér ajanlara cevabina ne

tur etkileri oldugu ise bilinmemektedir.

Plazma PAI-1 seviyeleri 6zellikle genetik faktorler tarafindan belirlenir.
PAI-1 geni intron 3’'te sekiz allel (CA)n tekrar polimorfizminin ve 3’ flanking
bdlgesinin ylksek plazma PAI-1 seviyeleri ile iligki oldugu dustnutlmektedir (73).
Bunun yani sira 4G/4G polimorfizmine sahip bireyler de daha ytksek plazma
PAI-1 seviyelerine sahiptir. 4G alleli i¢cin homozigot olan bu bireylerde ayrica
trombositlerde yuksek PAI-1 aktivitesi ve yuksek antijen seviyeleri mevcuttur.
Bu nedenle endojen ve eksternal plazminojen aktivasyonuna karsi daha yuksek
rezistans gostermektedirler. 5G/4G promoter polimorfizminin hem saglikli
bireylerdeki hem de koroner arter hastaligi, miyokard infarktisu, ven6z tromboz,
allogreft koroner arter hastaligi, pulmoner embolizm gibi tromboembolik
hastaliklari olan bireylerdeki plazma PAI-1 yuksekligi ile iligkili oldugu
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bildirilmektedir (74). Bu polimorfizmin ayrica kanserle iligkili oldugu, 4G allelinin

kolorektal ve endometrial kanser riskini arttirdigi da gosterilmigtir (75).

2.4.5.ACE I/D Polimorfizmi

Angiotensin Converting Enzyme (ACE) geni insan genomunun 17¢23
lokusunda bulunmaktadir ve 26 ekzon icermektedir. 21 Kb agirhdina sahip bir
gendir. On altinci introndaki 287 baz ciftinin olup olmamasina bagli olarak
Insertion / Deletion (/D) polimorfizmi olusmaktadir. Buna gére DD, ID ve Il
olmak Uzere 3 genotip bulunmaktadir (76). Prevalans acgisindan bakilirsa
insertion allelinin sikhgi %44, deletion allelinin sikhd1 %56 olarak bildirilmektedir
(77). Doku ve plazmadaki ACE dlzeyi polimorfizme goére degisir. Gen
polimorfizmi serum ACE duzeyi degisikligini %47 oraninda etkilemektedir. DD
genotipli kisilerde ACE duzeyi en yuksek, Il genotipli kisilerde ACE duzeyi en
dusuktir. Bu durum htcre zarina bagh ACE icin de gecerlidir (78).

Vucutta su ve tuz kaybi oldugunda veya sempatik aktivasyon durumunda
bdbregin juxtaglomerller aparatustan renin salinimi meydana gelmektedir. Bu
da karacigerde sentezlenen anjiotensinojeni anjiotensin I'e donustirmektedir.
Anjiotensin | ise bircok damarin endotelinde bulunan, pulmoner damarlarda
yluksek konsantrasyonlarda var olan ACE ile anjiotensin II'ye dénismektedir.
Kuvvetli bir vazokonstriktor olan anjiotensin Il adrenal korteksten aldosteron
salgilanmasini uyarmaktadir. Aldosteron ise sodyum iyonunun tutulmasina yol
agmaktadir. Angiotensin Il aminopeptidaz A (anjiotensinaz) ile anjiotensin lll'e
donustirdlmektedir. Anjiotensin Il aldosteronun adrenal Uretiminde gugli bir
stimalatordur. Tum memeli dokularinin endotel hucreleri luminal yuzlerinde ACE
eksprese etmekte ve c¢ozulir formda salgilamaktadirlar. Akciger ile beyin
mikrovaskuler ve kapiller hucreleri ACE’den zengindir. Ayrica barsak, koroid
pleksus ve bdbrek tibdl hicreleri de ACE'den zengindir. ACE anjiotensin I'i
anjiotensin Il'ye déonustirmesinden baska vazoaktif peptid metabolizmasinda da
onemlidir; ¢lnkd endotelyal ylzeyde bir vazodilatator olan bradikinin

degradasyonunu saglamaktadir (79, 80).
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ACE genindeki insertion ACE ekspresyonunu azaltmaktadir, bu yizden
Il homozigotlara gore DD homozigotlar %65, ID heterozigotlar ise %31 daha
fazla ACE dlzeyine sahiptir (81). | allellilerde goértlen dusik ACE aktivitesi,
bradikininin yari édmrindn artmasi ve anjiotensin Il GUretimindeki azalma,
endotele baglh artmis vazodilatasyon sebebiyle ACE geninin fizyolojik énemini
vurgulamaktadir. ACE 1/D polimorfizmi ile koroner kalp hastaligi, ventrikuler
hipertrofi, miyokard enfarktisl, koroner anjioplasti sonrasi restenoz,
kardiyomiyopati ve ani kardiak olim gibi bircok patolojik durumun geligimi
arasinda iligki bulundugu bildirilmektedir (80). Turk toplumunda da koroner arter
hastaligi ile D alleli arasinda bir iligki olabilecegi gosterilmistir (82). DD genotipli
kisilerde sol ventrikil dilatasyonunda, kalp yetmezligindeki hastalarin
mortalitesinde Il genotipli kisilere gére bir artis oldugu bildiriimektedir (82). Tlrk
toplumunda yapilan bir arastirmada hipertansiyonlu hastalarda DD genotipinin
predispozan bir faktor oldugu ve ACE |I/D polimorfizminin hipertansiyon Gzerine
etki edebilecegi sonucuna varilmistir (83). Ayrica ACE DD genotipinin
tekrarlayan gebelik kaybi (RPL) icin bir risk faktori oldugu cesitli calismalarda
bildirilmektedir (84, 85).

2.4.6.eNOS E298D Polimorfizmi

eNOS geni kromozom 7q35-36’da lokalize olan 21 kb uzunlugunda ve 26
ekzon icermekte olan bir gendir (86). Genin 5’-ucu bolgesi, eNOS promoterinin
TATA dizisinin bulunmadigi ve proksimal promoter bdlgesinin endotelyal
hicrelerde bulunan konstitlif olarak eksprese edilen gen ile uyumlu oldugunu
gostermektedir. eNOS geninin cDNA'lari sigir ve insan endotelyal hucrelerinden
klonlanmistir ve cDNA’larin 3609 nukleotidlik agik okuma gergevesine sahip
oldugu gosterilmistir. 5’-ucu bolgesinde akut-faz cevabi (shear stress) ve sterol
dizenleyici cis elementleri icermektedir (86, 87). Shear stressin hemodinamik
glcunin ve kronik egzersizin eNOS mMRNA ekspresyonunu arttirdigi
bildiriimektedir. Bu durum promoter bolgesinde shear stress cevabinin
dizenleyici roli oldugunu dusundurmektedir (87). Bugune kadar koroner arter

hastaligi, miyokard infarktlsu, hipertansiyon, stroke ve renal hastaliklar gibi pek
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¢cok vaskuler bozuklugun eNOS geni polimorfizmi ile iliskili oldugu bulunmustur.

Ancak calisma sonuglari irklar arasinda degiskenlik gostermektedir.

Enzimin fonksiyonel aktivitesini etkileyen, eNOS genine ait cesitli
polimorfizmler oldugu bilinmektedir. Ekzon 7’de bulunan 894. nukleotiddeki
guanin bazi yerine timin bazinin (894G/T) gelmesiyle glutamik asid aspartik
aside donusmektedir. Bu amino asit degisikligi NO dizeyinin azalmasina sebep
olmakta ve preeklampsi riskini arttirmaktadir. Bu polimorfizm direkt olarak
enzimin bir veya daha fazla fonksiyonel 6zelligini degistirebilme potansiyeline
sahiptir. Diger bir polimorfizm -786. nukleotidde timin yerine sitozin (-786T/C)
gelmesiyle olusmakta ve eNOS geninin promoter aktivitesini azaltmaktadir. Bu
polimorfizmin stpheli de olsa RPL ile iligkili olabilecegi bildiriimektedir (88).
Baska bir polimorfizm ise VNTR (variable number of tandem repeats) 27-b¢’lik
tekrar polimorfizmi olarak tanimlanmaktadir ve plazma NO konsantrasyonlari ile

plazma nitrit ve nitrat dizeylerini degistirmektedir (88).

eNOS geninde tespit edilen varyasyonlar potansiyel olarak ylksek
oranda polimorfik linkage markerlari olarak kullaniimaktadir. Bu markerlarin
multifaktoriyel kardiyovaskuler hastaliklarda genetik linkage analizlerinin
yapilmasinda o6nemli olabilecegi belirtiimektedir (86). Bu degisikliklerden
bazilari: promoter bolgesinde tek niklotid polimorfizmleri;-1468 T > A, -922 A >
G, -786 T > C dir. Bu baz degisikliklerinden hicbirinin transkripsiyon faktor
baglanici bolgede bulunmadigi ve endotelyal hucrelerde sadece 144 bp’lik bir
bdlgenin promoter aktivitesinin oldugu ve bu bdlgenin -3500 ile -3193 bg’leri
arasinda olan kisim oldugu 6ne surulmektedir (89). eNOS geninde meydana
gelen varyasyonlarin, eNOS enzimi ve eNOS enziminin etkiledigi yollarda
degisikliklere sebep oldugu cesitli calismalarda gdsterilmistir (90, 91, 92). eNOS
geninin kodladigi enzim, demir grubu iceren cgesitli kofaktorlere ihtiya¢c duyulan
bir reaksiyonda NO sentezlemektedir. 7. ekzondaki Glu298Asp varyanti demir
baglama ve kalsiyum/kalmodulin baglama bolgesinin orta kisminda yer
almaktadir. Intron 4a/b bolgesi ise demir baglama bolgesinden sonraki

kisimdadir. Plazma NO seviyesinin bu iki polimorfizmden etkilendigi buna bagli
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olarak, gen Uzerindeki bu yerlesimleri ile bu polimorfizmlerin kan basinci Uzerine
olan etkisiyle ilgili olabilecedi bildirilmis ve miyokard infarktusu, tekrarlayan
gebelik kaybi ile iligkili olabilecegi ifade edilmistir (89, 90, 93).

2.4.7.Apo E E2/E3/E4 Polimorfizmleri

Apolipoprotein E bir plazma glikoproteinidir ve apo gen ailesindendir. Apo
E’yi kodlayan gen 19. kromozomun uzun kolunda 19q13.32 pozisyonunda
lokalizedir ve 3597 nukleotid uzunlugundadir. Apo E geninin dort ekzonu
mevcuttur, bu ekzonlar Gg¢ intron ile birbirinden ayrilmigtir. 299 aminoasitlik bir
polipeptide sahiptir ve 5’ translasyona ugramayan (untranslated) dizide 23. ve
24. bazlar arasinda, translasyonu baglatan metionin kodonunun yukarisinda
yerlesmistir (94). Batun intronlart GT nUkleotidleri ile baglamakta ve AG

nukleotidleri ile bitmektedir.

Apo Enin Ug¢ ana izoformu bulunur ve tek bir genin Gg allelik formunun
(E2, E3 ve E4) uranleridir. Apo E3 112. pozisyonda sistein, 158. pozisyonda
arjinin icermektedir. Apo E2 her iki pozisyonda sistein i¢erirken E4 her ikisinde
de arjinin icermektedir. Populasyon c¢alismalarinda en sik goérulen Ug¢ farkli
polimorfik allel (E2, E3 ve E4) Uzerinde durulmaktadir. Genel olarak insanlarda
en yaygin olarak goérilen allel E3 (> % 60) iken, E2 ve E4 allelleri populasyona
gére siklik sirasinda yer degistirmektedir. izoformlar nedeniyle de bu
polimorfizm 6 Apo E fenotipiyle sonug¢lanmaktadir; homozigot E2/E2, E3/ES3,
E4/E4 ve heterozigot E3/E2, E4/E2, E4/E3. Apo E polimorfik allellerinin
yayginligi genel populasyonda E2 igin 0.08, E3 i¢in 0.75 ve E4 icgin 0.14 olarak
saptanmigtir. Alti genotip gortulme sikliklarina gére su siradadir: 3/3, 4/3, 3/2,
4/4, 412 ve 2/2 (95, 96).

Apo E mRNA 1163 bg¢ uzunlugundadir ve translasyona ugrayarak 317
amino asitlik bir proteinin olugsmasini saglamaktadir. 18 amino asitlik metionin
ile baslayan segment, 299 amino asitlik Apo E'’yi olusturmak amaciyla gerekli

dokuya yonlenmektedir. Apo E karaciger, beyin, dalak, akciger, adrenal bez,
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bobrek, over, makrofajlar ve kas hucreleri tarafindan sentezlenmektedir. Lipit
metabolizmasinda trigliseridden zengin artiklarin plazmadan
uzaklastirimasinda gorevlidir. Karacigere periferik dokulardan kolesterol
tastyan HDL'’nin, periferik dokularda daha fazla kolesterol almasini

saglamaktadir.

Serum kolesterolunun yaklasik olarak % 50’sini etkileyen degisikliklerin
genetik sebepler oldugu dusunulmektedir. DUsuk dansiteli lipoprotein-LDL (low
density lipoprotein)’deki % 16’lik genetik cesitlilidin Apo E gen lokusundaki
degisikliklerden kaynaklandigi bildiriimektedir (97). E3/E2 genotipine sahip
bireylerde E3/E3 genotiplilere gore % 20 daha dusik, E3/E4 genotiplilerde ise
% 10 daha ylUksek LDL kolesterol seviyesi oldugu bildiriimektedir (98). Apo E2
Apo FE’nin plazmadaki seviyesini arttirarak LDL kolesterol seviyesini
dusurmektedir ve koroner arter hastaligi riskini azaltmaktadir (99). Apo E4 ise
plazma Apo E seviyesini azaltir, total kolesterol, LDL kolesterol ve VLDL
kolesterolun artisina sebep olarak Apo E3 ile karsilastirildiginda ateroskleroz ve
koroner arter hastalgi riskini arttirmaktadir (99). Apo E4 allelinin Alzheimer
Hastaligi riskini arttirici bir faktor oldugu da bilinmektedir (100). Trombofilik bir
faktor kabul edilen Apo E bu etkisi sebebiyle tekrarlayan gebelik kaybi ve Apo E
arasindaki iliskiyi arastiran gcalismalarda, Apo E4 allelinin riski arttirici bir faktor
oldugu bildirilimektedir (101, 102).

2.4.8.VEGF C405G, C460T, C936T, C2578A Polimorfizmleri

Vaskiler Endotelyal Buyume Faktéri (VEGF), 6. kromozomun kisa
kolunda (6p21.1) lokalize olan, molekdl agirligi 45 kDa olan bir sitokindir (Sekil
2.5). Dokularda mitojenik etkisi sayesinde anjiogenezisi uyarabilmektedir ve
vaskiler gecirgenligi arttirabilme 6zelligine sahiptir (103). ik olarak timér
hicrelerinde yapilan ve kapillerlerin proteinlere gegirgenligini arttiran bir protein
olarak tanimlanmistir (103). Vaskuler endotelyal bliyume faktéru glikozillenmis
bir glikoproteindir ve endotelyal hicreler i¢in segici mitojeniktir. Vaskulogenezde

ve mikrovaskiler permeabilite kontrolinde énemlidir. VEGF farkli dokularda
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oldugu gibi insan plasentasinda da bulunmaktadir. VEGF’in serum seviyeleri
gebeligin ilk yarisinda gebeligin karakteristik 6zellikleri olan trofoblast ve uterin

vaskuler olaylarla es zamanl olarak yukselmektedir.

Vaskiler Endotelyal Blyume Faktorunin segici olarak endotel
hicrelerindeki mitojenik etkisi sayesinde anjiogenezisi uyarmasinin yani sira
morfogenez ve kemotaksiste de 6nemli roller Ustlendigi bilinmektedir (103).
Vaskuler Endotelyal Buyume Faktoru epitel huacrelerinde, mezenkimal
hucrelerde ve 6zellikle de tumor hicrelerinde fazla miktarda sentezlenmektedir.
VEGF'in insanda 121, 165, 189 ve 206 amino asit igceren formlari olup, ¢ogu
sistemlerde VEGF-121 ve 165 asil formlardir. VEGF ile iligkili VEGF B, C, D, E
olarak belirtilen genler ve plasental buylime faktéri de tanimlanmistir. Bunlarin
her biri 6zgun islevlere sahiptir (103). VEGF anjiogenezi dizenleyen ve mitozu
uyaran temel sitokinlerden bir tanesi oldugu gibi anjiogenezin hem normal hem

de patolojik stirecinde yer almaktadir (103).
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VEGF-A tumorler, yara iyilesmesi ve enflamasyon tarafindan induklenen
anjiogenik yanitin ilk basamaklarinda vaskuler tromboz ve ekstravaskuler fibrin
aciga cikaran temel faktordar. Pihtilagsma intravaskiler de olsa ekstravaskuler
de olsa doku faktori tarafindan bagslatiimakta ve trombin Uretimine, platelet
aktivasyonuna (ve bunun sonucunda gesiti buyume faktorlerinin
salgilanmasina) ve fibrin formasyonuna yol agmaktadir ki bunlarin tuma
proanjiogenik etkilidir (104). Cesitli insan timorlerinde mikrovaskuler dansite ile
doku faktéri ve VEGF-A ekspresyonu arasinda siki bir korelasyon tespit
edilmisgtir. Daha yeni veriler, doku faktorinin pihtilasmadan bagimsiz
mekanizmalarla da anjiogenezi etkileyebildigini géstermektedir. ilk olarak; doku
faktorih VEGF-A ekspresyonunu upregule etmekte ve anjiogenez
inhibitérlerinden trombospondin-2’nin transkripsiyonunu downreglle etmektedir
(105). Doku faktoru tarafindan induklenen VEGF-A upregulasyonu, kendi
kendini devam ettirebilen bir feedback ,dongu kurabilme potansiyeline sahiptir;
cUnkli VEGF-A ekspresyonu da doku faktérinin ekspresyonunu upregile

etmektedir.

VEGF C2578A polimorfizminin miyokard infarktisinde, AA genotipinin
bir risk faktorl oldugu ve CC genotipinin koruyucu oldugu bildiriimektedir (106).
Ayrica Alzheimer hastaliginda rol oynayabilmektedir. italyan hastalarla yapilan
bir ¢calismada 2578AA genotipinin Alzheimer hastasi olanlarda olmayanlara
gbre daha yuksek oldugu tespit edilmistir (tahmini rolatif risk: 3.37) (107).
2578AA genotipinin VEGF’in noroprotektif etkisini azalttigr dustnulmektedir.
Ayrica baska bir calismada AA genotipinin erkeklerde amyotrofik lateral skleroz
(ALS) acisindan artmis bir risk faktéri oldugu gosterilmistir (108).
Psddoksantoma elastikum iligkili retinopatideki koroidal neovaskularizasyonun
VEGF tarafindan gerceklestirildigi dusunulmektedir. VEGF’e ait 10 adet
polimorfizmin dahil edildigi bir ¢alismada ciddi retinopati acisindan en riskli
olarak C460T polimorfizmi bulunmustur (Tahmini rélatif risk: 3.83) (109). VEGF
C405G polimorfizminin primer glomerulonefrit olusumu ve gelisiminde GG
genotipinin risk artigina sebep oldugu bildiriimektedir (110). C936T polimorfizmi

ile meme kanseri arasindaki iligkiyi aragtiran bir ¢calismada TT genotipinin
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meme kanseri riskini azalttigi goralmustur (111). Tekrarlayan gebelik kaybi ile
VEGF iligkisinde ise VEGF G1154A (93), C2578A ve C936T (112)

polimorfizmlerinin etkili oldugu bildirilmektedir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1.Hasta Gruplari

Calismamiza 56 habituel abortus ¢ifti (56 kadin, 56 erkek olmak Uzere
112 kisi), kontrol grubu olarak 43 ¢ift (43 kadin, 43 erkek olmak Uzere 86 Kisi),
spontan olarak sonlanmis 23 adet duguk materyali ve bu dugukleri yasayan 22
anne olmak Uzere toplam 243 olgu dahil edilmigtir. Habituel abortus grubundaki
bireyler en az iki spontan abortusu olan, tekrarlayan gebelik kaybina sebep
olabilecek bir anomali bulunmamis ciftlerden, kontrol grubu ise en az iki
yasayan ve saglikli ¢ocugu olup hi¢c spontan abortusu olmayan ciftlerden
secilmistir. Dusuk materyalleri ise sadece spontan olarak sonlanan

gebeliklerden elde edilmigtir.

Calismaya dahil edilen hastalarin anamnezleri alinarak hasta Dbilgi
formlari dolduruldu. Hastalarin yasi, gebelik, parite sayilari, disuk sayilari,
duguklerin gebelik haftasi, kadin hastalarin jinekolojik oykusu, gecirilmis
operasyonlar, sistemik hastalik varhigi (kalp-damar hastaliklari, diabetes
mellitus, hipertansiyon, kronik karaciger ve boébrek hastaligi, otoimmin
hastaliklar gibi), kanama diyatezi veya trombozu suphelendiren semptomlar ve
esi ile akraba evliligi olup olmadidi sorgulandi. Tekrarlayan dusukleri olan
ciftlerin timutne 6nceden yapilmis olan kromozom analizi sonuglari not edildi.
Hastalara ve kontrol grubundaki bireylere calisma hakkinda bilgi verildi ve

onamlari alindi.

Tum érneklerden Faktor V Leiden, Protrombin G20210A, MTHFR C677T,
MTHFR A1298C, PAI-1 5G/4G, ACE I/D, eNOS E298D, Apo E E2/E3/E4,
VEGF A C936T, VEGF A C2578A , VEGF A C405G , VEGF A C460T
polimorfizmleri Real Time PCR yontemi ile Canakkale On Sekiz Mart
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Tibbi Genetik Laboratuvar’'nda
calisilmistir. 23 adet dusuk materyalinden elde edilen dokulardan ayrica QF-

PCR calismasi yapilarak 13, 18, 21, X ve Y kromozomlarina ait sayisal
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anomaliler arastinimistir. Dusuk materyali 50 adet elde edilmis olup, 27’sinde
anne ve fetuse ait markerlarin QF-PCR'da korelasyonu ile maternal
kontaminasyon tespit edilmigtir. Kontaminasyon tespit edilen bu materyaller

calismadan cikarilmistir.

Tam verilerin yuzde oranlari, allel frekanslari ve tahmini rolatif riskleri

hesaplanmigtir.

Calismamiz Canakkale On Sekiz Mart Universitesi BAP-2012/029
numarall proje ile desteklenmigstir ve ¢alismamiz i¢cin Canakkale On Sekiz Mart

Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan izin alinmistir.

3.2.Sitogenetik Analiz

Habituel abortus ciftlerine daha dnceden yapilan kromozom analizi GTG
bantlama ile yapilmistir. Periferik kan érnekleri heparinize enjektorle alinarak (8
damla) 10 mllik falkon tlplerde kultire edilmigtir. Kaltlr i¢in gerekli medyum
icerigi su sekildedir: 100 ml RPMI 1640 (Wisent Inc.), 20 ml fetal calf serum
(Biological Industries), 2 ml L-Glutamine (Wisent Inc.), 1 ml fitohemaglutinin
(Biological Industries) ve 2 ml penisilin-streptomisin (Biological Industries). 5-10
damla arasi heparinize periferik kan, 5 ml medyum Uzerine eklenmistir. Kalttr
tipleri 72 saat boyunca yatik pozisyonda 37°C’de inkube edilmistir. Harvestten
iki saat once kultur taplerine 100 pg/ml kolsemid (Biological Industries)
eklenmistir. 72 saatlik slire sonunda kulttr tipd 1200 rpm’de 8 dakika santrifiije
edilip supernatan atilmis, hipotonik ortam elde etmek igin tzerine KCI (0.075 M)
cOzeltisi eklenmigtir. 30 dakika hipotonik solusyonla bekleyen tlip tekrar 1200
rom'de 8 dakika santrifije alinmis, supernatan atilmistir. Uzerine fiksasyon
amaciyla metanol/glacial asetik asid (3/1 hacimde) eklenmis, bu islem 3 kere
tekrarlanmigtir. Son santriflij sonrasi kalan pellet hazirlanan lamlarin tzerine
lami kaplayacak sekilde damlatiimistir. Lamlar 60°C’lik kurutucu Uzerinde birkag
saniye kurutulmustur. Kurumus lamlar 55-60°C’lik inkubatorde 24 saat boyunca

eskitme amaciyla bekletilmigtir. Lamlar daha sonra bantlama amaciyla tripsin
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solusyonunda 10 saniye, ardindan % 6’lik Giemsa solusyonunda (Merck) 10
saniye bekletilmig, kurutulmus ve G bantlamasi elde edilen kromozomlar
mikroskop ve analiz programi (Cytovision, version 2000, Applied Imaging)
kullanilarak analiz edilmistir. Metafazlar incelenmistir ve kromozomlar

uluslararasi insan sitogenetik nomenklatirane (ISCN) gore siniflandiriimistir.
3.3.Polimorfizmlerin Analizi
3.3.1.DNA izolasyonu

Total genomik DNA EDTAI tipe alinmis olan periferik kandan QIAGEN
QlAamp DNA Blood Mini Kit kullanilarak elde edilmistir. DNA izolasyonu
proseduru su sekilde yapilmistir:

1. 20 pl QIAGEN Proteaz (ya da proteinaz K) 1.5 ml'lik mikrosantrifij tipunin
dip kismina alinmistir.

2. Mikrosantriftij tiptne 200 pl 6rnek (periferik kan) eklenmistir.

Ornek miktari 200 pl'den az ise gerekli miktar olusana kadar PBS eklenmistir.
RNA-free genomik DNA kullanilacaksa 4 yl RNase solusyonu eklenmisgtir.

3. Ornege 200 pl Buffer AL eklenmisg, 15 saniye vortekslenmistir.

4. 56 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

5. Mikrosantrifiij tipU kisa santrifij edilmistir.

6. Ornege % 96-100’liik 200 pl etanol eklenmis ve 15 saniye vortekslenmistir.
Kisa santrifuj yapilmistir.

7. Karigim QIAamp Mini spin kolona (2 ml'lik toplama tlpu) tipin kenarlar
islatiimadan aktarilmistir. 8000 rpom’de 1 dakika santriflij edilmistir. Spin kolon,
temiz bir 2 ml'lik toplama tapune alinmigtir, filtrati igeren toplama tlpu atilmistir.
8. Spin kolona 500 ul AW1 buffer eklenmigtir. 8000 rpm’de 1 dakika santrifQj
edilmistir. Spin kolon, temiz bir 2 ml’lik toplama tiptne alinmigtir, filtrati iceren
toplama tupu atilmigtir.

9. Spin kolona 500 ul AW2 buffer eklenmistir. 14000 rpm’de 3 dakika santrifQj
edilmistir.
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10. Spin kolon, temiz bir 2 ml’lik toplama tupune alinmigtir, filtrati iceren toplama
tupu atilmistir. En yUksek devirde 1 dakika santrifuj edilmigtir.

11. Spin kolon, temiz bir 1.5 ml'lik mikrosantrifij tipine alinmigtir, filtrati iceren
toplama tlpu atilmistir. Spin kolona 200 ul AE buffer ya da distile su eklenmistir.
Oda sicakhginda 1 dakika inkibe edilmigtir ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifQj
edilmistir.

3.3.2.Real Time PCR (Roche, Mannheim, Almanya) ile Mutasyon Analizi

3.3.2.1.FVL G1691A (rs6025)

PCR karigimi i¢in FVL mutasyon tespit karisimi 1x78 pl (<%0.01 FVL
forward ve revers primer, <%0.01 FVL HybProbe prob Red 640, <%0.01 FVL
HybProbe prob Florescein), FVL reaksiyon karigimi 1x78 pl (Tris-HCL
Tamponu, <%0.01 Taq DNA polimeraz (wt), <%0.07 dATP, dCTP, dGTP,
dUTP, dTTP), FVL dilient 1x1 mL (H.O- PCR Kkalitesinde) gereklidir. 11 pl
dilient, 2 pl 6lgim karigimi, 2 ul reaksiyon karisimi ile toplam 15 pl'lik PCR
karigsimi hazirlanmigtir. 5 pl kalip DNA eklenerek 20 ul'lik son miktar ile PCR
karisimi kapillere aktariimigtir ve LightCycler 2.0 Roche cihazina yuklenmisgtir.
Kontrol DNA i¢in FVL kontrol kalibi 1x50 ul (<%0.01 kontrol kalibi DNA pCRF5
WT ve pCRF5 MUT plazmid igerir) kullaniimistir.

Protokol, denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika, kuantifikasyon 45 déngii 95
°C’de 5 saniye, 55 °C’de 10 saniye ve 72 °C’de 5 saniye, erime-melting 95
°C’de 20 saniye, 45 °C’de 1 dakika ve 80 °C’de 0.2 devamli mod, sogutma 40

°C’de 30 saniye olarak uygulanmustir.

Wild type (normal allel) 640 kanalinda 65 °C’lik Tm’de (erime noktasi),
mutant allel ise 57 °C’lik Tm’de tespit edilmistir.
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3.3.2.2.Faktor Il (Protrombin) G20210A (rs1799963)

PCR karisimi icin FIIG20210A mutasyon tespit karigsimi 1x78 ul (<%0.01
FIIG20210A forward ve revers primer, <%0.01 FIIG20210A HybProbe prob Red
640, <%0.01 FIIG20210A HybProbe prob Florescein), FVL reaksiyon karigimi
1x78 pl (Tris-HCL Tamponu, <%0.01 Taq DNA polimeraz (wt), <%0.07 dATP,
dCTP, dGTP, dUTP, dTTP), FIIG20210A dilient 1x1 mL (H,O- PCR
kalitesinde) gereklidir. 11 ul dilient, 2 yl 6lgim karisimi, 2 ul reaksiyon karigsimi
ile toplam 15 pl'lik PCR karisimi hazirlanmigtir. 5 pl kalip DNA eklenerek 20
pI'lik son miktar ile PCR karisimi kapillere aktariimistir ve LightCycler 2.0 Roche
cihazina yuklenmistir. Kontrol DNA icin FIIG20210A kontrol kalibi 1x50 pl
(<%0.01 kontrol kalibi DNA pF2 WT ve pF2 MUT plazmid igerir) kullaniimigtir.

Protokol, denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika, kuantifikasyon 45 déngii 95
°%C’de 5 saniye, 55 °C’de 10 saniye ve 72 °C’de 5 saniye, erime-melting 95
°C’de 1 dakika, 55 °C’de 30 saniye, 45 °C’de 30 saniye, 40 °C’de 2 dakika ve 70

°C’de 0.1 devaml mod, sogutma 40 °C’de 30 saniye olarak uygulanmustir.

Wild type (normal allel) 640 kanalinda 59 °C’lik Tm’'de, mutant allel ise
49 °C’lik Tm’de tespit edilmistir.

3.3.2.3.MTHFR C677T (rs1801133)

Tam primer ve problari iceren ajan tupune 66 ul PCR-grade su ilave
edilmistir, c¢ozelti karistinlmigtir. 20 pyl PCR reaksiyonu igin 4 pl ajan
kullaniimistir. Kontrol DNA’nin hazirlanmasi igin 40 yl PCR-grade su ilave
edilmistir, ¢ozelti karistirlmigtir. 20 pl PCR reaksiyonu igin 5 ul kontrol DNA
kullaniimistir. Reaksiyon karisimi bir reaksiyon igin 7.4 yl PCR-grade su, 1.6 pl
Mg*? sollisyonu, 4 ul ajan miksi (primer ve problari igerir), 2 ul Roche Fast Start
Master mix ile hazirlanmigtir. 5 yl kalip DNA eklenerek son reaksiyon hacmi

elde edilmistir.
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Protokol, denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika, kuantifikasyon 45 déngii 95
°C’de 5 saniye, 55 °C’de 10 saniye ve 72 °C’'de 15 saniye, erime-melting 95
°C’de 20 saniye, 40 °C’de 20 saniye ve 85 °C’de 0.2 devamli mod, sogutma 40

°C’de 30 saniye olarak uygulanmistir.

Wild type (normal allel) MTHFR C677, 640 kanalinda 63 °C’lik Tm’de
tespit edilmistir. Mutant MTHFR 677T ise 54.5 °C’lik Tm’de tespit edilmistir.

3.3.2.4.MTHFR A1298C (rs1801131)

Tam primer ve problari iceren ajan tlpine 66 pyl PCR-grade su ilave
edilmistir, c¢ozelti karistinlmigtir. 20 pyl PCR reaksiyonu igin 4 pl ajan
kullaniimistir. Kontrol DNA’nin hazirlanmasi igin 40 yl PCR-grade su ilave
edilmistir, ¢ozelti karistirlmistir. 20 pl PCR reaksiyonu igin 5 ul kontrol DNA
kullaniimistir. Reaksiyon karisimi bir reaksiyon igin 7.4 yl PCR-grade su, 1.6 pl
Mg*? sollisyonu, 4 ul ajan miksi (primer ve problari igerir), 2 ul Roche Fast Start
Master mix ile hazirlanmigtir. 5 yl kalip DNA eklenerek son reaksiyon hacmi

elde edilmistir.

Protokol, denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika, kuantifikasyon 40 déngii 95
°C’de 5 saniye, 62 °C’de 10 saniye ve 72 °C’de 6 saniye, erime-melting 72
°C’de 30 saniye, 95 °C’'de 20 saniye, 40 °C’de 1 saniye 0.2 hiz ile, 40°C’de 30
saniye, 85 °C’de 1 saniye 0.5 hiz ile, sogutma 40 °C’de 30 saniye olarak

uygulanmigtir.

Wild type (normal allel) MTHFR A1298, 640 kanalinda 65 °C’lik Tm’de
tespit edilmistir. Mutant MTHFR 1298C ise 59 °C’lik Tm’de tespit edilmistir.

3.3.2.5.PAI-1 5G/4G (rs1799889)

Tam primer ve problari iceren ajan tupune 66 ul PCR-grade su ilave

edilmigtir, c¢ozelti kanstinlmistir. 20 pyl PCR reaksiyonu igin 4 pl ajan
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kullaniimistir. Kontrol DNA’nin hazirlanmasi igcin 40 yl PCR-grade su ilave
edilmistir, ¢ozelti karistirlmigtir. 20 pl PCR reaksiyonu igin 5 pl kontrol DNA
kullaniimistir. Reaksiyon karisimi bir reaksiyon igin 7.4 yl PCR-grade su, 1.6 pl
Mg*? sollisyonu, 4 ul ajan miksi (primer ve problari igerir), 2 ul Roche Fast Start
Master mix ile hazirlanmigtir. 5 pl kalip DNA eklenerek son reaksiyon hacmi

elde edilmstir.

Protokol, denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika, kuantifikasyon 40 déngii 95
°C’de 3 saniye, 60 °C’de 10 saniye ve 72 °C’de 13 saniye, erime-melting 95
°C’de 30 saniye, 40 °C’de 1 dakika ve 85 °C’de 0.2 devamli mod, sogutma 40

°C’de 30 saniye olarak uygulanmistir.

Human Plasminogen Activator Inhibitor 5G genotipi kanal 640'ta 61 °C’lik
Tm’de, 4G genotipi 54 °C’lik Tm’de saptanmistir.

3.3.2.6.ACE I/D (rs1799752)

Primerler PCR-grade su eklenerek 100 uM olacak sekilde hazirlanmigtir.
Reaksiyon karisimi bir reaksiyon igin 7.4 pyl PCR-grade su, 1.6 pl Mg*
sollsyonu, 2 ul Master Mix SYBR Green, 2 pl Forward primer, 2 ul Reverse
primer ile hazirlanmigtir. 5 pl kalip DNA eklenerek 20 ul’lik son reaksiyon hacmi

elde edilmistir.

Protokol, denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika, kuantifikasyon 40 déngii 95
°C’de 15 saniye, 58 °C’de 15 saniye ve 72 °C’de 25 saniye, erime-melting 95
°C’de 15 saniye, 60 °C’'de 15 saniye ve 98 °C’de 0.2 devamli mod, sogutma 40

°C’de 30 saniye olarak uygulanmustir.

Angiotensinogen Converting Enzyme Insertion genotipi kanal 530°’da 92
°C’lik Tm’de, Deletion genotipi 85 °C’lik Tm’de saptanmistir.
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3.3.2.7.eNOS E298D (rs1799983)

TUm primer ve problari iceren ajan tupune 66 ul PCR-grade su ilave
edilmistir, c¢ozelti karistinlmigtir. 20 pyl PCR reaksiyonu igin 4 pl ajan
kullaniimistir. Kontrol DNA’nin hazirlanmasi igcin 40 yl PCR-grade su ilave
edilmistir, ¢ozelti karistirlmigtir. 20 pl PCR reaksiyonu igin 5 pl kontrol DNA
kullaniimistir. Reaksiyon karisimi bir reaksiyon igin 7.4 yl PCR-grade su, 1.6 pl
Mg*? sollisyonu, 4 ul ajan miksi (primer ve problari igerir), 2 ul Roche Fast Start
Master mix ile hazirlanmigtir. 5 pl kalip DNA eklenerek son reaksiyon hacmi

elde edilmigtir.

Protokol, denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika, kuantifikasyon 45 déngii 95
°C’de 5 saniye, 60 °C’de 10 saniye ve 72 °C’'de 15 saniye, erime-melting 95
°C’de 20 saniye, 40 °C’de 20 saniye ve 85 °C’de 0.2 devamli mod, sogutma 40

°C’de 30 saniye olarak uygulanmistir.

Wild type (normal allel) 894G/G, 640 kanalinda 52 °C’lik Tm'de (erime
noktasl) tespit edilmisti. Mutant allel 894T/T ise 59 °C'llik Tm'de tespit
edilmistir.

3.3.2.8.Apo E E2/E3/E4 (rs429358)

Tum primer ve problari iceren ajan tupune 66 ul PCR-grade su ilave
edilmistir, c¢ozelti karistinlmigtir. 20 pyl PCR reaksiyonu igin 4 pl ajan
kullaniimistir. Kontrol DNA’nin hazirlanmasi icin 80 yl PCR-grade su ilave
edilmistir, ¢ozelti karistirlmistir. 20 pl PCR reaksiyonu igin 5 ul kontrol DNA
kullaniimistir. Reaksiyon karisimi bir reaksiyon igin 6.2 pl PCR-grade su, 1.6 pl
Mg+2 sollsyonu, 4 ul ajan miksi (primer ve problari icerir), 1.2 yl DMSO, 2 pl
Roche Fast Start Master mix ile hazirlanir. 5 pl kalip DNA eklenerek son

reaksiyon hacmi elde edilmigtir.
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Protokol, denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika, kuantifikasyon 45 déngii 95
°C’de 5 saniye, 60 °C’de 10 saniye ve 72 °C’de 15 saniye, erime-melting 95
°C’de 20 saniye, 40 °C’de 20 saniye ve 85 °C’de 0.2 devamli mod, sogutma 40

°C’de 30 saniye olarak uygulanmistir.

Analiz 530 ve 640’lik kanallarda yapilmistir. 112C 158R (Apo E3)
genotipi 49 °C (530)- 63 °C (640)- normal, 112C 158C (Apo E2) 49 °C (530)- 53
°C (640)- Tip Ill Hiperlipidemi ve 112R 158R (Apo E4) genotipi 59 °C (530)- 63
°C (640)- Kolesterol seviyesi yiiksekligi ve homozigotlugunda Alzheimer

hastalidi igin yuksek risk olarak saptanmigtir.
3.3.2.9.VEGF C405G (rs2010963)

Tam primer ve problari igeren ajan tipune 100 pyl PCR-grade su ilave
edilmistir, c¢ozelti karistinlmistir. 20 yl PCR reaksiyonu i¢in 1 ul ajan
kullaniimistir. Reaksiyon karisimi bir reaksiyon i¢in 10.4 yl PCR-grade su, 1.6 pl
Mg*? sollisyonu, 1 ul ajan miksi (primer ve problari icerir), 2 ul Roche Fast Start
Master mix ile hazirlanmigtir. 5 yl kalip DNA eklenerek son reaksiyon hacmi

elde edilmigtir.

Protokol, denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika, kuantifikasyon 45 déngii 95
°C’de 10 saniye, 60 °C’de 10 saniye ve 72 °C’de 15 saniye, erime-melting 95
°C’de 20 saniye, 40 °C’de 20 saniye ve 85 °C’de 0.2 devamli mod, sogutma 40

°C’de 30 saniye olarak uygulanmistir.
Wild type (normal allel) 405 C/C, 530 kanalinda 65 °C’lik Tm’de (erime

noktasi) tespit edilmistir. Mutant allel 405 G/G ise 52 °Clik Tm'de tespit

edilmistir.
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3.3.2.10.VEGFA C460T (rs833061)

TUm primer ve problari igeren ajan tiptune 100 ul PCR-grade su ilave
edilmistir, c¢ozelti karistinlmistir. 20 yl PCR reaksiyonu i¢in 1 ul ajan
kullaniimistir. Reaksiyon karisimi bir reaksiyon i¢in 10.4 yl PCR-grade su, 1.6 pl
Mg*? soliisyonu, 1 pl ajan miksi (primer ve problari igerir), 2 yl Roche Fast Start
Master mix ile hazirlanmigtir. 5 yl kalip DNA eklenerek son reaksiyon hacmi

elde edilmistir.

Protokol, denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika, kuantifikasyon 45 déngii 95
°C’de 10 saniye, 60 °C’de 10 saniye ve 72 °C’de 15 saniye, erime-melting 95
°C’de 20 saniye, 40 °C’de 20 saniye ve 85 °C’de 0.2 devamli mod, sogutma 40

°C’de 30 saniye olarak uygulanmustir.

Wild type (normal allel) 460 C/C, 530 kanalinda 61 °C’lik Tm’de (erime
noktasi) tespit edilmistir. Mutant allel 460T/T ise 54 °Clik Tm'de tespit

edilmistir.

3.3.2.11.VEGFA C936T (rs3025039)

TUm primer ve problari iceren ajan tliptune 100 ul PCR-grade su ilave
edilmistir, ¢ozelti karistinlmigtir. 20 yl PCR reaksiyonu i¢in 1 ul ajan
kullaniimistir. Reaksiyon karisimi bir reaksiyon i¢in 10.4 yl PCR-grade su, 1.6 pl
Mg*? sollisyonu, 1 ul ajan miksi (primer ve problari igerir), 2 ul Roche Fast Start
Master mix ile hazirlanmigtir. 5 ul kalip DNA eklenerek son reaksiyon hacmi

elde edilmistir.

Protokol, denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika, kuantifikasyon 45 déngii 95
°C’de 10 saniye, 60 °C’de 10 saniye ve 72 °C’de 15 saniye, erime-melting 95
°C’de 20 saniye, 40 °C’de 20 saniye ve 85 °C’de 0.2 devamli mod, sogutma 40
°C’de 30 saniye olarak uygulanmistir.
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Wild type (normal allel) 936 C/C, 530 kanalinda 66 °C’lik Tm'de (erime
noktasl) tespit edilmistir. Mutant allel 936 T/T ise 57 °C’lik Tm'de tespit

edilmigtir.
3.3.2.12.VEGFA C2578A (rs699947)

TUm primer ve problari igeren ajan tiptune 100 pyl PCR-grade su ilave
edilmistir, c¢ozelti karistinlmigtir. 20 yl PCR reaksiyonu i¢in 1 ul ajan
kullaniimistir. Reaksiyon karisimi bir reaksiyon i¢in 10.4 yl PCR-grade su, 1.6 pl
Mg*? sollisyonu, 1 ul ajan miksi (primer ve problari igerir), 2 ul Roche Fast Start
Master mix ile hazirlanmigtir. 5 yl kalip DNA eklenerek son reaksiyon hacmi

elde edilmigtir.

Protokol, denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika, kuantifikasyon 45 déngii 95
°C’de 10 saniye, 60 °C’de 10 saniye ve 72 °C’de 15 saniye, erime-melting 95
°C’de 20 saniye, 40 °C’de 20 saniye ve 85 °C’de 0.2 devamli mod, sogutma 40

°C’de 30 saniye olarak uygulanmustir.

Wild type (normal allel) 2578 C/C, 530 kanalinda 55 °C’lik Tm'de (erime
noktas!) tespit edilmistir. Mutant allel 2578 A/A ise 62 °C'lik Tm’'de tespit

edilmistir.
3.4.Dusiik Materyalinden QF-PCR Analizi
3.4.1.DNA izolasyonu
Total genomik DNA dusik materyalinden QIAGEN QlAamp DNA Mini Kit
kullanilarak elde edilmigtir. DNA izolasyonu proseduru su sekildedir:
1. En fazla 25 mg doku kullaniimistir.

2. Doku mekanik olarak ¢cok kuguk parcalara bolunmustir.

1.5 ml’lik mikrosantrifij tipane alinmigtir ve 180 pl ATL Buffer eklenmistir.
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3. 20 pl Proteinaz K eklenmistir, vortekslenmistir ve doku tamamen sivilasana
kadar 56 °C’de karistirilarak inkiibe edilmistir.

4. 1.5 mllik mikrosantriflij tipU kisa santrifij edilmigtir.

5. Ornege 200 pl AL buffer eklenmistir, 15 saniye vortekslenmistir ve 70 °C’de
10 dakika inkUbe edilmistir. Kisa santrifij edilmigstir.

6. Ornege % 96-100’lik 200 pl etanol eklenmistir, 15 saniye vortekslenmistir.
Kisa santriflij edilmistir.

7. Karisim QlAamp Mini spin kolona alinmigtir, 8000 rpm’de 1 dakika santrifQj
edilmistir. Spin kolon, temiz bir 2 ml’lik toplama tupune alinmigtir, filtrati iceren
toplama tupu atilmigtir.

8. Spin kolona 500 ul AW1 buffer eklenmistir, 8000 rpm’de 1 dakika santrif(j
edilmistir. Spin kolon, temiz bir 2 ml’lik toplama tipine alinmigtir, filtrati iceren
toplama tlpu atiimistir.

9. Spin kolona 500 uyl AW2 buffer eklenmistir, 14000 rpom’de 3 dakika santrifQj
edilmistir.

10. Spin kolon, temiz bir 2 ml'lik toplama tiptne alinmistir, filtrati iceren toplama
tupu atilmistir. En yUksek devirde 1 dakika santrifij edilmigtir.

11. Spin kolon 1.5 ml’lik temiz bir mikrosantrifij tipine alinmistir, filtrati iceren
toplama tupu atilmistir. Spin kolona 200 ul AE buffer ya da distile su eklenmistir.
Oda sicakhginda 1 dakika inklbe edilmistir ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifij

edilmistir. Bu basamak tekrar edilerek DNA elde edilmistir.
3.4.2.PCR Hazirhgi

Aneufast V2 kiti icerisindeki S1, S2, M13, M18, M21 ve MXY olmak Uzere
6 adet master mix kullaniimistir (Tablo 3.1). Bunlardan S1 ve S2 13, 18, 21, X
ve Y kromozomlarina ait 21 adet STR markeri igermektedir ve her hastaya rutin
olarak kullanilmistir. Analiz sonrasi herhangi bir kromozom igin karar
verilemediyse ilgili kromozomun STR markerlarini iceren mix kullaniimistir. PCR
karigim oranlari su sekildedir: 10 pl multiplex PCR miksi ve 5 ul kalip DNA.
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Tablo 3.1. QF-PCR analizinde kullanilan S1-S2’ye ve M13-M18-M21-MXY’ye ait markerlar

S1-S2 markerlari M13-M18-M21-MXY markerlari
D135258 13921 D13S742 13qg12.12
D13S305 13qg12.1- 13q14.1 D135628 13q31-g32
D13S631 13g31-32 D13S631 13g31-32
D13S634 13q14.3 D13S634 13q14.3
D13S797 13q32-933 D18S386 18g22.1
D185386 18g22.1 D18S391 18qpter-18p11.22
D18S390 18q22.2 D18S858 18¢g21.1
D18S391 18qpter-18p11.22 D18S5499 18¢g21.32
D18S535 18q12.2 D18S1002 18q11.2
D18S976 18p11.31 D21S1411 21922.3
D21S1411 21922.3 D21S1435 21921
D21S1414 21921 D21S1437 21g21.1
D21S1435 21921 D21S1412 21922.2
D21S1446 21qg22.3-ter D21S1809 21g22.1
D21S1442 219l11.11 AMXY Xp22.1-22.31-Yp11.2
AMXY Xp22.1-22.31-Ypll.2 SRY Ypll.2

SRY Ypll.2 HPRT X(g26.1

X22 Xq28 Yq (PAR2) TAFIL Xql3 3p24

HPRT Xq26.1 DXYS156 Xg21.31 Ypl1.31
DXYS218 Xp22.32 Ypl1l.3 (PAR1) SBMA Xq11.2- Xq12
DXYS267 Xq21.31 Ypll1.31 DXS6803 Xq12-Xq21.33

DXS6809 Xq
DXS8377 Xq28

Protokol, denatiirasyon 95 °C’de 15 dakika, amplifikasyon 28 doéngii 95
°C’de 40 saniye, 60 °C’'de 1.5 dakika ve 72 °C’de 40 saniye, 60°C’de 30 dakika
ve son saklama sicakhi§i 4 °C olarak uygulanmistir. Thermal Cycler cihazi
olarak ABI 9700 kullaniimigtir.

PCR urunleri kapiller elektroforezde (ABI 3130) su karisim yapilarak
incelenmigtir: Hidi formamid 40 ul (S1 ve S2 disinda 20 pl), PCR GrGna 1 ul, 250
liz size standart 0.5 pl. Karisim kapiller elektroforez cihazinda yurGtaimastir ve

analiz edilmigtir.
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4. ISTATISTIK

Calismamizda istatistiksel analizler Medcalc istatistik programi ile
yapilmistir. Verilerin degerlendiriimesinde ki-kare testi ve godreceli oranti
(tahmini rolatif risk) kullanilmigtir. Genotiplerin heterezigot ve homozigot
olmalari géz 6nlne alinarak allel frekanslari hesaplanmistir. Allel frekanslarinin
karsgilastiriimasinin yani sira genotiplerin yuzdeleri gz onune alinarak habituel
abortus ve kontrol grubu arasindaki karsilastirmalar ile anne grubu ve fetus
grubu arasindaki karsilagtirmalar 1-) wild tip ile heterozigot mutant+homozigot
mutant bireyler, 2-) wild tip+heterozigot mutant bireyler ile homozigot mutant
bireyler, 3-) wild tip ile homozigot mutant bireylerin karsilastirilmasi seklinde
yapiimistir. Sonuglar; anlamhlik p<0.05 duzeyinde, %95’lik glven araldinda

degerlendirilmigtir.

5. BULGULAR

Calismamiza 56 habituel abortus cifti (56 kadin, 56 erkek olmak Uzere
112 kisi), kontrol grubu olarak 43 cift (43 kadin, 43 erkek olmak lzere 86 kisi),
spontan olarak sonlanmig 23 adet dusuk materyali ve bu dusukleri yagsayan 22

anne olmak uzere toplam 243 olgu dabhil edilmigtir.
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5.1. Habituel Abortus ve Kontrol Grubu Bulgulari

Tablo 5.1. Arastirmaya dahil edilen habituel abortus ve kontrol grubu olgularina ait

klinik parametreler

Klinik parametreler

Habituel abortus

Kontrol grubu

veya dogduktan sonra

olen ¢ocuk

grubu
Yas ortalamasi 30.9 (21-51) 46.5 (27-68)
Toplam diisiik 2.5 (2-5) Ortalama ¢ocuk
sayisl sayisi: 2.18 (2-4)
ortalamasi
Disiik haftasi 10 (3-18) -
ortalamasi
ilk trimester 127 -
diisiik sayisi
ikinci trimester 8 -
diisiik sayisi
En az 1 gocugu 13 gift 43 cift
yasayan gift
sayisl
Akraba evliligi 2 ¢ift-uzaktan, 2 -
cift-ayni kdyden
Ek hastalik Korluk 2 kisi (1 cift) -
Sagirhik 1 Kisi -
Migren 2 Kigi -
Aritmi 1 Kkisi -
Hipotansiyon 1 Kisi -
Aile hikayesi Annede diisiik 14 Kisi -
Annede 6lii dogum 19 Kisi -

Koroner arter hastaligi

2 kisinin annesinde,

1 kiginin babasinda

Hipertansiyon

1 Kkisinin anne ve

babasinda

Mental retardasyon

1 kiginin dayisinda

46




56 ciftten olusan habituel abortus grubunda (112 birey) yas ortalamasi
30.9 (21-51), 43 ciftten olugsan kontrol grubunda (86 birey) ise yas ortalamasi
46.5 (27-68) idi. Habituel abortus grubunda ciftlere ait toplam disuk sayisi
ortalamasi 2.5 (2-5), dusuk haftasi ortalamasi ise 10 (3-18)'du. Sadece 8 dusuUk
ikinci trimesterde, diger 127 dusuk ise ilk trimesterdeydi. Kontrol grubu
bireylerinde (en az 2 ¢gocugu olup hi¢ disugu olmayan grup) ortalama ¢ocuk
sayisi 2.18 (2-4)'di. Habituel abortus grubundan 2 kisi gérme engelliydi (evli bir
cift), 2 kiside migren, 1 kiside aritmi, 1 kiside hipotansiyon, 1 kiside isitme kaybi
mevcuttu. 2 ¢ift arasinda uzak akraba evliligi vardi, 2 ¢ift ise ayni kdydendi. Aile
Oykusu sorgulandiginda 14 kiginin annesinde dugik oOykusu, 19 kisinin
annesinde Olu dogum veya dogduktan sonra Olen gocuk Oykusu, 2 kiginin
annesinde, 1 Kiginin ise babasinda koroner arter hastaligi, 1 kiginin anne ve
babasinda hipertansiyon ve 1 kisinin dayisinda mental retardasyon oykusu
mevcuttu. 56 ¢iftten 13’Gnln en az 1 cocugu hayatta ve saglikliydi (Tablo 5.1).
Habituel abortus grubundaki 112 bireyin polimorfizm analizleri 6dncesi yapilan
kromozom analizi sonuglari 56 kadinda 46,XX ve 56 erkekte 46,XY olmak Uzere
tum bireylerde normaldi. Polimorfizmler Real Time PCR ydntemi ile analiz

edilmistir (Sekil 5.1, 5.2) ve sonuglari asagida belirtilmistir:

Tablo 5.2. RPL ve kontrol grubu bireylere ait FVL genotip yiizdeleri ve allel frekanslari

Faktor V Leiden Genotip (Sayi/ %) Allel

(G1691A) frekansi

GG GA AA G A
Habituel Kadin 51 /%91 5/ %9 - 0.96 | 0.04
Abortus Erkek 49 / %90.7 3/%5.6 2/% 3.7 | 0.94 | 0.06
Grubu Toplam 100/ %91 8/%7.2 2/%1.8 | 0.95 | 0.05

Kontrol Kadin 43 / %100 - - 1 0
Grubu Erkek 42 | %97.7 1/%2.3 - 0.98 | 0.02
Toplam 85/ %98.8 1/%1.2 - 0.99 | 0.01

FVL mutasyonu icin habituel abortus c¢iftlerinde 110 kisinin sonucu elde
edilebilmigtir. Kadinlarin %9’unda heterozigot mutasyon, erkeklerin %5.6’sinda
heterozigot, %3.7’sinde ise homozigot mutasyon saptanmigtir. Kontrol
grubundaki 86 kisiden erkeklerin %2.3’Unde heterozigot mutasyon saptanmistir,
kadinlarda ise mutasyon saptanmamigtir. (Tablo 5.2).
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Tablo 5.3. RPL ve kontrol grubu bireylere ait FVL karsilastirmali istatistik sonuclari

FVL Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
rolatif risk

Kadin GG ve GA+AA 0.0372 20.8689 1.1976-363.6501
GG ve AA 0.9627 1.0984 0.0216-55.9264

Allel frekansi: G ve A 0.1351 9.3731 0.4979-176.4360

Erkek GG ve GA+AA 0.0472 4.8462 1.0198-23.0284
GG ve AA 0.1295 9.6885 0.5144-182.4660

Allel frekansi: G ve A 0.1691 3.1277 0.6158-15.8861

FVL igin habituel abortus grubu ile kontrol grubunda hem kadin bireyler
hem de erkek bireyler agisindan GA ve AA genotiplerinin tekrarlayan gebelik
kaybi riskini arttirdigi bulunmustur (p=0.0372, p=0.0472). GA ve AA genotipleri
mutasyon pozitif kabul edildiginde bu genotipleri tasiyan kadinlarda 20.8 kat,
erkeklerde 4.8 kat tekrarlayan gebelik kaybi riski oldugu bulunmustur (Tablo
5.3).

Tablo 5.4. RPL ve kontrol grubu bireylere ait Protrombin G20210A genotip yltzdeleri ve
allel frekanslari

Protrombin G20210A Genotip (Sayi / %) Allel frekansi
GG GA AA G A

Habituel Kadin 54/ %98.2 1/%1.8 - 0.99 0.01

Abortus Grubu Erkek 52/ %94.5 3/ %5.5 - 0.97 0.03

Toplam 106 / %96.4 4/ %3.6 - 0.98 0.02

Kontrol Grubu Kadin 41/ %95.3 2/%4.7 - 0.98 0.02

Erkek 41/ %95.3 2/ %4.7 - 0.98 0.02

Toplam 82/ %95.3 4/ %4.7 - 0.98 0.02

Protrombin G20210A mutasyonu igin habituel abortus grubunda sonucu
elde edilmis olan 110 kisiden kadinlarin %1.8’inde, erkeklerin ise %5.5’'unda
heterozigot mutasyon tespit edilmigtir. Kontrol grubunda ise hem kadinlarin hem
de erkeklerin %4.7’sinde heterozigot mutasyon saptanmistir. Habituel abortus

grubu ile kontrol grubunun allel frekanslari esit bulunmustur (Tablo 5.4).
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Tablo 5.5. RPL ve kontrol grubu bireylere ait Protrombin G20210A karsilastirmali
istatistik sonuclari

Protrombin Genotip p degeri Tahmini %95 CI
G20210A rolatif risk
Kadin GG ve GA 0.2645 0.3878 0.0734-2.0474
Allel frekansi: G ve A 0.5684 0.4949 0.0442-5.5478
Erkek GG ve GA 0.7567 1.2128 0.3578-4.1104
Allel frekansi: G ve A 0.6528 1.5155 0.2477-9.2705

Protrombin G20210A igin her iki grup arasinda mutasyon tasiyan ve
tasimayan bireyler karsilastiriidiginda tekrarlayan gebelik kaybi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamistir (p>0.05). Ayni sekilde allel
frekanslari kargilastirildiginda da anlamli bir iliski olmadigi gértlmusttr. %95 CI
aralik degerlerinin 1’i ihtiva etmesi bulunan risklerin ¢ok 6nemli olmadigi

yolunda bize bilgi vermektedir (Tablo 5.5).

Tablo 5.6. RPL ve kontrol grubu bireylere ait PAl 5G/4G genotip ylzdeleri ve allel
frekanslari

Plazminojen Aktivatoér Genotip (Sayi1/ %) Allel
inhibitor 5G/4G frekansi

5G/5G 5G/4G 4G/AG 5G | 4G
Habituel Kadin 11/ %19.7 33/ %58.9 12/ %21.4 | 049 | 0.51
Abortus Erkek 11/ %20 29/ %52.7 15/ %27.3 | 0.46 | 0.54
Grubu Toplam 22/ 9%19.8 62/ %55.9 27 /%243 | 0.48 | 0.52
Kontrol Kadin 14 / %32.6 23/ %53.5 6/%13.9 | 059 ]| 041
Grubu Erkek 9/%20.9 23/ %53.5 11/%25.6 | 0.48 | 0.52
Toplam 23/ %26.7 46 | %53.5 17/%19.8 | 0.53 | 0.47

Plazminojen aktivatér inhibitor 5G/4G polimorfizmi iki grup arasinda
karsilastirildiginda habituel abortus grubunda 5G/5G genotipi kadinlarda %19.7,
erkeklerde %20, 5G/4G genotipi kadinlarda %58.9, erkeklerde %52.7, 4G/4G
genotipi kadinlarda %21.4, erkeklerde %27.3, kontrol grubunda ise 5G/5G
genotipi kadinlarda %32.6, erkeklerde %20.9, 5G/4G genotipi kadinlarda ve
erkeklerde %53.5, 4G/4G genotipi kadinlarda %13.9, erkeklerde %25.6 olarak

bulunmustur. Allel frekanslari iki grupta da benzer bulunmustur (Tablo 5.6).
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Tablo 5.7. RPL ve kontrol grubu bireylere ait PAI 5G/4G karsilastirmali istatistik

sonuglari

PAI-1 Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
5G/4G rolatif risk
Kadin 5G/5G ve 5G/4G+4G/AG 0.0388 1.9701 1.0354-3.7487
5G/5G+ 5G/4G ve 4G/4G 0.1952 1.6329 0.7775-3.4295
5G/5G ve 4G/AG 0.0424 2.4750 1.0316-5.9379
Allel frekansi: 5G ve 4G 0.1567 1.4978 0.8563-2.6196
Erkek 5G/5G ve 5G/4G+4G/AG 0.8610 1.0633 0.5350-2.1131
5G/5G+ 5G/4G ve 4G/4G 0.8397 1.0669 0.5696-1.9984
5G/5G ve 4G/4G 0.8353 1.0904 0.4824-2.4646
Allel frekansi: 5G ve 4G 0.7769 1.0836 0.6218-1.8885

Kadinlarda 5G/4G ve 4G/4G genotip toplamlar ile 5G/5G genotipi
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmistir (p=0.03).
Yine kadinlarda 5G/5G genotipi ile 4G/4G genotipi hasta ve kontrol grubu
arasinda karsilastinildiginda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmistir
(p=0.04). Tahmini rolatif risk oranlarina bakacak olursak kadinlarda tekrarlayan
gebelik kaybinda 4G allel tasiyiciligi gebelik kaybi riskini 1.9 ile 2.4 kat arasinda
arttirmaktadir  seklinde yorumlayabiliriz. Kadinlarda allel frekanslarinin
kargilastiriimasi ve erkeklerde hem genotip hem allel frekansi karsilastirmasi

sonucunda istatistiksel olarak anlaml bir iligki bulunmamigtir (Tablo 5.7).

Tablo 5.8. RPL ve kontrol grubu bireylere ait MTHFR C677T genotip ylzdeleri ve allel
frekanslar

MTHFR C677T Genotip (Sayi / %) Allel

frekansi

CcC CT TT C T
Habituel Kadin 31/ %55.4 19/ %33.9 6/%10.7 0.72 | 0.28
Abortus Erkek 29/ %53.7 20/ %37 5/ %9.3 0.72 | 0.28
Grubu Toplam 60/ %54.5 39/ %35.5 11/ %10 0.72 | 0.28
Kontrol Kadin 20/ %46.5 18/ %41.9 5/%11.6 0.67 | 0.33
Grubu Erkek 22 [ %51.2 20/ %46.5 1/%2.3 0.74 | 0.26
Toplam 42 [ %48.8 38/ %44.2 6/ %7 0.71 | 0.29

MTHFR C677T polimorfizminin habituel abortus grubundaki sonugclari su
sekildedir: Kadinlarda %55.4 677CC genotipi, %33.9 677CT genotipi, %10.7
677TT genotipi, erkeklerde %53.7 677CC genotipi, %37 677CT genotipi, %9.3
677TT genotipi saptanmistir. Kontrol grubunda ise 677CC genotipi kadinlarda
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%46.5, erkeklerde %51.2, 677CT genotipi kadinlarda %41.9, erkeklerde %46.5,
677TT genotipi kadinlarda %11.6, erkeklerde %2.3 olarak bulunmustur (Tablo
5.8).

Tablo 5.9. RPL ve kontrol grubu bireylere ait MTHFR C677T karsilastirmali istatistik
sonuglari

MTHFR Genotip p degeri Tahmini %95 CI
C677T rolatif risk

Kadin CCve CT+TT 0.2037 0.6970 0.3994-

1.2161

CC+CTveTT 0.8246 0.9064 0.3799-

2.1625

CCveTT 0.5659 0.7667 0.3095-

1.8990

Allel frekansi: Cve T 0.4429 0.7896 0.4318-

1.4438

Erkek CCve CT+TT 0.6710 0.8866 0.5088-

1.5449

CC+CTveTT 0.0472 4.8462 1.0198-

23.0284

CCveTT 0.0725 4.2500 0.8760-

20.6186

Allel frekansi: Cve T 0.7501 1.1068 0.5926-

2.0672

MTHFR C677T polimorfizmine ait CC ve CT genotipleri toplami TT
genotipi ile erkeklerde hasta ve kontrol grubu arasinda karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmigtir (p=0.04). TT genotipinin
tekrarlayan duguk kaybi yasayan ailelerde erkek bireylerde riski 4.8 kat arttirdigi
tespit edilmistir.  Erkeklerde diger degerlerde ve kadinlarda tim
kargilagtirmalarda p>0.05 oldugu igin istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptanmamistir. Ayrica %95 Cl deger araliklarinin 1’i icermesi sebebiyle riskin

cok dnemli olmadidi anlasiimaktadir (Tablo 5.9).
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Sekil 5.1. MTHFR C677T polimorfizmine ait a. Homozigot wild-CC genotipi (Tm: 63
°C), b. Heterozigot mutant-CT genotipi (Tm: 54.5 °C ve 63 °C) , c. Homozigot mutant-
TT (Tm: 54.5 °C ) genotiplerinin Real Time PCR gériintiileri

Tablo 5.10. RPL ve kontrol grubu bireylere ait MTHFR A1298C genotip ylzdeleri ve
allel frekanslari

MTHFR A1298C Genotip (Sayi / %) Allel

frekansi

AA AC CC A C
Habituel Kadin 17/ %31.5 27 | %50 10/%18.5 | 0.56 | 0.44
Abortus Erkek 19/%34.6 | 28/ %509 | 8/%14.5 | 0.60 | 0.40
Grubu Toplam 36 / %33 55/%50.5 | 18/ %16.5 | 0.58 | 0.42
Kontrol Kadin 20/ %48.8 | 18/ %43.9 3/%7.3 0.71 | 0.29
Grubu Erkek 16/ %38 21/ %50 5/ %12 0.63 | 0.37
Toplam | 36/ %43.4 39/ %47 8/ %9.6 0.67 | 0.33

MTHFR A1298C polimorfizminde habituel abortus grubunda 109 kisinin
sonucu elde edilebilmistir. Kadinlarda %31.5 oraninda 1298AA genotipi, %50
oraninda 1298AC genotipi, %18.5 oraninda 1298CC genotipi, erkeklerde
oraninda %34.6 1298AA genotipi, %50.9 oraninda 1298AC genotipi, %14.5
oraninda 1298CC genotipi saptanmistir. Kontrol grubunda 1298AA genotipi
%48.8, erkeklerde %38, 1298AC genotipi %43.9,
erkeklerde % 50, 1298CC genotipi ise kadinlarda %7.3, erkeklerde %12 olarak
bulunmustur. C allel frekanslari habituel abortus grubunda kadinlarda 0.44,
erkeklerde 0.40 iken kontrol grubunda kadinlarda 0.29, erkeklerde 0.37 olarak
saptanmigtir (Tablo 5.10).

kadinlarda kadinlarda
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Tablo 5.11. RPL ve kontrol grubu bireylere ait MTHFR A1298C karsilastirmali istatistik
sonuglari

MTHFR Genotip p Tahmini %95 ClI
A1298C degeri rolatif risk
Kadin AAve AC+CC 0.0115 2.1075 1.1823-3.7568
AA+AC ve CC 0.0378 2.5518 1.0540-6.1780
AAve CC 0.0086 3.5565 1.3802-9.1642
Allel frekansi: A ve C 0.0284 1.9236 1.0714-3.4537
Erkek AAve AC+CC 0.6595 1.1382 0.6398-2.0251
AA+AC ve CC 0.5540 1.2791 0.5660-2.8902
AAve CC 0.4999 1.3571 0.5589-3.2955
Allel frekansi: Ave C | 0.6629 1.1351 0.6420-2.0072

MTHFR A1298C polimorfizmine ait istatistiksel oranlara bakildiginda
AC,CC genotipleri ile C allelinin kadinlarda tekrarlayan gebelik kaybi igin riski
bir (p<0.05).

Heterozigot ve homozigot bireyler hasta kabul edildiginde p=0.01, tahmini rolatif

istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirdigi  gorulmektedir
risk: 2.1 bulunmustur. Sadece homozigot bireyler hasta kabul edildiginde
p=0.03, tahmini rolatif risk: 2.5 bulunmustur. Homozigot wild ve homozigot
mutant bireyler karsilastirildiginda p=0.008, tahmini rélatif risk: 3.5 bulunmustur.
Bu durumda kadinlarda MTHFR 1298CC genaotipinin gebelik kayiplarinda riski 2
ile 3.5 kat arasinda arttirdigini soéyleyebiliriz. A ve C allel frekanslari
karsilastirildiginda ise p degerine (0.02) gore yine istatistiksel olarak anlamli bir
farkhlik bulunmus ve C allelinin riski 1.9 kat arttirdigi goérulmustar. Erkek
grubunda vyapilan tum Kkarsilastirmalarda p>0.05 bulundugu icin MTHFR
A1298C polimorfizmi ile tekrarlayan gebelik kaybi arasinda erkek faktori

acisindan istatistiksel olarak anlaml bir iligki bulunmamigtir (Tablo 5.11).

Tablo 5.12. RPL ve kontrol grubu bireylere ait ACE 1I/D genotip ylzdeleri ve allel
frekanslari

ACE I/D Genotip (Sayi/ %) Allel

frekansi

I/l I/D D/D I D
Habituel Kadin 8/%14.5 22 | %40 25/%45.5 | 0.35 | 0.65
Abortus Grubu Erkek 71%12.5 26/%46.4 | 23/%41.1 | 0.36 | 0.64
Toplam | 15/ %13.6 | 48/ %43.2 | 48/ %43.2 | 0.35 | 0.65
Kadin 6/ %14 20/%46.5 | 17/%39.5 | 0.37 | 0.63
Kontrol Grubu Erkek 6/ %14 25/%58.1 | 12/ %27.9 | 0.43 | 0.57
Toplam 12/ %14 45/ 9%52.3 | 29/%33.7 | 0.40 | 0.60
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Anjiotensin Konverting Enzim (ACE) I/D polimorfizmi i¢in habituel abortus
grubu sonuglari kadinlarda %14.5 /1, %40 1/D, %45.5 D/D genotipi, erkeklerde
%12.5 1/, %46.4 1/D, %41.1 D/D genotipi seklindeydi. Kontrol grubunda
kadinlarda %14 1/l, %46.5 1/D, %39.5 D/D genotipi, erkeklerde %14 1/1, %58.1
I/D, %27.9 D/D genotipi saptanmistir (Tablo 5.12).
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Sekil 5.2. ACE I/D polimorfizmine ait a. I/l (Tm: 92 °C), b. I/D (Tm: 85 °C ve 92 °C), c.
D/D (Tm: 85 °C) genotiplerinin Real Time PCR gériintiileri
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Tablo 5.13. RPL ve kontrol grubu bireylere ait ACE I/D karsilastirmali istatistik
sonuglari

ACE Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
I/D rolatif
risk
Kadin Il ve ID+DD 0.8636 0.9333 0.4247-2.0510
11+ID ve DD 0.2789 1.3591 0.7799-2.3685
Il ve DD 0.8693 1.0733 0.4621-2.4928
Allel frekansi: | ve D 0.7683 1.0907 0.6121-1.9434
Erkek Il ve ID+DD 0.8361 1.0894 0.4839-2.4530
[I+ID ve DD 0.0542 1.7869 0.9895-3.2270
Il ve DD 0.3185 1.5769 0.6444-3.8588
Allel frekansi: | ve D 0.3118 1.3411 0.7594-2.3685

ACE 1I/D polimorfizmine ait hem kadin hem de erkeklerde habituel
abortus ve kontrol grubu arasinda yapilan kargilastirmalarin higbirinde
istatistiksel olarak anlamh bir iliski bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 5.13). Bu
durumda ACE I/D polimorfizmine ait genotiplerin tekrarlayan gebelik kaybi

acisindan etkili olmadigini soyleyebiliriz.

Tablo 5.14. RPL ve kontrol grubu bireylere ait eNOS E298D genotip ylzdeleri ve allel
frekanslar

eNOS E298D (G894T) Genotip (Sayi / %) Allel frekansi
GG GT TT G T
Habituel Kadin 21/ %37.5 30/ %53.6 5/%8.9 0.64 0.36
Abortus Erkek 39/ %72.2 13/%24.1 2/ %3.7 0.64 0.36
Grubu Toplam 60 / %54.5 43/ %39.1 7/%6.4 0.74 0.26
Kontrol Kadin 27 ] %62.8 15/%34.9 1/%2.3 0.80 0.20
Grubu Erkek 27/ %62.8 14/ %32.6 2/%4.6 0.79 0.21
Toplam 54/ %62.8 29/ %33.7 3/%3.5 0.80 0.20

Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) E298D (G894T) polimorfizmine ait
habituel abortus grubu sonuglari kadinlarda %37.5 GG, %53.6 GT, %8.9 TT
genotipi, erkeklerde %72.2 GG, %24.1 GT, %3.7 TT genotipi olarak
bulunmustur. Kontrol grubunda ise kadinlarda %62.8 GG, %34.9 GT, %2.3 TT
genotipi, erkeklerde %62.8 GG, %32.6 GT, %4.6 TT genotipi saptanmistir.
Habituel abortus grubunda T allel frekansi kadinlarda 0.36, erkeklerde 0.16
iken, kontrol grubunda kadinlarda 0.20, erkeklerde 0.21 olarak bulunmustur
(Tablo 5.14).
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Tablo 5.15. RPL ve kontrol grubu bireylere ait eNOS E298D karsilastirmali istatistik
sonuglari

eNOS Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
E298D rolatif risk

Kadin GGve GT+TT 0.0003 2.8992 1.6328-5.1477
GG+GTve TT 0.0472 4.8462 1.0198-23.0284
GGveTT 0.0118 7.6622 1.5702-37.3886
Allel frekansi: Gve T 0.0127 2.2500 1.1890-4.2579
Erkek GGve GT+TT 0.1753 0.6622 0.3648-1.2019
GG+GTve TT 0.7335 0.7917 0.2062-3.0387
GGveTT 0.6066 0.7000 0.1801-2.7208
Allel frekansi: Gve T 0.0199 2.1161 1.1258-3.9776

eNOS E298D polimorfizmine ait istatistiklere bakildiginda kadinlarda
heterozigot mutant (GT) ve homozigot mutant (TT) hasta kabul edildiginde
homozigot wild (GG) genotipine kargsi istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmustur (p=0.0003) ve riskin 2.8 kat arttig1 tespit edilmigtir. Hasta grup
sadece TT kabul edildiginde, GG ve GT toplami ile karsilastirildiginda yine
istatistiksel olarak anlamli bir farkliik bulunmustur (p=0.04) ve gebelik kaybi
riskinin 4.8 kat arttig1 tespit edilmistir. Homozigot wild (GG) ve homozigot
mutant (TT) bireyler karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmusgtur (p=0.01) ve tekrarlyan gebelik kaybi riskinin 7.6 kat arttig
gorulmustar. Allel frekanslar (G ve T) karsilastirildiinda p= 0.01 oldugu igin
istatistiksel olarak anlamhidir ve T allel tasiyiciliginin gebelik kaybi riskini 2.25
kat arttirdig1 goralmustar (Tablo 5.15).

Erkeklerde bu polimorfizm acgisindan sadece allel frekanslari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur ve T allelinin
2.1 kat risk arttinci oldugu gortlmustir. Genotipler agisindan erkeklerde
habituel abortus ile kontrol grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
bir iliski bulunmamigtir (Tablo 5.15).
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Tablo 5.16. RPL ve kontrol grubu bireylere ait Apo E2/E3/E4 genotip ylzdeleri ve allel
frekanslar

Apo E E2/E3/E4 Genotip (Sayi / %) Allel frekansi
E3/E3 E3/E4 E3/E2 | E2/[E4 | E4/E4 E2/E2 E3 E4 E2
Habituel Kadin 40/ 9/ 4/ 2/ - - 0.85 | 0.10 | 0.05
Abortus %72.7 %16.4 %7.3 %3.6
Erkek 28/ 3/ 8/ - 2/ 0.82 | 0.08 | 0.10
Grubu %68.3 %7.3 %19.5 %4.9
Toplam 68 / 12/ 12/ 2/ 2/ - 0.83 | 0.09 | 0.08
%70.8 %12.5 %12.5 %2.1 %2.1
Kontrol Kadin 28/ 9/ %21 4/ 1/ - 1/%2.3 | 0.80 | 0.12 | 0.08
Grubu %65.1 %9.3 %2.3
Erkek 371/ 2/ 4] - - - 0.93 | 0.02 | 0.05
%86 %4.7 %9.3
Toplam 54/ 29/ 3/ - 0.87 | 0.07 | 0.06
%62.8 %33.7 %3.5

Apo E E2/E3/E4 polimorfizmi igin habituel abortus grubunda 96 kisinin
sonucu elde edilebilmistir. Kadinlarda %72.7 E3/E3, %7.3 E3/E2, %16.4
E3/E4, %3.6 E2/E4 genotipleri, erkeklerde %68.3 E3/E3, %19.5 E3/E2, %7.3
E3/E4, %4.9 E4/E4 genotipleri saptanmigtir. Kontrol grubunda kadinlarda
%65.1 E3/E3, %21 E3/E4, %9.3 E3/E2, %2.3 E2/E2, %2.3 E2/E4 genotipleri,
erkeklerde %86 E3/E3, %4.7 E3/E4, 9.3 E3/E2 genotipleri saptanmistir (Tablo
5.16).

Tablo 5.17. RPL ve kontrol grubu bireylere ait Apo E E2/E3/E4 karsilastirmali istatistik
sonuglari

Apo Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
E2/E3/ rolatif
E4 risk
Kadin E3/E3 ve E3/E4+E3/E2+ 0.2874 0.7222 0.3966-1.3153
E2/E4+E4/E4+E2/E2
E3/E3+E3/E4+E3/E2 ve 0.7335 0.7917 0.2062-3.0387
E2/E4+E4/E4+E2/E2
Allel frekansi: E3 ve E2 0.3693 0.5882 0.1847-1.8733
Allel frekansi: E3 ve E4 0.5939 0.7843 0.3211-1.9157
Erkek E3/E3 ve E3/E4+E3/E2+ 0.0031 2.8908
E2/EA+EAIEA+E2IE2 1.4298-5.8446
E3/E3+E3/E4+E3/E2 ve 0.0989 11.5759 0.6315-212.2057
E2/EA+E4/EA+E2/E2
Allel frekansi: E3 ve E2 0.1495 2.2683 0.7447-6.9093
Allel frekansi: E3 ve E4 0.0603 4.5366 0.9366-21.9745
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Apo E E2/E3/E4 polimofizmine ait istatistiksel oranlar, hem kadinlarda
E3/E3 genotipi ile
(E3/E4+E3/E2+E2/E4+E4/E4+E2/E2) arasinda, E3 alleli igceren genotipler
(E3/E3+E3/E4+E3/E2) ile E3 alleli icermeyen (E2/E4+E4/E4+E2/E2) genotipler

arasinda, allel frekansi olarak E3 ve E2 ile E3 ve E4 arasinda Kkarsilastirma

hem erkeklerde diger genotipler

yapilarak hesaplanmistir ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi
(Tablo 5.17) icin Apo E E2/E3/E4 polimorfizmi ile tekrarlayan gebelik kaybi
arasinda hem kadin hem de erkek faktéri agisindan bir iliski olmadigi

anlagiimigtir.

Tablo 5.18. RPL ve kontrol grubu bireylere ait VEGF A C405G genotip ylzdeleri ve
allel frekanslari

VEGF A C405G Genotip (Sayi / %) Allel frekansi

CcC CG GG C G
Habituel Kadin 8/%14.3 33/ %58.9 15/ %26.8 0.44 0.56
Abortus Erkek 6/%12.8 14/ %29.8 27 | %57.4 0.28 0.72
Grubu Toplam 14/%13.6 | 47/ %45.6 42/ %40.8 0.36 0.64
Kontrol Kadin 4/9%9.3 25/9%58.1 14/ %32.6 0.38 0.62
Grubu Erkek 5/%11.6 26 / %60.5 12/ %27.9 0.42 0.58
Toplam 9/%10.5 51 / %59.3 26 / %30.2 0.40 0.60

VEGF A C405G polimorfizmi igin habituel abortus grubunda 103 sonug
elde edilebilmistir. Kadinlarda %14.3 CC, %58.9 CG, %26.8 GG genotipleri,
erkeklerde %12.8 CC, %29.8 CG, %57.4 GG genotipleri; kontrol grubunda
kadinlarda %9.3 CC, %58.1 CG, %32.6 GG genotipleri, erkeklerde %11.6 CC,
%60.5 CG, %27.9 GG genotipleri saptanmistir. Habituel abortus grubunda G
allel frekansi kadinlarda 0.56 erkeklerde 0.72, kontrol grubunda kadinlarda
0.62, erkeklerde 0.58 olarak bulunmusgtur (Tablo 5.18).
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Tablo 5.19. RPL ve kontrol grubu bireylere ait VEGF A C405G karsilastirmali istatistik
sonuglari

VEGF Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
A rolatif risk
C405G

Kadin CCve CG+GG 0.2712 0.6075 0.2500-1.4761
CC+CG ve GG 0.3551 0.7509 0.4092-1.3781
CC ve GG 0.1987 0.5260 0.1975-1.4011
Allel frekansi: C ve G 0.3887 0.7801 0.4435-1.3722
Erkek CCve CG+GG 0.8729 0.9338 0.4034-2.1616
CC+CG ve GG <0.0001 3.4086 1.8908-6.1449
CC ve GG 0.1722 1.8791 0.7597-4.6482
Allel frekansi: C ve G 0.0389 1.8621 1.0321-3.3596

Kadinlarda habituel abortus grubu ile kontrol grubu yuzdeleri ve allel
frekanslari kargilastirildiginda her biri i¢cin p>0.05 bulundugundan VEGF A
C405G polimorfizmi ile tekrarkayan gebelik kaybi arasinda kadinlar agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir iligki olmadigi anlasiimistir (Tablo 5.19).

Erkeklerde ise GG genotipine karsillk CC ve CG genotip yuzdeleri
toplami karsilastirildiginda p<0.0001 oldugu icin GG genotipinin tekrarlayan
gebelik kaybi acisindan erkek faktord igin istatistiksel olarak anlamli bir iligki
oldugu ve riskin 3.4 kat arttigi tespit edilmistir. C ve G allel frekanslari iki grup
arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu (p=0.03)
ve G allelinin riski 1.86 kat arttirdig1 anlasiimistir (Tablo 5.19). VEGF A C405G
polimorfizmi tekrarlayan gebelik kaybinda erkeklerde GG genotipi ve G alleli

varliginda etkilidir.

Tablo 5.20. RPL ve kontrol grubu bireylere ait VEGF A C936T genotip ylzdeleri ve
allel frekanslari

VEGF A C936T Genotip (Sayi/ %) Allel frekansi
cC CT TT C T
Habituel Kadin 36 / %64.3 19/ %33.9 1/%1.8 0.81 0.19
Abortus Erkek 31/ %66 15/ %31.9 1/%2.1 0.82 0.18
Grubu Toplam 67 / %65.1 34/ %33 2/%1.9 0.82 0.18
Kontrol Kadin 33/ %76.8 9/%20.9 1/%2.3 0.87 0.13
Grubu Erkek 33/ %76.8 10 / %23.2 - 0.88 0.12
Toplam 66 / %76.7 19/ %22.1 1/%1.2 0.88 0.12
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VEGF A C936T polimorfizmi sonuglari habituel abortus grubunda
kadinlarda %64.3 CC, %33.9 CT, %1.8 TT genotipleri, erkeklerde %66 CC,
%31.9 CT, %2.1 TT genotipleri seklindedir. Kontrol grubunda kadinlarda %76.8
CC, %20.9 CT, %2.3 TT genotipleri, erkeklerde %76.8 CC, %23.2 CT
genotipleri saptanmistir (Tablo 5.20).

Tablo 5.21. RPL ve kontrol grubu bireylere ait VEGF A C936T karsilastirmali istatistik
sonuglari

VEGF Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
A rolatif risk
C936T
Kadin CCve CT+TT 0.0452 1.8832 1.0136-3.4985
CC+CTve TT 0.6528 0.6599 0.1079-4.0366
CCveTT 0.8122 0.8021 0.1300-4.9488
Allel frekansi: Cve T 0.2496 1.5698 0.7286-3.3824
Erkek CCve CT+TT 0.0864 1.7246 0.9250-3.2156
CC+CTve TT 0.2949 5.1015 0.2418-107.6245
CCveTT 0.2580 5.8271 0.2749-123.5390
Allel frekansi: Cve T 0.2375 1.6098 0.7306-3.5468

Kadinlarda VEGF A C936T polimorfizmine ait CC genotip ylzdesi ile CT
ve TT genotip yuzdeleri toplami karsilastirildiginda p=0.04 bulundugu igin
istatistiksel olarak anlamlidir ve CT, TT genotiplerinin tekrarlayan gebelik kaybi
riskini 1.8 kat arttirdigi tespit edilmigtir. Kadinlarda dider genotip
kargilagtirmalarinda p>0.05 oldugu icin istatistiksel olarak anlamh bir fark
bulunmamistir (Tablo 5.21).

Erkeklerde VEGF A C936T polimorfizminin tekrarlayan gebelik kaybi
agisindan etkili olmadigi gorulmustir. Tum genotip ve allel frekansi
karsilastirmalarinda p>0.05 oldudu icgin istatistiksel olarak anlamli bir iligki yoktur
ve %95 CI deger araliklari 1’i icerdigi igin 6nemli bir risk bulunmamaktadir
(Tablo 5.21).
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Tablo 5.22. RPL ve kontrol grubu bireylere ait VEGF A C2578A genotip ylizdeleri ve
allel frekanslari

VEGF A C2578A Genotip (Sayi/ %) Allel frekansi
CC CA AA C A

Habituel Kadin 20/ %35.7 28 / %50 8/%14.3 0.60 0.40

Abortus Erkek 11/ %23.4 27 | %57.4 9/ %19.2 0.52 0.48

Grubu Toplam 31/ %30.1 55/ %53.4 17/16.5 0.57 0.43

Kadin 20/ %35.7 28/ %50 8/%14.3 0.60 0.40

Kontrol Erkek 10/ %23.3 22 / %51.1 11/ %25.6 0.49 0.51

Grubu Toplam 20/ %23.3 48 | %55.8 18/ %20.9 0.51 0.49

VEGF C2578A polimorfizmi i¢in habituel abortus grubunda kadinlarda
%35.7 CC, %50 CA, %14.3 AA genotipleri, erkeklerde %23.4 CC, %57.4 CA,
%19.2 AA genotipleri; kontrol grubunda kadinlarda %23.3 CC, %60.4 CA,
%16.3 AA genotipleri, erkeklerde %23.3 CC, %51.1 CA, %25.6 AA genatipleri
saptanmistir (Tablo 5.22).

Tablo 5.23. RPL ve kontrol grubu bireylere ait VEGF A C2578A karsilastirmali istatistik
sonuglari

VEGF A Genotip p Tahmini %95 ClI
C2578A degeri rolatif
risk
Kadin CC ve CA+AA 1.0000 1.0000 0.5613-1.7815
CC+CAve AA 1.0000 1.0000 0.4499-2.2230
CC ve AA 1.0000 1.0000 0.4177-2.3942
Allel frekansi: C ve A 1.0000 1.0000 0.5679-1.7609
Erkek CC ve CA+AA 1.0000 1.0000 0.5175-1.9322
CC+CAve AA 0.2374 0.6676 0.3415-1.3051
CC ve AA 0.4573 0.7308 0.3196-1.6709
Allel frekansi: C ve A 0.6714 0.8869 0.5093-1.5443

VEGF A C2578A polimorfizminin tekrarlayan gebelik kaybi agisindan
hem kadinlarda hem erkeklerde etkili olmadigi bulunmustur. Kadinlarda genotip
yuzdeleri ile allel frekansi karsilastirmalarina bakildiginda p=1, tahmini rolatif
risk=1 oldugundan habituel abortus grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadidi ve bu polimorfizmin etkisiz oldugu anlasiimigtir.
Erkeklerde de ayni sekilde p>0.05 oldugu icin ve %95 CIl deger araliklari 1’i
icerdigi icin dnemli bir risk olmadigi anlagiimistir (Tablo 5.23).
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Tablo 5.24. RPL ve kontrol grubu bireylere ait VEGF A C460T genotip ylzdeleri ve
allel frekanslari

VEGF A C460T Genotip (Sayi/ %) Allel frekansi
CC CT TT C T
Habituel Kadin 9/%16.1 24 ] %42.8 23/%41.1 0.38 0.62
Abortus Erkek 9/%19.2 27 1 %57.4 11/ %23.4 0.48 0.52
Grubu Toplam 18/ %17.5 50/ %48.5 34/ %33 0.42 0.58
Kontrol Kadin 71%16.3 26 / %60.4 10/ %23.3 0.47 0.53
Grubu Erkek 11/ %25.6 22 / %51.1 10/ %23.3 0.51 0.49
Toplam 18/ %20.9 48 / %55.8 20/ %23.3 0.49 0.51

VEGF C460T polimorfizmi icin habituel abortus grubunda kadinlarda
%16.1 CC, %42.8 CT, %41.1 TT genotipleri, erkeklerde %19.2 CC, %57.4 CT,
%23.4 TT genotipleri; kontrol grubunda kadinlarda %16.3 CC, %60.4 CT,
%23.3 TT genotipleri, erkeklerde %25.6 CC, %51.1 CT, %23.3 TT genotipleri
saptanmistir (Tablo 5.24).

Tablo 5.25. RPL ve kontrol grubu bireylere ait VEGF A C460T karsilastirmali istatistik
sonuglari

VEGF Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
A rolatif
C460T risk

Kadin CCve CT+TT 1.0000 1.0000 0.4695-2.1299
CC+CTveTT 0.0069 2.3265 1.2603-4.2944
CCveTT 0.1881 1.7826 0.7538-4.2158
Allel frekansi: Cve T 0.1987 1.4469 0.8238-2.5413
Erkek CCve CT+TT 0.2374 1.4979 0.7663-2.9280
CC+CTveTT 1.0000 1.0000 0.5175-1.9322
CCveTT 0.4573 1.3684 0.5985-3.1290
Allel frekansi: Cve T 0.6714 1.1276 0.6475-1.9634

VEGF A C460T polimorfizmine ait TT genotip ylzdesi ile CC ve CT
genotip yuzdeleri toplami karsilastirildiginda p= 0.006 oldugu icin VEGF A
C460T polimorfizmi ile kadinlarda tekrarlayan gebelik kaybi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki oldugu, TT genotipinin gebelik kaybi riskini
2.3 kat arttirdig1 gosterilmistir. Kadinlarda diger genotipler ve allel frekanslari
kargilastirildiginda p>0.05 bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadidi anlasiimistir (Tablo 5.25).
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Erkeklerde ise tum genotip karsilastirmalari ile allel frekansi
kargilagtirmasinda p>0.05 oldugu icin istatistiksel olarak anlamh bir iligki
olmadigi gosteriimis ve %95 Cl deger aralklari 1'i icerdidi icin tekrarlayan

gebelik kaybi acisindan énemli bir risk olmadigi anlasiimistir (Tablo 5.25).

5.2.Spontan Abortuslara ait Bulgular

Spontan abortusu olan annelere ait klinik bilgiler ile fetal mateyallere ait
QF-PCR sonuglari tablo 5.26’da verilmistir. Annelerin yas ortalamasi 29.6 (21-
40) olarak bulunmustur. Duguk haftalari ortalamasi 9.4 olup sadece 3 dusik
ikinci trimesterde, digerleri ilk trimesterdedir. DUstuk materyallerinin QF-PCR
analizlerinin sonucunda iki trizomi 21 (maternal kokenli), iki trizomi 13 (maternal
kokenli), iki triploidi (paternal kokenli), bir monozomi X (paternal kayip)
saptanmigtir (Sekil 5.3, 5.4, 5.5, 5.6). Sayisal kromozomal anomali saptanan
fetuslerin ebeveynlerine de analiz yapilip sorunun maternal ya da paternal

oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 5.26. Spontan abortusu olan 22 anneye ait yas, gebelik sayisi, dogum sayisi,
dusuk sayisi, disuk haftalari, ek hastalik varligi ve 23 adet disik materyaline ait QF-

PCR analiz sonuglari

Hastalar Yas Gebelik-Parite- Diusik  Annede ek Akrabalarda ek QF-PCR
Abortus sayisi haftasi hastalik hastalik sonucu
1 40 G2P1A1 11 trizomi 21,XX
(maternal)
2 35 G2P1A1 7 DVT Anne-DVT, Teyze-
infertilite normal (XX)
3 24 G5P0A5 9 Triploidi
(paternal)
4 29 G3A2P1 7 normal (XY)
5 32 G1POAl1 13 Erkek kardesinde
mental retardasyon normal (XX)
6 34 G1POAL (IVF) 10 normal (XX)
7 23 G1POAl 13 monozomi X
(paternal)
8 29 G3P1A2 6 normal (XY)
9 21 G3P0A3 7 normal (XX)
10 34 G3P0OA3 5 trizomi 21,XX
(maternal)
11 28 G2P1A1 11 normal (XX)
12-1 38 G1P0A1l 8 trizomi 13
(maternal)
12-2 38 G2P0A2 7 normal (XY)
13 21 G1POAl 18 triploidi
(paternal)
14 30 G2P0A2 5 Hipotiroidi normal (XX)
15 33 G2P0A2 (IVF) 4 trizomi 13
(maternal)
16 34 G3P0A3 8 Ablasinda infertilite normal (XY)
17 37 G2P1A1 11 normal (XX)
18 21 G1POAl 12 Babaanne-Koroner
kalp hastaligi normal (XY)
19 25 G4P1A3 9 Babasinda
hipotiroidi normal (XX)
20 23 G2P0A2 6.5 normal (XX)
21 24 G1P0A1l 7 normal (XY)
22 30 G1POA1 8 normal (XX)
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Sekil 5.3. Trizomi 13 sonucu elde edilen disik materyalinde QF-PCR analizi
sonucunda elde edilen D13S305 markerina ait piklerdeki 1:1:1 goérUntusu. Analizi

yapilan dérnekte U¢ adet 13 numarali kromozom bulunmakta
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Sekil 5.4. Triploidi saptanan bir diisik materyaline ait D21S1435 (a), D21S1446 (b) ve
D13S305 (d) markerlarina ait QF-PCR cihaz goruntist. DXYS218 (c) markerinda 1:2

orani, diger piklerde ise 1:1:1 orani mevcut
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Sekil 5.5. Trizomi 21 saptanan bir dlisik materyaline ait D21S1414 markerina ait QF-

PCR cihaz géruntusu. Piklerde 1:1:1 orani mevcut
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Sekil 5.6. Triploidi saptanan bir disuk materyaline ait QF-PCR cihaz gorintisi. AMXY
2:1, X22 2:1, D21S1414 1:1:1, D18S391 1:1:1, D13S631 1:1:1, D21S1411 1:1:1,

D18S390 2:1 gériinimunde

Gebeligi spontan abortusla sonlanan 22 anneden ve bu annelere ait 23

adet fetal materyalden yapilan Real Time PCR analizi ile Faktér V Leiden (FVL),
Protrombin G20210A, MTHFR C677T, MTHFR A1298C, PAI-1 5G/4G, ACE I/D,
eNOS E298D, Apo E E2/E3/E4, VEGF A C936T, VEGF A C2578A, VEGF A
C405G, VEGF A C460T polimorfizm sonuglari asagida verilmigtir.
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Tablo 5.27. Fetus ve anne grubuna ait FVL genotip yiizdeleri ve allel frekanslari

Genotip (Say1/%) Allel Frekansi
FVL GG GA AA G A
Fetus Grubu 21/ %95.5 1/%4.5 - 0.98 0.02
Anne Grubu 21/ %95.5 1/%4.5 - 0.98 0.02
Saglhikh Kontrol 85/ %98.8 1/%1.2 - 0.99 0.01
Grubu

Faktor V Leiden icin fetus grubunda %95.5 GG genotipi, %4.5 GA

genotipi saptanmigtir. G allel frekansi 0.98 iken, A allel frekansi 0.02

bulunmustur. Sonuglar annelerde de ayni sekildedir (Tablo 5.27).

Tablo 5.28. Fetus ve anne grubu bireylerine ait FVL karsilastirmali istatistik sonuglari

Genotip p degeri Tahmini rolatif risk %95 ClI
FVL GG ve GA 1.0000 1.0000 0.2430-4.1157
Allel frekansi: G ve A 1.0000 1.0000 0.1381-7.2420

iki grup karsilastirildiginda FVL igin fetus ve anne arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir iliski bulunmamistir (p=1) (Tablo 5.28).

Tablo 5.29. Fetus ve saglikli kontrol grubu bireylerine ait FVL kargilastirmal istatistik
sonuglari

Genotip p degeri | Tahmini rolatif risk %95 ClI
FVL GG ve GA < 0.0001 3.8796 2.0396-7.3795
Allel frekansi: G ve A 0.5684 2.0204 0.1803-22.6462

Fetus grubu ile saglikli kontrol grubu karsilastirildiginda ise fetiste GA
genotipi varhgi GG genotipine gore dusuUkler agisindan istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0.0001) ve dusuk riskini 3.8 kat arttirmaktadir (Tablo
5.29).
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Tablo 5.30. Fetus ve anne grubuna ait Protrombin G20210A genotip ylzdeleri ve allel
frekanslar

Protrombin Genotip (Sayi/%) Allel Frekansi
G20210A GG GA AA G A
Fetus Grubu 20/ %100 - - 1 0
Anne Grubu 22 /1 %100 - - 1 0
Saghkli Kontrol 82/ %95.3 4/%4.7 - 0.98 0.02
Grubu

Tablo 5.31. Fetus ve anne grubu bireylerine ait Protrombin G20210A karsilagtirmall
istatistik sonugclari

Protrombin Genotip p Tahmini %95 ClI
G20210A degeri rolatif risk
GG ve GA 1.0000 1.0000 0.0196-50.8937
Allel frekansi: Gve A | 1.0000 1.0000 0.0108-92.4276

Protrombin G20210A i¢in hem fetuslerde hem anne grubunda %100 GG
genotipi bulundugu igin diger genotiplerle kargilastirma yapilamamistir ve

istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamistir (p=1) (Tablo 5.30, 5.31).

Tablo 5.32. Fetus ve sadlikh kontrol grubu bireylerine ait Protrombin G20210A
karsilastirmali istatistik sonuglari

Protrombin Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
G20210A rolatif risk
GG ve GA 0.0989 0.0864 0.0047-1.5836
Allel frekansi: G ve A 0.2949 0.1960 0.0093-4.1353

Fetus grubu ile saglikli kontrol grubu karsilastirildiginda da istatistiksel
olarak anlamli bir iliski bulunmamistir (Tablo 5.32).

Tablo 5.33. Fetus ve anne grubuna ait PAl 5G/4G genotip ylzdeleri ve allel frekanslar

PAI-1 5G/4G Genotip (Say/%) Allel Frekansi
5G/5G 5G/AG 4G/4G 5G 4G
Anne Grubu 2/ %12.5 9/ %56.2 5/%31.3 0.40 0.60
Fetus Grubu 4/%30.8 5/%38.4 4/ %30.8 0.50 0.50
Saghkh 23/%26.7 46 / %53.5 17/ 9%19.8 0.53 0.47
Kontrol
Grubu
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PAI-1 5G/4G polimorfizmi igin fetus grubunda %30.8 oraninda 5G/5G,
%38.4 oraninda 5G/4G, %30.8 oraninda 4G/4G genotipi, anne grubunda ise
%12.5 oraninda 5G/5G, %56.2 oraninda 5G/4G, %31.3 oraninda 4G/4G
genotipi saptanmigtir. Anne grubunda 5G allel frekansi 0.4, 4G allel frekansi
0.6, fetus grubunda 5G allel frekansi 0.5, 4G allel frekansi 0.5 olarak
bulunmustur (Tablo 5.33).

Tablo 5.34. Fetus ve anne grubu bireylerine ait PAl 5G/4G karsilastirmal istatistik
sonuglari

PAI-1 Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
5G/4G rolatif risk
5G/5G ve 5G/AG+4G/4G 0.0017 3.2572 1.5580-6.8098
5G/5G+ 5G/4G ve 4G/AG 1.0000 1.0000 0.5492-1.8209
5G/5G ve 4G/4G 0.0253 2.5833 1.1244-5.9351
Allel frekansi: 5G ve 4G 0.6537 1.5000 0.2552-8.8172

Anne grubuna karsi fetus grubu karsilastinldiginda 5G/5G genotipi
normal kabul edilip 5G/4G+4G/4G genotipleri mutasyon pozitif kabul edildiginde
p=0.0017 bulunmustur. Spontan abortusta PAI-1 5G/4G polimorfizmi icin
mutasyon tagiyiciliginin annede bulunmasinin bebekte bulunma durumuna goére
dusuk riskini 3.2 kat arttirdig1 gorulmustar. 5G/5G genotipi ile 4G/4G genotipi
karsilastirildiginda p=0.02 oldugu igin yine istatistiksel olarak anlamhdir ve
annede 4G/4G genotip varligi fetuste bulunma durumuna gore dusuk riskini 2.5
kat arttirmaktadir (Tablo 5.34).
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Tablo 5.35. Fetus ve saglikhi kontrol grubu bireylerine ait PAlI 5G/4G karsilastirmal
istatistik sonuclari

PAI-1 | Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
5G/4G rolatif risk
5G/5G ve 5G/4G+4G/4G 0.5333 0.8232 0.4464-1.5181
5G/5G+ 5G/4G ve 4G/AG 0.0762 1.7971 0.9402-3.4350
5G/5G ve 4G/AG 0.4408 1.3500 0.6294-2.8954
Allel frekansi: 5G ve 4G 0.6713 1.1277 0.6474-1.9641

Fetus grubu ile saglikli kontrol grubu karsilastirildiginda ise istatistiksel

olarak anlamli bir sonug¢ bulunmamistir (Tablo 5.35).

Tablo 5.36. Fetus ve anne grubuna ait MTHFR C677T genotip ylzdeleri ve allel
frekanslar

MTHFR C677T Genotip (Sayi/%) Allel Frekansi

CcC CT 1T C T
Anne Grubu 10/ %45.5 11/ %50 1/%4.5 0.70 0.30
Fetus Grubu 11/ %47.8 11/ %47.8 1/%4.4 0.70 0.30
Saghkh 42 [ %48.8 38/ %44.2 6/ %7 0.71 0.29
Kontrol Grubu

MTHFR C677T polimorfizmi i¢in annelerde %45.5 CC, %50 CT, %4.5TT
genotipleri, fetuslerde %47.8 CC, %47.8 CT, %4.4 TT genotipleri saptanmistir.
T allel frekansi hem anne hem fetus grubunda 0.3 olarak bulunmustur
(Tablo 5.36).

Tablo 5.37. Fetus ve anne grubu bireylerine ait MTHFR C677T karsilastirmali istatistik
sonuglari

MTHFR Genotip p degeri Tahmini rolatif %95 CI
risk
cerrt CCve CT+TT 0.7757 1.0846 0.6204-1.8963
CC+CTve TT 1.0000 1.0000 0.2430-4.1145
CCveTT 0.9302 1.0667 0.2516-4.5218
Allel frekansi: Cve T 1.0000 1.0000 0.1477-6.7718

Fetus ve anne grubu genotip ylzdeleri ve allel frekanslari agisindan
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk bulunmamistir (p>0.05)
(Tablo 5.37).
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Tablo 5.38. Fetus ve saglikli kontrol grubu bireylerine ait MTHFR C677T karsilastirmal

istatistik sonuclari

MTHFR
Ce77T

Genotip p dedgeri | Tahmini rolatif risk %95 CI
CCve CT+TT 0.8875 1.0408 0.5977-1.8125
CC+CTve TT 0.3581 0.5536 0.1568-1.9538

CCveTT 0.4133 0.5833 0.1604-2.1220

Allel frekansi: Cve T 0.8768 1.0493 0.5713-1.9270

Fetus grubu ve saglikli kontrol grubu genotip yuzdeleri ve allel frekanslari
bir farkhlik

acisindan karsilastirildiginda yine

bulunmamistir (Tablo 5.38).

istatistiksel

olarak anlamli

Tablo 5.39. Fetus ve anne grubuna ait MTHFR A1298C genotip yuzdeleri ve allel

frekanslari

MTHFR A1298C Genotip (Sayi/%) Allel
Frekansi
AA AC CC A C
Anne Grubu 5/ %31.3 9/ %56.2 2/%12.5 | 0.60 | 0.40
Fetus Grubu 1/%33.3 2/ %66.7 - 0.70 | 0.30
Saghkli Kontrol Grubu 36/ %43.4 39/ %47 8/ %9.6 0.67 | 0.33

MTHFR A1298C polimorfizmi icin annelerde %31.3 AA, %56.2 AC,
%12.5 CC genotipleri, fetuslerde %33.3 AA, %66.7 AC genotipleri saptanmistir.
C allel frekansi annelerde 0.4 iken fetus grubunda 0.3 bulunmustur (Tablo

5.39).

73




Tablo 5.40. Fetus ve saglikli kontrol grubu bireylerine ait MTHFR A1298C
karsilastirmali istatistik sonuglari
MTHFR Genotip p degeri Tahmini rolatif %95 ClI
risk
A1298C AAve AC+CC 0.0798 1.6791 0.9402-2.9988
AA+AC ve CC 0.5072 1.3448 0.5603-3.2277
AA ve CC 0.2214 1.8032 0.7009-4.6391
Allel frekansi: A ve C 0.3045 1.3535 0.7595-2.4121

Fetuslerden ancak 3’Unun sonucu elde edilebildigi icin fetus grubu ile

herhangi bir kargilastirma yapilmamis olup, anne grubu ile saglikh kontrol grubu

arasinda karsilastirma yapilmistir. Anne grubu ve saglikli kontrol grubu genotip

yuzdeleri ve allel frekanslari agisindan karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak

anlamli bir farkhlik bulunmamistir (Tablo 5.40).

Tablo 5.41. Fetus ve anne grubuna ait ACE I/D genotip yluzdeleri ve allel frekanslari

ACE I/ID Genotip (Sayi/%) Allel
Frekansi
I/l I/D D/D I D
Fetus Grubu 5/ %21.7 6/%26.1 12 / %52.2 0.35 | 0.65
Anne Grubu 4 [ %20 7 | %35 9/ %45 0.38 | 0.62
Saghikh Kontrol 12/ %14 45 [ %52.3 29/ %33.7 0.40 | 0.60
Grubu

ACE I/D polimorfizmi i¢in fetus grubunda %21.7 1l, %26.1 ID, %52.2 DD
genotipleri, anne grubunda %20 Il, %35 ID, %45 DD genotipleri saptanmistir. D

allel frekansi fetus grubunda 0.65, anne grubunda 0.62 bulunmustur

(Tablo 5.41).
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Tablo 5.42. Fetus ve anne grubu bireylerine ait ACE I/D karsilastirmal istatistik
sonuglari

ACE I/D Genotip p degeri Tahmini rolatif %95 ClI
risk
Il ve ID+DD 0.7285 0.8864 0.4485-1.7516
II+ID ve DD 0.3224 1.3241 0.7594-2.3087
Il ve DD 0.7973 1.1005 0.5299-2.2858
Allel frekansi: | ve D 0.6595 1.1382 0.6398-2.0251

Fetus ve anne grubuna ait genotip ylzdeleri ile allel frekanslari
kargilastirildiginda her durumda p>0.05 oldugu igin istatistiksel olarak anlaml

bir iligki saptanmamistir (Tablo 5.42).

Tablo 5.43. Fetus ve saglikli kontrol grubu bireylerine ait ACE 1I/D karsilastirmal
istatistik sonugclari

ACE I/ID Genotip p degeri Tahmini rolatif %95 ClI
risk
Il ve ID+DD 0.1437 0.5772 0.2762-1.2059
II+1D ve DD 0.0106 2.1029 1.1891-3.7192
Il ve DD 0.9469 0.9733 0.4384-2.1605
Allel frekansi: | ve D 0.4655 1.2381 0.6977-2.1970

Fetus grubu ile saglkh kontrol grubu karsilastiriildiginda DD genotipinin
fetuslerde bulunmasinin disik riskini 2.1 kat arttirdigi goralmustur (p=0.01)
(Tablo 5.43).

75



Tablo 5.44. Fetus ve anne grubuna ait eNOS E298D genotip yluzdeleri ve allel
frekanslar

eNOS E298D Genotip (Say/%) Allel Frekansi
GG GT TT G T
Anne Grubu 9/%47.4 9/%47.4 1/%5.2 0.71 0.29
Fetus Grubu 16 / %69.6 71%30.4 - 0.85 0.15
Saglikh Kontrol 54 | %62.8 29/ %33.7 3/%3.5 0.80 0.20
Grubu

eNOS E298D polimorfizmi i¢in anne grubunda %47.4 GG, %47.4 GT,
%5.2 TT genotipleri, fetus grubunda %69.6 GG ve %30.4 GT genotipleri
saptanmigtir. T allel frekansi anne grubunda 0.29, fetus grubunda 0.15
bulunmustur (Tablo 5.44).

Tablo 5.45. Fetus ve anne grubu bireylerine ait eNOS E298D karsilastirmali istatistik
sonuglari

eNOS Genotip p degeri Tahmini %95 CI
E298D rolatif risk
GG ve GT+TT 0.0011 2.6312 1.4723-4.7025
GG+GTveTT 0.4988 3.0302 0.1220-75.2834
GGveTT 0.3636 4.4526 0.1776-111.6355
Allel frekansi: Gve T 0.0185 2.3146 1.1511-4.6539

GT ve TT genotipleri mutasyon pozitif kabul edilip GG genotipi ile fetus
ve anne grubu arasinda karsilastirildiginda p=0.001 bulunmustur. istatistiksel
olarak anlamli olan bu sonuca gore annedeki mutasyon tasiyicihgi fetustekine
gére spontan abortus riskini 2.6 kat arttirmaktadir. iki grup arasinda allel
frekanslar karsilastirildiginda yine istatistiksel olarak anlamhlik bulunmustur
(p=0.01). Annenin T allel tasiyicisi olmasi fetusun T allel tasiyicisi olmasi

durumuna gore dusuk riskini 2.3 kat arttirmaktadir (Tablo 5.45).
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Tablo 5.46. Fetus ve saglikh kontrol grubu bireylerine ait eNOS E298D karsilastirmali
istatistik sonuclari

eNOS Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
E298D rolatif risk
GGve GT+TT 0.2950 0.7297 0.4046-1.3160
GG+GTve TT 0.1351 0.1067 0.0057-2.0083
GGveTT 0.1251 0.1001 0.0053-1.8957
Allel frekansi: Gve T 0.3535 0.7059 0.3382-1.4733

Fetus grubu ve saglikli kontrol grubu genotip ylzdeleri ve allel frekanslari
agisindan kargilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlaml bir farklihk
bulunmamistir (Tablo 5.46).

Tablo 5.47. Fetus ve anne grubuna ait Apo E E2/E3/E4 genotip yuzdeleri ve allel
frekanslarn

Apo E Genotip (Sayi/%) Allel Frekansi
E3/E3 E3/E2 E3/E4 E2/E4 E3 E2 E4
Fetus Grubu 71%33.3 11/ 2/ %9.5 1/%4.8 | 0.64 | 0.290 | 0.070
%52.4
Anne Grubu 14/ %70 5/ %25 1/ %5 - 0.85 | 0.125 | 0.025
Saghkh 54 /%628 | 3/%3.5 | 29/%33.7 - 0.87 | 0.060 | 0.070
Kontrol
Grubu

Apo E E2/E3/E4 polimorfizmi igin fetus grubunda %33.3 E3/ES,
%52.4 E3/E2, %9.5 E3/E4, %1 E2/E4 genotipleri, anne grubunda %70 E3/E3,
%25 E3/E2, %5 E3/E4 genotipleri saptanmistir. Fetus grubunda E2 allel
frekansi 0.29, E4 allel frekansi 0.07, anne grubunda E2 allel frekansi 0.125, E4
allel frekansi 0.025 bulunmustur (Tablo 5.47).
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Tablo 5.48. Fetus ve anne grubu bireylerine ait Apo E E2/E3/E4 karsilastirmal
istatistik sonuclari

Apo Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
E2/E3/E4 rolatif risk
E3/E3 ve E3/E4+ < 0.0001 47374 2.6071-8.6082
E3/E2+E2/E4
E3/E3+E3/E4+E3/E2 0.4988 3.0302 0.1220-75.2834
ve E2/E4
Allel frekansi: E3 ve E2 < 0.0001 3.0813 2.4397-3.8915
Allel frekansi: E3 ve E4 < 0.0001 3.7188 2.3288-5.9384

Fetus grubuna karsi anne grubu karsilastirildiginda E3/E3 genotip
yuzdesi ile diger genotiplerin yuzdeleri toplami karsilastiriidiginda p<0.0001
bulunmustur. istatistiksel olarak anlamli olan bu duruma gére fetuslerde wild tip
(E3/E3) disindaki genotiplerin bulunmasi annelerde bu genotiplerin bulunma
durumuna go6re spontan abortus riskini 4.7 kat arttirmaktadir. Allel
frekanslarindan E3 ve E2 kendi arasinda, E3 ve E4 kendi arasinda
karsilastirildiginda p<0.0001 bulundugu ig¢in her iki durumda da istatistiksel
olarak anlamhlik vardir. Fetusteki E2 veya E4 allel varligi, annedeki E2 veya E4
allel varhgina gore spontan abortus riskini 3-3.7 kat arasinda arttirmaktadir
(Tablo 5.48).

Tablo 5.49. Fetus ve saglikh kontrol grubu bireylerine ait Apo E EZ2/E3/E4
karsilastirmali istatistik sonuglari

Apo Genotip p degeri Tahmini %95 CI
E2/E3/E4 rolatif risk
E3/E3 ve E3/E4+ < 0.0001 3.4570 1.9320-6.1858
E3/E2+E2/E4
E3/E3+E3/E4+E3/E2 0.0989 11.5759 0.6315-212.2057
ve E2/E4
Allel frekansi: E3 ve E2 0.0001 6.5703 2.5757-16.7601
Allel frekansi: E3 ve E4 0.5831 1.3594 0.4542-4.0685

Fetus grubu ile saglikh kontrol grubu arasinda E3/E3 normal genotip
kabul edilip diger genotiplerle karsilastiriidiginda p<0.0001 oldugu igin
istatistiksel olarak anlamh bir iligki bulunmustur. Buna gére E3/E3 disindaki

genotiplerin fetiste bulunmasi dusuk riskini 3.4 kat arttirmaktadir. Yine fetus
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grubu ile saghkh kontrol grubu arasindaki allel frekansi kargilastirmalarinda
fetusteki E2 allel variginin E3 alleline gore dusuk riskini 6.5 kat arttirdigi
bulunmustur (p=0.0001) (Tablo 5.49).

Tablo 5.50. Fetus ve anne grubuna ait VEGF A C405G genotip ylzdeleri ve allel

frekanslari
VEGF A C405G Genotip (Say1/%) Allel Frekansi
CcC CG GG C G
Fetus Grubu 1/%4.3 10/ %43.5 12 / %52.2 0.26 0.74
Anne Grubu 2/ %10 12 / %60 6/ %30 0.40 0.60
Saglikh Kontrol Grubu 9/ %10.5 51/ %59.3 26 / %30.2 0.40 0.60

VEGF A C405G polimorfizmi igin fetus grubunda %4.3 CC, %43.5 CG,
%52.2 GG genaotipleri, anne grubunda %10 CC, %60 CG, %30 GG genotipleri
saptanmigtir. Fetus grubunda C allel frekansi 0.26, G allel frekansi 0.74, anne
grubunda C allel frekansi 0.40, G allel frekansi 0.60 bulunmustur (Tablo 5.50).

Tablo 5.51. Fetus ve anne grubu bireylerine ait VEGF A C405G karsilastirmali istatistik
sonuglari

VEGF A Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
C405G rolatif risk
CC ve CG+GG 0.1076 2.6667 0.8075-8.8067
CC+CG ve GG 0.0017 2.5278 1.4148-4.5164
CC ve GG 0.0208 4.3333 1.2495-15.0280
Allel frekansi: C ve G 0.0363 1.8974 1.0416-3.4566

Fetus grubuna karsi anne grubu karsilastirildiginda CC+CG genotipleri
ile GG genotipi ve CC genotipi ile GG genotipi kendi aralarinda
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlihk bulunmustur (p degerleri
sirasiyla 0.001 ve 0.02). Buna gore fetusun GG genotipinde olmasi spontan
abortus riskini 2.5-4.3 kat arasinda arttirmaktadir. Allel frekanslari
karsilastinldiginda fetusteki G allel tasiyicihdi riski 1.8 kat arttirmaktadir
(p=0.03) (Tablo 5.51).
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Tablo 5.52. Fetus ve saglikli kontrol grubu bireylerine ait VEGF A C405G
karsilastirmali istatistik sonuglari
VEGF A Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
C405G rolatif risk
CC ve CG+GG 0.1076 2.6667 0.8075-8.8067
CC+CG ve GG 0.0017 2.5278 1.4148-4.5164
CCve GG 0.0208 4.3333 1.2495-15.0280
Allel frekansi: C ve G 0.0363 1.8974 1.0416-3.4566

Fetus grubu ile saglkh kontrol grubu karsilastirildijinda fetusteki GG

genotipinin duguk riskini 2.5 ile 4.3 kat arasinda arttirdigi

bulunmustur

(p=0.0017, p=0.0208). Fetusteki G allel variginin da C allel varligina goére
dusuk riskini 1.8 kat arttirdigi gértlmastir (p=0.0363) (Tablo 5.52).

Tablo 5.53. Fetus ve anne grubuna ait VEGF A C936T genotip yuzdeleri ve allel

frekanslari

VEGF A C936T Genotip (Sayi/%) Allel Frekansi
CC CT TT C T
Anne Grubu 12/ %60 5/ %25 3/ %15 0.725 0.275
Fetus Grubu 16/ %69.6 6/%26.1 1/%4.3 0.830 0.170
Saglhklh Kontrol 66 / %76.7 19/ %22.1 1/%1.2 0.880 0.120
Grubu

VEGF A C936T polimorfizmi igin anne grubunda %60 CC, %25 CT, %15
TT genotipleri, fetus grubunda %69.6 CC, %26.1 CT, %4.3 TT genotipleri

saptanmigtir. T allel frekansi anne grubunda 0.275, fetus grubunda 0.170
bulunmustur (Tablo 5.53).
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Tablo 5.54. Fetus ve anne grubu bireylerine ait VEGF A C936T karsilastirmali istatistik

sonuglari
VEGF A Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
C936T rolatif risk
CCve CT+TT 0.1392 1.5556 0.8660-2.7941
CC+CTveTT 0.0131 4.2353 1.3533-13.2551
CCveTT 0.0123 4.3750 1.3775-13.8947
Allel frekansi: Cve T < 0.0001 1.8519 1.4927-2.2976

Anne grubuna karsi fetus grubu karsilastiriidiinda TT genotipi mutasyon

pozitif kabul edildiginde CC+CT genotipleri ile karsilastrildiginda p=0.01,

tahmini rolatif risk:4.2, sadece CC genotipi ile karsilastirildiginda p=0.01,

tahmini rolatif risk:4.3 bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir. Allel

frekanslari karsilastirildiginda yine istatistiksel olarak anlamli sonuc¢ elde

edilmistir (p<0.0001, tahmini rolatif risk:1.8). Buna gore annnedeki TT genotipi

veya T allel tastyiciligi spontan abortus riskini arttirmaktadir (Tablo 5.54).

Tablo 5.55. Fetus ve saglikh kontrol grubu bireylerine ait VEGF A C936T
karsilastirmali istatistik sonuglari
VEGF A Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
C936T rolatif risk
CCve CT+TT 0.2631 1.4348 0.7624-2.7003
CC+CTve TT 0.2087 4.1250 0.4529-37.5744
CCveTT 0.1899 4.4000 0.4802-40.3152
Allel frekansi: Cve T 0.3174 1.5020 0.6766-3.3345

Fetus grubu ile saglikli kontrol grubu karsilastirildiginda ise istatistiksel

olarak anlaml bir iliski saptanmamigstir (Tablo 5.55).
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Tablo 5.56. Fetus ve anne grubuna ait VEGF A C2578A genotip ylzdeleri ve allel
frekanslar

VEGF A C2578A Genotip (Sayi/%) Allel
Frekansi
CcC CA AA C A
Fetus Grubu 7 | %30.5 13/ 9%56.5 3/%13 0.59 | 041
Anne Grubu 6 / %30 12 / %60 2 /%10 0.60 | 0.40
Saghkh Kontrol Grubu 20/ %23.3 48 [ %55.8 18/%20.9 | 0.51 | 0.49

VEGF A C2578A polimorfizmi igin fetus grubunda %30.5 CC, %56.5 CA,
%13 AA genotipleri, anne grubunda %30 CC, %60 CA, %10 AA genotipleri
saptanmigtir. A allel frekansi fetus grubunda 0.41, anne grubunda 0.40
bulunmustur (Tablo 5.56).

Tablo 5.57. Fetus ve anne grubu bireylerine ait VEGF A C2578A karsilastirmal
istatistik sonugclari

VEGF A Genotip p Tahmini %95 ClI
C2578A degeri | rolatif risk
CC ve CA+AA 1.0000 1.0000 0.5461-1.8310
CC+CAve AA 0.5072 1.3448 0.5603-3.2277
CC ve AA 0.5950 1.3000 0.4941-3.4203
Allel frekansi: C ve A 0.8855 1.0424 0.5926-1.8334

Fetus grubu ile anne grubu genotip yuzdeleri ve allel frekanslari
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmemistir
(p>0.05) (Tablo 5.57).
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Tablo 5.58. Fetus ve saglikli kontrol grubu bireylerine ait VEGF A C2578A
karsilastirmali istatistik sonuglari

VEGF A Genotip p Tahmini %95 ClI
C2578A degeri rélatif risk
CC ve CA+AA 0.2631 0.6970 0.3703-1.3117
CC+CAve AA 0.1352 0.5621 0.2640-1.1969
CC ve AA 0.0967 0.4746 0.1970-1.1436
Allel frekansi: C ve A 0.2560 0.7233 0.4135-1.2650

Fetus grubu ile saglikli kontrol grubu genotip ylzdeleri ve allel frekanslari
kargilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmemigstir
(p>0.05) (Tablo 5.58).

Tablo 5.59. Fetus ve anne grubuna ait VEGF A C460T genotip yluzdeleri ve allel
frekanslari

VEGF A C460T Genotip (Sayi/%) Allel Frekansi
CC CT 1T C T
Anne Grubu 2 /%10 12 / %60 6 /%30 0.40 0.60
Fetus Grubu 5/%21.7 11/ %47.8 7/ %30.5 0.46 0.54
Saglhikh Kontrol 18/ %20.9 48 | %55.8 20/ %23.3 0.49 0.51
Grubu

VEGF A C460T polimorfizmi igin anne grubunda %10 CC, %60 CT, %30
TT genotipleri, fetus grubunda %21.7 CC, %47.8 CT, %30.5 TT genotipleri
saptanmistir. T allel frekansi anne grubunda 0.60, fetus grubunda 0.54
bulunmustur (Tablo 5.59).

83



Tablo 5.60. Fetus ve anne grubu bireylerine ait VEGF A C460T karsilastirmali istatistik
sonuglari

Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
VEGF rolatif risk
A CCve CT+TT 0.0351 2.3924 1.0628-5.3856
C460T CC+CTve TT 1.0000 1.0000 0.5461-1.8310
CCveTT 0.1090 2.1000 0.8476-5.2030
Allel frekansi: Cve T 0.3918 1.2778 0.7291-2.2392

Anne grubu ile fetus grubu Kkarsilastirildiginda CT+TT genotipleri
mutasyon pozitif kabul edilmis ve CC genotipine (wild tip) gore riskli
bulunmustur (p=0.03). Istatistiksel olarak anlamli bu degere gore annedeki
heterozigot ve homozigot mutasyon spontan abortus riskini 2.3 Kkat
arttirmaktadir. Diger genotip yltzdeleri ile allel frekanslari karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamhlik bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 5.60).

Tablo 5.61. Fetus ve saglikh kontrol grubu bireylerine ait VEGF A C460T
karsilastirmali istatistik sonuglari

VEGF Genotip p degeri Tahmini %95 ClI
A rolatif risk
C460T CCve CT+TT 0.8634 0.9425 0.4799-1.8508
CC+CTveTT 0.2631 1.4348 0.7624-2.7003
CCveTT 0.5949 1.2451 0.5551-2.7928
Allel frekansi: Cve T 0.6710 1.1279 0.6473-1.9653

Fetus grubu ile saglikli kontrol grubu genotip yuzdeleri ve allel
frekanslari karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde
edilmemigtir (p>0.05) (Tablo 5.61).
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6.TARTISMA

Abortus/disuk gebeligin 20.haftasindan énce gergeklesen gebelik kaybi
veya fetusun 500 gr'dan dusik agirlikli olmasi seklinde tanimlanmaktadir.
Birinci ve ikinci trimester duguklerinin zamanlarina gore erken ve geg¢ gebelik
kaybi olarak ayrilmaktadirlar. Oli dogum ise gebeligin 20. haftasindan sonra
gerceklesen ve fetusun 500 gr veya daha fazla agirlikta oldugu durumlarda
gecerlidir (113). Gebelik kayiplari reproduktif donemde gorilen en sik
problemlerdendir ve hem fiziksel hem de psikolojik sonuglari vardir.
Sebeplerinin  aydinlatilmasi, gebelik kayiplarinin tekrarlama olasiliginin
ongorulmesi, sonraki gebeliklerde ortaya c¢ikabilecek saglik problemlerinin
bilinmesi, gelecek gebelikler icin gerekli onlemlerin alinabilmesi agisindan

onemlidir.

Abortus etiyolojisinde pek ¢ok faktdér sorumlu tutulmakla birlikte olgularin
yaklasik % 60'inda genetik sebeplerin etkili oldugu dusunulmektedir (114).
Genetik nedenler arasinda kromozomal sebepler oldugu gibi gen mutasyonlari
da bulunmaktadir. Kromozomal bozukluklarin hem yapisal hem de sayisal
anomalileri dusuUklere sebep olurken pek c¢ok gen mutasyonu da dusuk
etiyolojisinde onemlidir. Bu c¢alismamizda tekrarlayan gebelik kaybi olan
ciftlerde hem kadin hem erkek faktoérinu arastirmak icin Faktor V Leiden (FVL),
Protrombin G20210A, MTHFR C677T, MTHFR A1298C, PAI-1 5G/4G, ACE I/D,
eNOS E298D, Apo E E2/E3/E4, VEGF A C936T, VEGF A C2578A, VEGF A
C405G, VEGF A C460T polimorfizmleri ciftlerde galisiimis ve kontrol grubu ile
karsilastirilmistir. Ayrica herhangi bir gebeligi spontan abortusla sonuglanan
annelere ve bu dusuklerden elde edilen materyallerde de ayni polimorfizmler
caligilarak kendi aralarinda ve fertil kontrol grubu ile karsilastirimistir. Dusuk
materyallerinde ayrica QF-PCR ile 13, 18, 21, X ve Y kromozomlarina ait

sayisal anomaliler arastiriimigtir.

Bu calismada yas ortalamalari habituel abortus grubunda 30.9 (21-51),
kontrol grubunda 46.5 (27-68), spontan abortus annelerinde ise 29.6 (21-40)

olarak bulunmustur.
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Dusuk materyallerinin QF-PCR analizlerinin sonucunda iki trizomi 21
(maternal kokenli), iki trizomi 13 (maternal kokenli), iki triploidi (paternal
kokenli), bir monozomi X (paternal kayip) saptanmistir. 23 fetusten 7’sinde
(% 30.4) kromozomlara ait sayisal anomali saptanmasi, spontan abortuslarda
kromozomal anomalilerin ne kadar etkili oldugunun kanitidir. Spontan
abortuslarin % 50’sinin kromozomal anomalilerden kaynaklandigi, bunlarin
yaklasik olarak % 60’inin trizomi oldugu bildirilmektedir. Bunlar arasinda trizomi
16 en sik kromozomal anomali iken onu trizomi 21 ve 22 takip etmektedir (115).
Zhang ve ark.’nin 252 missed abortus materyaline ait koryonik villus biyopsi
materyali ve kontrol grubu olarak 50 normal gebelik ile yaptidi ¢alismada tum
orneklerin kromozom analizi yapilmistir. Koryon kromozom anomalisi hasta
grubunda % 58.09, kontrol grubunda ise % 4.17 bulunmustur (p<0.01). 140
olgudan 81’i trizomi, 29°'u monozomi X ve 17’si poliploidi olarak bulunmustur
(116). Bizim calismamizdaki olgu sayisi bu calismaya gore az olsa da
anomaliler oransal olarak benzerlik gostermektedir. Rolnik ve ark. da benzer bir
calisma yaparak 428 abortus materyalinden 46’sinda kultir basarisizhgi,
145’inde normal sonug, 237’sinde ise kromozomal anomali saptamiglardir. En
¢ok sayisal anomali bulduklarini, bunlarin 41’inin trizomi 16, 27’sinin triploidi,
26’sinin monozomi X, 13’UnUn tetraploidi ve 13’Unun trizomi 15 oldugunu
bildirmiglerdir (117). Bizim c¢alismamizda da 23 dusuk materyalinden 7’sinde
sayisal kromozom anomalisi saptanmisti. Kromozom analizi yerine QF-PCR
yontemini kullandigimiz i¢in ancak 13,18, 21, X ve Y kromozomlarina ait sayisal
anomalilerin analizi yapilabildi. Yapilan diger calismalara bakacak olursak
anomali saptamadigimiz diger dusuk materyallerinde trizomi 16, trizomi 15 gibi
baska bir anomali saptama olasiligimiz yuksektir. Ayrica sunu da gérmekteyiz Ki
QF-PCR tek basina kullanildiginda bile sayisal kromozomal anomalilerin pek

¢ogunu saptamaktadir.

Bizim galigmamizdaki iki triploidi olgusunun da paternal orjinli oldugu
tespit edilmistir. Spontan abortuslarda triploidinin parental orjinini arastiran bir
calismada 91 mozaik olmayan, triploid dlistk materyalini incelemislerdir. 87

fetusun sonucunu elde edebilmigler, 61’inin parental orjinini bulmuslar ve
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43’Gnun paternal, 18’inin maternal kokenli oldugunu saptamiglardir (118).
Triploidiler, dispermi sebebiyle en c¢ok paternal kokenli (diandrik) olarak

gorulmektedir.

Maternal yasin artmasiyla (>35) fetal kromozomal anomali olasiliginin
(Ozellikle trizomi) arttigr bilinmektedir. Bizim c¢alismamizda spontan abortusu
olan bes anne 35 yas ve Uzerindedir. 35, 37 ve 38 yasindaki G¢ annenin dusuk
materyal analizi normal saptanmigken, 38 yasindaki annenin dusuk
materyalinde trizomi 13, 40 yasindaki annenin dusik materyalinde trizomi 21
saptanmigtir. Anne yasi ile kromozomal anomali sikligi ve tekrarlayan duguk
iliskisini arastiran bir galismada, calismaya dahil edilen 353 kadindan 153’0 35
yas altinda (73 sporadik, 48’i iki disuk ve 32’si tekrarlayan dusuk), 200’0 35 yas
ve Uzerinde (81 sporadik, 55’i iki dusuk, 64’0 tekrarlayan dusuk) olarak
siniflandinimistir. Sonugta maternal yasin sadece kromozomal anomali sikligi
artigi ile iligkili oldugu, spontan ve tekrarlayan dugukler arasinda kromozomal

anomaliler agisindan farklilik olmadigi bulunmustur (119).

Trombofili, kalitsal ya da sonradan kazanilan, tromboza egilimin arttig bir
grup pthtilasma bozukluklarini icermektedir. Tromboza egilimi olan kisilerde
gebelik kaybi riskinin arttigi bilinmektedir. Bu duruma farkli gen mutasyonlari
sebep olabilmektedir. Kalitimsal trombofililere bagli fetal kayiplar, plasenta
damarlarindaki artmis tromboz, infarktlar ve uteroplasental yetmezlik sonucu
olusabilmektedir. Fetusteki trombofili de plasentanin fetal kisminda trombozlara
ve implantasyon ve trofoblast farklilagsmasinda sorunlara yol acarak fetal kayip

etiyolojisinde etkili olabilmektedir (120).

Faktor V Leiden trombofili faktorleri arasinda en sik kalitilan
mutasyonlardan birisi olarak bilinmektedir. FVL'nin protein C tarafindan inaktive
edilen bolgesindeki nokta mutasyonu sonucu tromboza egilim olur. Ayrica
tekrarlayan dusuklerle ve pek c¢ok gebelik komplikasyonunda etkili oldugu
bilinmektedir. Bu mutasyon i¢in bizim ¢alismamizda da, habituel abortus grubu

ile kontrol grubu arasinda, spontan abortuslarda fetus grubu ile saglikli kontrol

87



grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml iligki bulunmustur (p<0.05). Rodger
ve ark. yaptiklari bir meta-analiz galigsmasinda FVL mutasyonu ile gebelik kaybi
arasinda anlamli bir iligki oldugunu, preeklampsi ve dugsuk dogum agirhg ile
aralarinda bir iligski olmadigini bildirmiglerdir (121). Settin ve ark.’nin 72 RPL
hastasi ve 70 kontrol grubu bireyi ile yaptidi calismada, bizim galismamizda
oldugu gibi tekrarlayan gebelik kaybinda FVL mutasyonunun etkili oldugunu
bildirmiglerdir (122). Abu-Asab ve ark.’nin daha sonra yaptidi bir ¢calismada ise
FVL mutasyonu ile tekrarlayan gebelik kaybi arasinda bir iligki olmadigi
bildirilmigtir (123). Yusoff ve ark. tekrarlayan gebelik kaybi olan 46 Malezyall
hasta ve 46 bireyden olusan kontrol grubunda FVL mutasyon prevalansini
arastirmiglardir ve hem hasta grubunda hem de kontrol grubunda FVL
mutasyonu saptamamislardir (124). Bizim calismamizda FVL mutasyonunun
tekrarlayan gebelik kaybi acgisindan hem kadinlarda hem de erkeklerde risk
faktord oldugu bulunmustur. Toth ve ark.’nin 151 RPL ifti ile 157 kontrol grubu
cifti dahil ederek yaptiklari calismada FVL mutasyonunun kadinlarda risk
faktori oldugunu, erkeklerde ise gebelik kaybi acisindan etkili olmadigini
bildirmislerdir (125).

Protrombin G20210A mutasyonu igin calismamizda habituel abortus
grubunda kontrol grubuna goére, spontan abortuslarda fetus grubunda anne
grubuna gore, yine fetus grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli farkhlik gordlmemistir (p>0.05). Pickering ve ark.’nin tekrarlayan gebelik
kaybi olan 91 hasta ve 66 kontrol grubu arasinda yaptiklari bir ¢alismada, iki
grup arasinda heterozigot protrombin mutasyonunu bizim ¢alismamizda oldugu
gibi benzer oranlarda saptamislardir (126). Reznikoff-Etievant ve ark.’nin
tekrarlayan 1.trimester gebelik kaybi olan 260 hasta ve tromboembolizm dykusu
olmayan 240 kontrol olgusunda Faktor V Leiden ve Protrombin G20210A
mutasyonlari prevalansini inceledikleri c¢alismada tekrarlayan 1.trimester
gebelik kayiplar Faktér V Leiden veya Protrombin G20210A mutasyonlari ile
onemli derecede iligkili bulunmustur (44). Santoro ve ark. habituel abortus ile
FVL ve Protrombin G20210A gen mutasyonu iligkisini arastirdiklar
calismalarinda 99 RPL olgusunda FVL geni igin % 6.1, protrombin geni i¢in

88



% 8,1, kontrol grubunda ise her iki gen i¢cin % 2,6‘ik mutasyon oranlarini
saptamiglardir (FVL i¢in p= 0.36, Protrombin G20210A igin p=0.13). Sebebi
aciklanamayan erken ve gec¢ gebelik kayiplarinda bu mutasyonlarin analizinin
faydali olacagini bildirmiglerdir (127). Pauer ve ark. habituel abortusu olan 101
hastadan olusan ¢alisma grubu ile 122 olgudan olusan kontrol grubunda FVL ve
protrombin gen mutasyonu prevalansini arastirmislar ve bizim c¢alismamizda
oldugu gibi anlamli bir iligki bulmamiglardir (128). FVL ve Protrombin G20210A
etkisini embriyonik ve postembriyonik déneme ayirarak arastiran bir calismada
153 hasta calismaya dahil edilmistir: 10. haftaya kadar gebeligi abortusla
sonlanan (embriyonik) 94 kadin ve 10-14 hafta arasi gebeligi abortusla
sonlanan (postembriyonik) 59 kadin. FVL postembriyonik dustklerle iligkili

bulunurken, protrombin her iki grupta da etkili bulunmustur (129).

MTHFR C677T polimorfizmi i¢in c¢alismamizda habituel abortus
grubunda kontrol grubuna gére CC ve CT genotipleri toplami TT genotipi ile
erkeklerde hasta ve kontrol grubu arasinda karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml bir iliski saptanmistir (p=0.04), spontan abortuslarda fetus
grubunda anne grubuna goére ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
farkhlik gordlmemistir (p>0.05). MTHFR A1298C polimorfizmi igin habituel
abortus grubunda kontrol grubuna gére AC,CC genotipleri ile C allelinin
kadinlarda tekrarlayan gebelik kaybi icin riski istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde arttirdig1 gorulmektedir (p<0.05). Spontan abortuslarda ise fetus grubu
ile saglikh kontrol grubu karsilastirildidinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmamistir (p>0.05). Kumar ve ark.'nin tekrarlayan gebelik kaybi olan 24
hasta ve 24 kontrol grubu arasinda yaptiklari ¢alismada, hasta grubunda 5/24
(%13.4) kontrol grubunda 1/24 (%4.2) oraninda homozigot MTHFR 677TT
mutasyonu saptamis ve istatistiksel olarak anlamh fark bulmuslardir (p<0.001)
(130). Goodman ve ark.’nin toplam 550 hasta Uzerinde yaptiklari ¢alismada,
calisma grubunda 1956 hastadan olusan kontrol grubuna goére homozigot
MTHFR C667T mutasyonunun anlamli (p<0.0001) olarak yuksek oldugunu
saptamiglardir (131). Makino ve ark.’nin 85 tekrarlayan gebelik kaybi hastasi ve

76 kontrol grubu arasinda yaptiklari ¢alismada, homozigot MTHFR mutasyonu
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agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulmamislardir
(p>0.05) (132). Dissanayake ve ark.'nin tekrarlayan gebelik kaybi ve
preeklampsisi olan hastalar ile kontrol grubunu karsilastirdiklari ¢alismada
MTHFR C677T ve MTHFR A1298C polimorfizmleri ile habituel abortus ve
preeklampsinin iligkili olmadigini bildirmiglerdir (133). RPL ve spontan abortus
ile MTHFR A1298C polimorfizmini iligkili bulan ¢alismalar da mevcuttur. Nair ve
ark. ise hem RPL olan kadinlarda hem de fetuslerde 129 RPL hastasi ile 202
kontrol birey ve 40 spontan abortus materyali ile 40 kontrol abortus materyali
calismalarina dahil etmiglerdir. Meta-analiz icin ise 1080 RPL hastasi ile 709
bireyden olusan kontrol grubu ve 375 dusuk materyali ile kontrol grubu olarak
384 dlusuk materyali de calismaya alinmistir. MTHFR A1298C polimorfizmine
ait AC, CC genotipleri ile C allelinin disuk etiyolojisinde etkili oldugunu
bildirmiglerdir (134). Bir bagka ¢calismada MTHFR C677T polimorfizminin degil;
ama MTHFR A1298C polimorfizminin hem homosistein seviyesinde artisa hem

de tekrarlayan gebelik kaybina etkili oldugu bildirilmistir (135).

PAI-1 5G/4G polimorfizmi igin galismamizda habituel abortus grubunda
kontrol grubuna gore kadinlarda 5G/4G ve 4G/4G genotip toplamlari ile 5G/5G
genotipi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmistir
(p=0.03). Yine kadinlarda 5G/5G genotipi ile 4G/4G genotipi hasta ve kontrol
grubu arasinda Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh bir iligki
saptanmistir (p=0.04). Spontan abortuslarda anne grubuna karsi fetus grubu
karsilagtinldiginda 5G/5G genotipi normal kabul edilip 5G/4G+4G/4G
genotipleri mutasyon pozitif kabul edildiginde p=0.0017 bulunmustur. 5G/5G
genotipi ile 4G/4G genotipi karsilastirldiginda p=0.02 oldugu icin vyine
istatistiksel olarak anlamhidir. Calismamizda hem tekrarlayan gebelik
kayiplarinda hem de diger spontan abortuslarda anne ve fetus agisindan
bakildiginda PAI-1 5G/4G polimorfizminin etkili oldugu bulunmustur. Parveen ve
ark.’nin PAI-1 5G/4G VE MTHFR mutasyonlari ile ilk trimestere ait tekrarlayan
dusuklerin iligkisini arastirdiklari ¢alisamalarinda 200 hasta ve 300 bireyden
olusan kontrol grubunu analiz etmiglerdir. MTHFR mutasyonlarinin tekrarlayan

gebelik kaybi ile iligkili oldugunu PAI-1 5G/4G polimorfizminin ise iligkili
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olmadigini bildirmiglerdir (136). Subrt ve ark. ise 157 hasta ile yaptiklari
¢alismada bizim galismamizda oldugu gibi PAI-1 4G/4G genotipinin tekrarlayan
dusuklerde etkili oldugunu bildirmiglerdir (137). Bir baska ¢alismada tekrarlayan
gebelik kaybi ile trombofili mutasyonlarinin iligkisi arastirilmis ve kontrol grubu
ile kargilastinidiginda PAI-1 5G/4G polimorfizminin etkili oldugu bulunmustur.
Ayrica 4G/4G genotipi tekrarlayan gebelik kaybi hastalarinda goérilen en sik
genotip olarak bildirilmigtir (138).

ACE 1I/D polimorfizmi igin galismamizda habituel abortus grubunda
kontrol grubuna hem kadin hem de erkeklerde yapilan karsilastirmalarin
higbirinde istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir (p>0.05). Spontan
abortuslarda fetus ve anne grubuna ait genotip yluzdeleri ile allel frekanslari
kargilastirildiginda p>0.05 oldugu icin istatistiksel olarak anlamh bir iligki
saptanmamistir. Fetus grubu ile saglikh kontrol grubu karsilastirildiginda ise DD
genotipinin  fetuslerde bulunmasinin  dustk riskini arttirdigi  gértlmastur
(p=0.01). Su ve ark. yaptigi bir meta-analiz calismasinda RPL ile ACE I/D
polimorfizmi arasindaki iligkiyi arastirmiglardir. 2820 RPL hastasi ile 3009
bireyden olusan kontrol grubu sonuglarina gére ACE 1I/D polimorfizmi ile RPL
arasinda 6nemli bir iliski oldugunu bildirmiglerdir (85). Calismamiz fetal genotip
sonuglarindaki anlamlilik ile bu calisma benzerlik gostermektedir. Baska bir
meta-analiz ¢alismasinda alti ulkeden dokuz galismaya ait toplam 1264 RPL
hastasi ile 845 kontrol grubu bireyi ACE I/D polimorfizmi agisindan
degerlendirilmigtir ve ACE D allelinin RPL riskini arttirdidi bildirilmigtir (84).
Bizim calismamizda habituel abortus ve kontrol grubu arasinda oldugu gibi ACE
I/D polimorfizmi ile RPL iligkisinin olmadigini bildiren c¢alismalar da
bulunmaktadir. Bagheri ve ark. iranli Azeri Turkleri ile yaptiklari ¢alismada 50
RPL hastasi ile 63 fertil, saglikh bireyi kontrol grubu olarak ACE I/D agisindan
degerlendirmiglerdir. ACE 1I/D polimorfizmi ile RPL arasinda bir iligki
saptamamiglardir (139). Goodman ve ark. da 120 tekrarlayan gebelik kaybi
hastasi ile 84 fertil kadindan olusan kontrol grubunda ACE 1I/D ve PAI-1 5G/4G
polimorfizmleri ile RPL arasinda bir iligki olmadigini bildirmislerdir (140).
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104 RPL hastasi ve 120 kontrol grubu bireyi ile yapilan ACE I/D ve RPL iligkisini
arastiran bagka bir galismada da iliski olmadigi bildirilmigtir (141).

eNOS E298D polimorfizmi igin galismamizda habituel abortus grubunda
kontrol grubuna gore kadinlarda heterozigot mutant (GT) ve homozigot mutant
(TT) hasta kabul edildiginde homozigot wild (GG) genotipine kars! istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p=0.0003). Hasta grup sadece TT kabul
edildiginde, GG ve GT toplami ile karsilastiniidiginda yine istatistiksel olarak
anlamli bir farklihk bulunmustur (p=0.04). Homozigot wild (GG) ve homozigot
mutant (TT) bireyler karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik
bulunmustur (p=0.01). Allel frekanslari (G ve T) karsilastirildiginda p= 0.01
oldudu icin yine istatistiksel olarak anlamhdir. Spontan abortuslarda GT ve TT
genotipleri mutasyon pozitif kabul edilip GG genotipi ile iki grup arasinda
karsilastirildiginda p=0.001 bulunmustur. iki grup arasinda allel frekanslari
kargilastirildiginda yine istatistiksel olarak anlamhilik bulunmustur (p=0.01).
Annedeki T alleli veya TT genotipi ya GT genotipi varligi abortus agisindan riskli
bulunmustur. Makino ve ark.’nin 2004’te yaptigi 85 RPL hastasi, 40 fetal kaybi
olan hasta ve 76 bireyden olusan kontrol grubunda MTHFR C677T ve eNOS
E298D polimorfizmlerinin gebelik kaybi ile iligkili olmadigini bildirmislerdir (132).
Zammiti ve ark. ise eNOS’un farkli polimorfizmlerini 350 RPL hastasi ile 200
kontrol grubu bireyinde c¢alismiglardir. Calisilan polimorfizmler ile gebelik
kayiplari arasinda bir iligki olmadigini bildirmislerdir (88). Shin ve ark. 340 RPL
ve 115 kontrol grubu bireyde bizim ¢alismamizda oldugu gibi eNOS E298D
polimorfizmi ile tekrarlayan gebelik kaybi arasinda iliski oldugunu bildirmiglerdir
(142). 145 RPL hastasi ile 99 kontrol bireyin dahil edildigi calismada
Suryanarayana ve ark. eNOS E298D polimorfizmi ile tekrarlayan gebelik kaybi

arasinda anlamli bir iligki oldugunu bildirmiglerdir (143).

Apo E E2/E3/E4 polimorfizmi igin g¢alismamizda habituel abortus
grubunda kontrol grubuna goére istatistiksel oranlar, hem kadinlarda hem
erkeklerde E3/E3 genotipi ile diger genotipler
(E3/E4+E3/E2+E2/E4+E4/E4+E2/E2) arasinda, E3 alleli igeren genotipler
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(E3/E3+E3/E4+E3/E2) ile E3 alleli icermeyen (E2/E4+E4/E4+E2/E2) genotipler
arasinda, allel frekansi olarak E3 ve E2 ile E3 ve E4 arasinda Kkarsilastirma
yapilarak hesaplanmistir ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.
Spontan abortuslarda fetus grubuna karsi anne grubu karsilastiriidiginda E3/E3
genotip yuzdesi ile diger genotiplerin yuzdeleri toplami karsilastirildiginda
p<0.0001 bulunmustur. Allel frekanslarindan E3 ve E2, E3 ve E4
karsilastirildiginda p<0.0001 bulundugu igin her iki durumda da istatistiksel
olarak anlamhlik vardir. Yine fetus grubu ile saglikli kontrol grubu arasindaki
allel frekansi karsilastirmalarinda fetusteki E2 allel variginin E3 alleline gore
dusuk riskini arttirdigr bulunmustur (p=0.0001). Korkmazer ve ark.’nin 45 RPL
hastasi ile 45 bireyden olusan kontrol grubu ile yaptiklari ¢alismada Apo E
E2/E3/E4 polimorfizmi ile tekrarlayan gebelik kaybi arasinda bizim
calismamizda oldugu gibi iligki olmadigi bildirilmigtir (144). Agarwal ve ark. 200
RPL hastasi ile bu polimorfizmi degerlendirmigler ve yine tekrarlayan gebelik
kaybi ile iliskisi olmadigini bildirmislerdir (145). Asgari ve ark. ise 81 RPL
hastasi ve 81 bireyden olusan kontrol grubu ile yaptiklari ¢alismada Apo E
E2/E3/E4 polimorfizmi ve tekrarlayan gebelik kaybi arasinda iliski oldugunu
bildirmislerdir. E3/E4 ve E4/E4 genotiplerini RPL grubunda daha fazla oranda
bulmuglar ve E4 allelinin trombofilik bir faktor olarak RPL etiyolojisinde etkili
oldugunu 6ne surmdusglerdir (102). Bizim ¢alismamizda buldugumuz, fetal Apo
E2 veya E4 allel tagiyiciliginin spontan abortus riskini arttirmasi durumu ile ilgili

literatlirde henuz bir calisma bulunmamaktadir.

Calismamizda trombofili etkisi olmayan, endotelyal hicre proliferasyonu,
migrasyonu ve diferansiyasyonunda goérevli VEGF genine ait farkli

polimorfizmlerin de abortusla iligkisi arastiriimigtir.

VEGF A C405G polimorfizmi icin ¢alismamizda habituel abortus
grubunda kontrol grubuna gore kadinlarda habituel abortus grubu ile kontrol
grubu yuzdeleri ve allel frekanslari karsilastinildiginda her biri igin p>0.05
bulundugundan VEGF A C405G polimorfizmi ile tekrarlayan gebelik kaybi

arasinda kadinlar acisindan istatistiksel olarak anlamli bir iligki olmadigi
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anlasilmigtir. Erkeklerde ise GG genotipine karsilik CC ve CG genotip yuzdeleri
toplami karsilastirildiginda p<0.0001 oldugu i¢cin GG genotipinin tekrarlayan
gebelik kaybi acisindan erkek faktord igin istatistiksel olarak anlamli bir iligki
oldugu, C ve G allel frekanslari iki grup arasinda karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml bir iliski oldugu (p=0.03) anlagiimistir. VEGF A C405G
polimorfizmi tekrarlayan gebelik kaybinda erkeklerde GG genotipi ve G alleli
agisindan etkilidir. Spontan abortuslarda fetus grubuna karsi anne grubu
karsilastirildiginda CC+CG genotipleri ile GG genotipi ve CC genotipi ile GG
genotipi kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik
bulunmustur (p degerleri sirasiyla 0.001 ve 0.02). Fetus grubu ile saglikli kontrol
grubu karsilastirildiinda da fetusteki GG genotipinin disuUk riskini arttirdigi
bulunmustur (p=0.0017, p=0.0208). Fetusteki G allel varliginin da C allel
varhigina gore dusuk riskini arttirdigi géralmustar (p=0.0363).

VEGF A C936T polimorfizmi igin galismamizda habituel abortus
grubunda kontrol grubuna gére kadinlarda CC genotip ylzdesi ile CT ve TT
genotip yuzdeleri toplami karsilastirildiginda p=0.04 bulundugu igin istatistiksel
olarak anlamlidir. Kadinlarda diger genotip karsilastirmalarinda p>0.05 oldugu
icin istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmamistir. Erkeklerde VEGF A
C936T polimorfizminin tekrarlayan gebelik kaybi agisindan etkili olmadigi
gorilmustir. Tim genotip ve allel frekansi karsilastirmalarinda p>0.05 oldugu
icin istatistiksel olarak anlamh bir iligki yoktur. Spontan abortuslarda anne
grubuna karsi fetus grubu karsilastiriidiginda TT genotipi mutasyon pozitif kabul
edildiginde CC+CT genotipleri ile karsilastrildiginda p=0.01, tahmini rolatif
risk:4.2, sadece CC genotipi ile karsilastinldiginda p=0.01, tahmini rolatif
risk:4.3 bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamhlidir. Allel frekanslar
kargilastirildiginda yine istatistiksel olarak anlamli sonug¢ elde edilmistir
(p<0.0001, tahmini rolatif risk:1.8). Buna gore annnedeki TT genotipi veya T
allel tasiyicihgr spontan abortus riskini arttirmaktadir. Fetus grubu ile saglikli
kontrol grubu karsilastiriidiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir iligki

saptanmamistir.
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VEGF A C2578A polimorfizmi i¢in galismamizda habituel abortus
grubunda kontrol grubuna gore tekrarlayan gebelik kaybi agisindan hem
kadinlarda hem erkeklerde etkili olmadigi bulunmustur. Kadinlarda genotip
yuzdeleri ile allel frekansi karsilastirmalarina bakildiginda p=1, tahmini rélatif
risk=1 oldugundan habituel abortus grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigi ve bu polimorfizmin gebelik kayiplarinda etkisiz
oldugu anlasiimistir. Erkeklerde de ayni sekilde p>0.05 oldugu i¢in ve %95 ClI
deg@er araliklari 1’i icerdigi icin 6nemli bir risk olmadigi anlasiimistir. Spontan
abortuslarda fetus grubu ile anne grubu genotip yuzdeleri ve allel frekanslari
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh sonuglar elde edilememistir
(p>0.05). Yine fetus grubu ile saglikh kontrol grubu genotip ytzdeleri ve allel
frekanslari karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlaml sonuglar elde

edilmemigtir (p>0.05).

VEGF A C460T polimorfizmi icin calismamizda habituel abortus
grubunda kontrol grubuna gére TT genotip yluzdesi ile CC ve CT genotip
yuzdeleri toplami kargilastirildiginda p= 0.006 oldugu igin VEGF A C460T
polimorfizmi ile kadinlarda tekrarlayan gebelik kaybi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski oldugu ve kadinlarda diger genotipler ve allel frekanslari
karsilastirildiginda p>0.05 bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadigi anlasiimistir. Erkeklerde ise tUum genotip karsilastirmalari ile allel
frekansi karsilastirmasinda p>0.05 oldugu igin istatistiksel olarak anlamli bir
iliski olmadigi gosterilmis ve tekrarlayan gebelik kaybi agisindan énemli bir risk
olmadidi anlasiimistir. Spontan abortuslarda anne grubu ile fetus grubu
kargilastirildiginda CT+TT genotipleri mutasyon pozitif kabul edilmis ve CC
genotipine (wild tip) gore riskli bulunmustur (p=0.03). istatistiksel olarak anlamli
bu degere gore annedeki heterozigot ve homozigot mutasyon spontan abortus
riskini arttirmaktadir. Fetus grubu ile saglikh kontrol grubu genotip yuzdeleri ve
allel frekanslari karsilastirildidinda ise istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde
edilmemigtir (p>0.05).
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Samh ve ark.’nin Turk hastalarda yaptigi ¢galismada 38 RPL hastasi ile
30 kontrol olgusunda VEGF 1154 G/A, 2578 C/A, 460 C/T ve 936 C/T
polimorfizmleri degerlendiriimistir. Sadece 1154 G/A polimorfizmi ile RPL
arasinda iliski bulunmus, diger polimorfizmler ile iliski olmadidi bildirilmigtir.
Gebelik kaybinin VEGF fonksiyonuna bagl olarak plasental anjiogenezi
etkilemesiyle olabilecegini 6ne surmuslerdir (146). Su ve ark.’nin yaptiklari bir
meta-analiz c¢alismasinda 2397 RPL hastasi ve 1760 kontrol birey
incelendiginde VEGF 1154 G/A polimorfizmi ile tekrarlayan gebelik kaybi
arasinda onemli bir iliski oldugu bildirilmigtir (93). Eller ve ark. da benzer bir
calisma yaparak RPL ile VEGF -2578 C/A, -1154 G/A, -634 G/C ve +936 C/T
polimorfizmlerinin etkisini arastirmislardir. RPL grubunda kontrol grubuna gére -
2578 A allelinin daha dusuk sayida bulundugu, -634 C allelinin ise RPL
grubunda daha ylksek oranda bulundugunu, -1154 G/A ve +936 C/T
polimorfizmlerine ait allellerin ise benzer oranlarda bulundugunu bildirmiglerdir.
Bu yuzden VEGF A gen ekspresyonu degisikliklerinin tekrarlayan gebelik
kaybinda etkili oldugunu 6ne surmuslerdir (112). Traina ve ark. 89 RPL hastasi
ile yaptiklari ¢alismada VEGF -634 G/C ve +936 C/T polimorfizmleri ile
tekrarlayan gebelik kaybi arasinda iligki olmadigini bildirmiglerdir (147).
Galazios ve ark.’nin yaptigi bir derlemede VEGF C936T polimorfizminin
preeklampsi ve preterm dogumla iliskili oldugu, VEGF G1154A polimorfizminin
tekrarlayan gebelik kaybi ile iligkili oldugu bildirilmistir (148). Bizim
calismamizda VEGF C936T polimorfizmine ait TT genotipi ve T alleli
tekrarlayan gebelik kayiplarinda ve spontan abortuslarda anne ve fetus
karsilastirmasinda iliskili bulunmustur. Lee ve ark. da RPL ile VEGF -2578C>A,
-1154G>A, -634G>C, 936C>T polimorfizmleri arasindaki iligkiyi arastirmiglardir.
215 RPL hastasi ile 113 kontrol grubu bireyden olusan c¢alismada bu
polimorfizmlerin tekrarlayan gebelik kaybinda etkili oldugunu bildirmiglerdir
(149). Papazoglou ve ark.’nin 52 RPL hastasi ve 82 Kkisilik kontrol grubu ile
yaptigi c¢alismada VEGF -2578C/A, -1154G/A, -634G/C, and 936C/T
polimorfizmleri ile RPL iligkisi arastirilmis ve sadece -1154G/A polimorfizmi ile
iligkili oldugu bulunmustur. A allelinin G alleline gére RPL igin daha riskli oldugu
bildirilmistir (150). Bizim c¢alismamizda VEGF 460TT genotipinin kadinlarda
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tekrarlayan dusukler agisindan riskli ve spontan abortuslarda da annenin CT
veya TT genotipinde olmasinin riskli oldugu bulunmustur. Ayrica VEGF C405G
polimorfizmine ait GG genotipi ve G alleli erkek faktoru igin tekrarlayan disuk
agisindan, spontan abortuslarda fetusteki GG genotipi varligi disuklere sebep
olmasi agisindan riskli bulunmustur. Bizim buldugumuz bu sonuglarla ilgili

olarak literatirde herhangi bir gcalisma bulunmamaktadir.

Gebelik kayiplari ile ilgili yapilan ¢alismalar genellikle anneye ait genler
Uzerine yapillmis olup ciftlerde yapilan calismalar genellikle kromozomal
faktorler Gzerine yogunlagsmigtir. Rajcan-Separovic ve ark. giftler ve dusuk
materyalleri Uzerinde array-CGH ile degerlendirme yapmiglardir. Calismaya 23
cift ve bu ciftlere ait distklerden kromozom analizi normal (46,XX veya 46,XY)
olanlar dahil edilmigtir. 23 ciftten 20’si array CGH igin uyumlu bulunmus ve 27
dusuk materyaline de array CGH vyapilmistir. Calisma sonucunda bazi
bdlgelerde artma bazi bdlgelerde ise delesyon saptanmis ve FISH, Real Time
PCR gibi ydntemlerle dogrulugu test edilmistir. 13 didslik materyalinde bir
ebeveynden gegen CNV (copy number variation) varhgi tespit edilmistir (151).
Blumberg ve ark.’nin 103 tekrarlayan dusigu olan kadin ve bu kadinlarin
eslerinden 871’inde Q-bantlama ile yaptiklari kromozom analizlerinde mindr
kromozomal polimofizmlerin degil; ama major parental sitogenetik degisikliklerin
tekrarlayan dusuklerde etkili oldugunu bildirmiglerdir (152). Govindaiah ve ark.
gen duzeyinde bir etkiye bakarak MTHFR C677T polimorfizmi ile
hiperhomosisteinemiyi arastirmiglardir. Parental hiperhomosisteineminin ve
paternal MTHFR C677T polimorfizminin tekrarlayan gebelik kaybinda etkili
oldugunu bildirmiglerdir (153).

Tekrarlayan gebelik kaybi olan ciftlerde genetik etiyolojiyi saptamak
acisindan genel yaklasim, erkek ve kadina kromozom analizi yapilmasi, kadina
ayrica trombofili analizi yapilmasi seklindedir. Bu genel yaklagima uygun olarak
literatirde gebelik kaybi ile ilgili olan galigsmalar ciftlerde genellikle kromozom
anomalileri Uzerinedir. Akbas ve ark. 221 RPL cifti ve 234 kontrol grubu cifti ile

yaptiklari ¢alismada kromozomal heteromorfizmlerin RPL grubunda (% 8.4)
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kontrol grubuna gore (% 4.9) daha fazla goruldugunu, hastalarda ise erkeklerde
(%11.3) kadinlara gore (% 5.4) daha fazla goruldigunu bildirmislerdir (154).
Ciftlerdeki dengeli veya dengesiz translokasyon tasiyiciliklarinin da tekrarlayan
gebelik kaybina sebep oldugu bilinmektedir. Ozdemir ve ark. yaptiklari bir
calismada RPL giftlerinde trombofili mutasyonlarini arastirmiglardir. Calismaya
543 kadin ve bu kadinlardan 327’sinin esi, kontrol grubu olarak 106 fertil gift
dahil edilmistir. PAI-1 4G/4G homzozigotlugu ve MTHFR 677TT homozgiot
genotipi tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlarda etkili bulunmus, FVL, FVR2,
ACE ve Apo E heterozigotlugu hem kadin hem de erkeklerde etkili bulunmugtur
(155). Bu calismada oldugu gibi bizim c¢alismamizda da polimorfik genlerin
sadece tekrarlayan dugukleri olan kadinlarda degil erkeklerde de etkisi oldugu
anlasiimistir. Bu testlerin sadece kadinlara yapilmasi ve yine sadece kadinlara
tedavi verilmesinin yetersiz kaldig1 ortadadir. Erkek faktorina bilmeden sadece
kadinlarin tedavi edilmesi ve tedavinin yetersiz kalmasi durumunda ciftler
gebelik kaybi yasamaya devam etmekte, hem manevi hem de maddi zarar
g6rme durumlari artmaktadir. Bu yuzden gebelik kaybi yasayan ciftlerde sadece

kadina degil, erkege de ayni testlerin yapilmasi gerekmektedir.
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7. SONUG VE ONERILER

Arastirma sonuglari 6zetlenecek olursa;

Calismaya dahil edilen habituel abortus ciftlerinde (toplam 112 birey),
sayisal ve yapisal kromozomal aberasyona rastlanmamistir.

Spontan abortusla sonlanan 23 dusuk materyalinin 7’sinde (%30.4) [iki
trizomi 21 (% 8.7), iki trizomi 13 (% 8.7), iki triploidi (% 8.7), bir

monozomi X (% 4.3)] kromozomal anomali saptanmistir.

Habituel abortus grubuna ait sonuglar kontrol grubu ile karsilastirildiginda

tekrarlayan gebelik kaybi riskini arttirmasi agisindan;

Faktor V Leiden GA (heterozigot mutant) ve AA (homozigot mutant)
genotiplerinin kadin ve erkeklerde ylksek bulunmasi sebebiyle etkili
oldugu,

PAI-1 5G/4G (heterozigot mutant) ve 4G/4G (homozigot mutant)
genotiplerinin kadinlarda yuksek bulunmasi sebebiyle etkili oldugu,
MTHFR C677T polimorfizmine ait TT (homozigot mutant) genotipinin
erkeklerde ylksek bulunmasi sebebiyle etkili oldugu,

MTHFR A1298C polimorfizmine ait AC (heterozigot mutant), CC
(homozigot mutant) genotipleri ile C allel varliginin A allel varligina gore
kadinlarda ylksek bulunmasi sebebiyle etkili oldugu,

eNOS E298D polimorfizmine ait ED (heterozigot mutant), DD (homozigot
mutant) genotipleri ile D allel varliginin E allel varligina gore kadinlarda;
ayrica D allel varhginin E alleline gore erkeklerde yuksek bulunmasi
sebebiyle etkili oldugu,

VEGF A C405G polimorfizmine ait GG (homozigot mutant) genotipi ile G
allel varhginin C allel varligina gore erkeklerde yuksek bulunmasi
sebebiyle etkili oldugu,

VEGF A C936T polimorfizmine ait CT (heterozigot mutant) ve TT
(homozigot mutant) genotiplerinin  kadinlarda yuksek bulunmasi

sebebiyle etkili oldugu,
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VEGF A C460T polimorfizmine ait TT (homozigot mutant) genotipinin

kadinlarda yluksek bulunmasi sebebiyle etkili oldugu bulunmustur.

Spontan abortus grubu ile saglikli kontrol grubu karsilastirildiginda dasuk riski

acisindan;

Faktor V Leiden GA (heterozigot mutant) genotipinin yuksek bulunmasi
sebebiyle etkili oldugu,

ACE DD (homozigot mutant) genotipinin ylksek bulunmasi sebebiyle
etkili oldugu,

Apo E E2/E3/E4 polimorfizmine ait E2 allelinin E3 alleline gore yuksek
bulunmasi sebebiyle etkili oldugu,

VEGF A C405G polimorfizmine ait GG (homozigot mutant) genotipi ile G
allelinin C alleline gore yuksek bulunmasi sebebiyle etkili oldugu

bulunmustur.

Spontan abortus grubu ile anneleri karsilastirildiginda dusuk riski agisindan;

PAI-1 5G/4G (heterozigot mutant) ve 4G/4G (homozigot mutant)
genotiplerinin annelere gére daha yuksek oranda bulunmasi sebebiyle
etkili oldugu,

eNOS E298D polimorfizmine ait ED (heterozigot mutant) ve DD
(homozigot mutant) genotipi ile D allelinin E alleli ile karsilastirildiginda
annelere gore daha yuksek oranda bulunmasi sebebiyle etkili oldugu,
Apo E E2/E3/E4 polimorfizmine ait E2 ve E4 allellerinin E3 alleli ile
karsilastirildiginda annelere gore daha yuksek oranda bulunmasi
sebebiyle etkili oldugu,

VEGF A C405G polimorfizmine ait GG (homozigot mutant) genotipi ile G
allelinin C alleli ile kargilastinldiginda annelere goére daha ylksek oranda
bulunmasi sebebiyle etkili oldugu,

VEGF A C936T polimorfizmine ait TT (homozigot mutant) genotipi ile T
allelinin C alleli ile karsilasgtinldiginda annelere goére daha ylksek oranda

bulunmasi sebebiyle etkili oldugu,
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- VEGF A C460T polimorfizmine ait CT (heterozigot mutant) ve TT
(homozigot mutant) genotiplerinin annelere gore daha ylksek oranda

bulunmasi sebebiyle etkili oldugu bulunmustur.

Sonug olarak galismamizda, duslik materyali genotipleri ile annelerine ait
genotipleri elde etmemiz babalarina ait genotipler hakkinda fikir sahibi olmamizi
saglamigtir. Duguk materyallerine ait mutant genotiplerin annelere gore daha
yuksek bulunmasi, babalardaki mutant genotiplerin de daha yuksek oldugunu
gOstermektedir. Bu ylUzden, gebelik kayiplarinda sadece kadinlara ait
mutasyonlarin degil, erkeklerdeki mutasyonlarin da etkili oldugunu anlyoruz. Bir
cifte ait gebelik kaybr hem anneye ait hem de babaya ait genetik faktorlerden
kaynaklanmaktadir; ¢lnkl fetusun genotipi maternal ve paternal kokenlidir.
Gebelik kayiplarinda, fetal genetigi belirleyen anne ve babanin beraber

incelenmesi gerekmektedir.
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9.EKLER

9.1.Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

9.1.1.Kullanilan Cihaz Listesi

DNA izolasyonu igin:

- Santrifij (Mikro 120- Hettich Zentrifugen)

- Vorteks (IKA Vorteks Genius 3)
Sitogenetik Analiz igin:

- Nuve EN 500 inkubator

- Rotofix 32 A santrifij

- IKA MS3 Digital vortex

- IKA C-MAG HS 7 kuru blok 1sitici

- Nuve BM302 benmari

- Cytovision, version 2000, Applied Imaging karyotip gértnttleme sistemi
QF-PCRigin:

- BIOSAN Combi-Spin mikrosantrifuj

- ABI 9700 Thermal Cycler

- ABI 3130 Genetic Analyzer
Real Time PCR igin:

- Santrifij (Thermo Scientific)

- LightCycler 2.0 Roche

9.1.2.Kullanilan Malzeme Listesi

DNA izolasyonu igin:
- QIAGEN QlAamp DNA Blood Mini Kit (periferik kan igin)
- QIAGEN QlAamp DNA Mini Kit (solid doku igin)
- Thermo Scientific mikropipet (10,100 ve 1000 pl'lik)
- Mikrosantrifuj tupu (1.5 ve 2 ml'lik)
Sitogenetik Analiz igin:
-  RPMI 1640 (Wisent Inc.)
- Fetal Calf Serum (Biological Industries)
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L-Glutamin (Wisent Inc.)
Penisilin-Streptomisin (Biological Industries)
Fitohemaglttinin (Biological Industries)
Kolsemid soltisyonu (Biological Industries)
Falkon Tip 10 ml

PBS 10xsolusyon

Potasyum Klorur (KCI) (Merck)

Metanol (Merck)

Glacial asetik asid % 100 (Merck)

Gurr Buffer tablet (Merck)

Tripsin (Biological Industries)

Giemsa (Merck)

QF-PCRigin:

Thermo Scientific mikropipet (10 ve 100 pl’lik)
0.2 ml’lik mikrosantrifdj tipu

Aneufast QF-PCR Kkiti

Applied Biosystems Hidi Formamid
GeneScan-500 LIZ- size standard

Applied Biosystems well plate (96’l1k)

POP 7 polimer

Real Time PCR igin:

Thermo Scientific mikropipet (10 ve 100 pl'lik)

Fast Start DNA Master HybProbe Mix (Roche)

Fast Start DNA Master SYBR Green (Roche)

PCR grade su (Roche)

Mg" soliisyonu (Roche)

Reagent mix (spesifik primer ve problari igerir) (Roche)

LightCycler kapiller tipleri (20 pl)
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