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1. GIRIS ve AMAG

Dunya Saghk Orgiti’'nin tanimlamasina gére abortus, son adet kanamasinin
ilk glininden baslayarak 20. gebelik haftasindan 6nce ya da fetal agirigin 500gr’'in
altinda oldugu durumlarda gebeligin sonlanmasi olarak tanimlanir. Gebelik kayiplari
sik karsilasilan jinekolojik problemlerdir. Gebelik tanisi konulduktan sonra
gebeliklerin yaklagsik %15’i abortus ile sonuglanir [1]. Embriyolarin bir kisminin
biyokimyasal gebelik evresini gecip klinik gebelik asamasina ulagmadan
kaybedilmesi nedeni ile spontan abortuslarin gergek insidansini saptayabilmek
neredeyse olanaksizdir. Tum konsepsiyonlarin  yaklasik %70’inin  canlihk
kazanamadigi ve %50 kadarinin ilk menstruel kanama oncesi kaybedildigi tahmin
edilmektedir [2]. Evrimsel slrecte dogal seleksiyonun geredi olarak spontan
abortuslar, canli doganlarda kromozomal anomalilerin gorulme sikhgini azaltarak
insan neslinin korunmasinda rol oynarlar [3].

Anjiogenik buyume faktorleri, anjiogenezi induklediginden insan embriyosunun
implantasyonu ve fetal gelisim icin 6nemli bir role sahiptir [4]. Birgok anjiogenik faktor
olmasina ragmen Vaskuler Endotelyal Growth Faktér (VEGF) anahtar role sahiptir
[5]. VEGF’nin embriyonel anjiogenez agisindan ne denli énemli oldugu Carmeliet ve
arkadaglar tarafindan VEGF ve/veya VEGF reseptor geninde allel kaybi bulunan
fare embriyolarinda, anormal damar gelisimi ve abortus gelistiginin tanimlandigi
calisma ile ortaya konmustur [6].

Evans ve ark. yaptiklari ¢galismada maternal serum VEGF konsantrasyonunun
erken 1. trimester gebeliklerde arttigini gostermiglerdir [7]. Bu sonu¢ VEGF’nin
embriyonun gelisim asamalarindaki onemini ortaya koymasi agisindan onemlidir.
Daha sonra implantasyon sirasinda anjiogenezi indikleyen VEGF’nin, fetal-maternal
arayuzde desidual natural killer (NK) hucrelerinde ve invaze olan blastokist ve
trofoblast hucrelerinde Uretildigi gosterilmigtir [8, 9].

Bu galismada embriyonal anjiogenezde 6nemli role sahip VEGF geninde sik
gorulen iki polimorfizmin abortus materyali ve kontrol grubunda karsilastiriimasi

amagclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Abortus

Dinya Saglik Orgitli abortusu, son adet kanamasinin ilk giniinden
baglayarak gebeligin 20. haftasina kadar olan donemde veya fetal agirhik 500
gramdan daha duglUk iken gebeligin herhangi bir sebeple sonlanmasi olarak
tanimlamigtir. Abortuslar olus zamanlari, olug sekilleri ve klinik seyrine gore

siniflandirilabilirler.
2.1.1 Olus zamanlarina goére abortuslar

2.1.1.1 Subklinik abortus:

Fekundasyonu takip eden gunlerde, henlz gebelik tanisi konulmadan
meydana gelen abortuslardir [10]. Sonugta normal zamaninda veya birka¢ gun

gecikme sonrasi menstruasyon ile gebelik sonlanir.

2.1.1.2 Erken abortus:

Birinci trimesterde, yani 12. hafta sonuna kadar olusan abortuslardir. Tespit
edilebilen duguklerin %80 kadari bu donemde meydana gelir ve en az %50’si

kromozomal anomali sonucu ortaya ¢ikar [11].

2.1.1.3 Geg¢ abortus:

13-20 haftalar arasinda olusan abortuslardir.
2.1.2 Olus sekillerine gore abortuslar

2.1.2.1 Spontan Abortus:

Gebeligin 20. haftadan 6nce herhangi bir miidahale olmaksizin sonlanmasidir
ve anne yasi arttik¢ca gorulme sikhgi artar. Bu oran 20-24 yas grubundaki annelerde

yaklasik %8 iken 40 yasindan sonra ise %Z26’ya yukselir [12]. Spontan abortus



goriilme sikhi@ onceki obstetrik dyku ile de iligkilidir. Onceki gebeligi basarili olan ve
anormal obstetrik Oykisu bulunmayan anne adaylarinda abortus orani %4-6
dolaylarindadir. Ancak onceki gebeligi spontan abortusla sonlanan anne adaylarinda
ise bu oran %19-24 olarak saptanmistir. iki kez spontan abortus sonrasi bu oran
%24, Uc¢ kayiptan sonra %30, 4 ve daha fazla kayip var ise %50’lere kadar
ctkmaktadir [13-15].

2.1.2.2 Provoke Abortus:

2.1.2.2.1 Medikal (Terapotik) Abortus:

Fetal kromozom anomalisi, ciddi anormal USG bulgulari, gebeligin devaminin
hayati tehlike olusturdugu agir maternal hastaliklar, teratojen ilag kullanimi, TORCH

enfeksiyonu gibi sebeplerle gebeligin sonlandiriimasidir.

2.1.2.2.2 istemli Abortus:

Anne veya fetus icin herhangi bir medikal risk yok iken gebeligin
sonlandiriimasidir. Ulkemizde 10. gebelik haftasina kadar gebeligin ebeveynlerin
istegi ile sonlandirimasi 2827 sayili “ Nufus planlamasina dair kanun” ile yasal
glvence altina alinmistir. Yine ayni kanun ile medikal ve elektif abortus sartlari
belirlenmistir [16]. Kisinin kendisi veya bir baskasinin uygun olmayan sartlarda
gebeligi sonlandirmasi kriminal abortus, bu islem sirasinda genital organlarda

enfeksiyon olugsmasi sonucu dusugun gergeklesmesine septik abortus adi verilir [17].

2.1.3 Kilinik seyrine gore abortuslar

Klinik seyrine gore abortuslar 5 grupta incelenir.

2.1.3.1 Abortus imminens (Duisuk tehdidi):

20. gebelik haftasindan 6nce vajinal kanama olmasi seklinde tanimlanir.
Gebelerin yaklasik %25’inde ilk aylarda spot tarzinda vajinal kanama gorulebilir.

Birinci trimester siddetli vajinal kanamalarinda dusuk riski belirgin olarak artar [18].



2.1.3.2 Abortus incipiens (Onlenemeyen diisiik):

Servikal dilatasyona ek olarak gros membran raptird ile kendini gosterir.

Abortus hemen hemen kacginiimazdir.

2.1.3.3 Missed abortuslar:

Spontan abortuslarin biaytk kismini olustururlar. Dizensiz gebelik kesesi ve
dizensiz embriyonun bir hafta arayla yapilan USG izleminde birka¢ haftadir
gelismediginin gorilmesi olarak tanimlanir. In-utero 6li fetus mevcuttur ve disari
atilamamigtir.  Etiyolojisinde kromozomal anomaliler, hormonal duzensizlikler,
polikistik over sendromu, immunolojik bozukluklar ve uterus anomalileri suglanmigtir
[19].

2.1.3.4 Habituel abortuslar:

Klinik olarak fark edilmis 3 veya daha fazla gebelik kaybi olmasidir. Ureme
cagindaki kadinlarin yaklagsik %1-2’sinde ortaya cikar [20]. Etyolojide %12-16
anatomik anomaliler, %17-20 endokrinolojik problemler, %0.5-5 enfeksiyonlar ve
%20-50 immunolojik faktoérler tekrarlayan gebelik kaybi (TGK) ile ilgkili

bulunmustur[21]. Vakalarin yaklasik yarisinda etiyoloji aydinlatilamaz.

2.1.3.5 Septik abortuslar:

Genellikle guvensiz, uygun olmayan kosullarda kontamine bir cisimle dusuk
yaptirma girisimi sonucunda ortaya ¢ikan yaygin enfeksiyon tablosu ile karakterizedir
[17].

2.2 Abortus Tanisi

Son adet tarihi, adet dizeni, kanama olup olmamasi, varsa miktari, parga
dusurme olup olmamasi sorgulanmalidir. Pelvik muayene ile kanamanin yeri, miktari,
servikal dilatasyonun kontrolu ve abort materyalinin kavite digina atilip atilmadigi
anlasilir. Tugse muayenesiyle de servikal aciklik, uterus buyuklugu, kivami ve
hassasiyet varligi arastirihr [21]. Ultrasonografi, basit ve ucuz bir tani aracidir ve
erken gebelik kayiplarinin tanisi ve ayirici tanisinda oldukga degerlidir. Erken

gebelikte yapilan USG fetal tehlikeyi veya gerceklesmek Uzere olan fetal kaybi



gOsteren bulgulari ortaya ¢ikarabilir. USG ile gebelik tanisi en erken 4 hafta 3 gunluk
iken ortaya ¢ikan gestasyonel sac’in goruntulenmesi ile konabilir [22]. Gebelik tanisi
icin otorler kanda BhCG dulzeyi ile birlikte degerlendiriimesini 6nermektedir [23].Erken
dénem yapilan USG ile fetal kayip tahmin edilebilir. Daha énce tespit edilen kardiak
aktivitenin kaybi %100 fetal kayip anlamina gelir. Fetal gelisme geriligi, amniyotik
sivida azalma, kese ¢api ile CRL (Crown-rump lenght) farki, intra uterin ve

subkoryonik hematom da fetal kayip ile ilgili bulgulardir [24].

2.3 Spontan Abortus

Spontan abortus, gebeligin 20. gebelik haftasindan &énce herhangi bir
mudahale olmaksizin sonlanmasidir ve son yillarda daha ¢ok kadinin ilk gebelik yasi
icin 30 ve 40’li yaslarini tercih etmesi nedeniyle 6nemi gin gectikce artan bir
kavramdir. Elbette maternal yasin artisi ve stres, ¢evre kirliligi ve sigara kullanimi gibi
diger faktorlerin de etkisiyle dusik riski artmaktadir [25]. 30-35 yasinda fertilite

potansiyeli azalirken spontan abortus riski artmaktadir ( Sekil 1).

Sekil 2.1: Yasa gore dusukler ve fertilite potansiyeli (Harlap ve ark. 1989) [25]
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Spontan abortus oraninin artmasi ve fertilite potansiyelinin azalmasi ve

teknolojinin gelismesi ile gunumuzde spontan abortus tani ve klinik ydnetiminde



kullanilan aragclarla iligkili olarak arastirmalar, son yillarda embriyo korunmasi ve
implantasyon oraninin artirlmasina odaklanmigtir [25].

Gunumuzde bile spontan tekrarlayan dusukler icin genellikle en az 3 kez
dusuk gerceklesmesi sarti aranmaktadir [26]. Oysa anne olma yasinin ertelenmesi,
fertilite potansiyelinin azalmasi ve bu konudaki sosyal aligkanliklar bu tanimin
g6zden gegirilmesi ihtiyacini dogurmustur. Cunki 3 kez dusuk gerceklesmesini
beklemek, klinik arastirmalar ve olasi tedavi segeneklerinin bagariyla uygulanabilmesi
icin ge¢ kalinmasina neden olabilecektir. Ayrica, tek veya tekrarlayan dusukler
arasinda etiyopatogenezin farkl olduguna dair ikna edici bir kanit bulunmamaktadir
[25].

2.3.1 Spontan Abortuslarda Epidemiyoloji

insanda Gremenin verimliligi halen devam eden bir tartisma konusudur. Yeterli
koitus sonrasi konsepsiyon orani siklus bagina en fazla %66 kadardir. infertilite riski
olmayan 200 ciftte yapilan bir galigmada fertilite orani siklus basina ortalama %27,8
bulunmustur. Bu gebeliklerin yaklasik yarisi (%46) dusukle sonucglanmistir [27].
Infertilite insidansi yaklasik %10-15'tir [28]. Olusan gebeliklerin yaklasik %70’i
tamamlanamadan dusukle sonuglanir ve bu dustklerin %50-60 kadari gebeligin ilk
ayinda meydana gelir [29]. Genel populasyonla karsilastirildiginda agiklanmamig
sekonder infertiliteye sahip ¢iftlerde spontan abortus frekansi 3 kat daha ylksek
saptanmigtir [30]. 40 yasin Uzerindeki annelerde de spontan abortus orani 2-3 kat
artmistir ve ek olarak kromozomal anomali riski de artmigtir [31].

Tekrarlayan gebelik kaybi gorilme sikligi %0,5-1 arasindadir [32]. Spontan
abortus riski, dnceki gebelik kaybi sayisi ile iligkili olarak artis gosterir. Buna gore ilk
gebelikte risk %10 iken, tek dusuk oykuslu olanda %24, 2 dusuk olanda %26 ve 3
dusuk goérulenlerde %32’dir [29].



2.3.2 Spontan Abortuslarda Etiyoloji

2.3.2.1 Fetal Faktorler:

2.3.2.1.1 Genetik Bozukluklar

Sporadik gebelik kaybi Ureme c¢agindaki kadinlarin belki de en yaygin
problemidir. Son menstriel periyoddan 5 haftaya kadar preembriyonik gebelik, 6-9
hafta embriyonik dénem ve 10 haftadan sonra fetal donem olarak adlandirilir. 6
haftadan onceki kayiplar anembriyonik veya blighted ovum olarak adlandirilir.
Gebelik kayiplarinin buyuk kismi sporadiktir fakat bazi ailelerde tekrarlayan gebelik
kaybi gorulebilmektedir. TGK, 1’den fazla yasayan ¢ocuk yok iken 3 veya daha fazla
gebelik kaybi olarak tanimlanir [33]. Sporadik ve tekrarlayan gebelik kayiplarinin
etiyolojisi tablo 1 de 6zetlenmisgtir.

Amerikan Ulusal Kronik Hastaliklari Engelleme Merkezi'nin verilerine gore
2006 yilinda abortuslarin %88,4'U gebeligin ilk 12 haftasi icinde meydana gelmigtir. %
62,1 kadari ilk 8 haftada, %17,1’i 9-10 haftalarda ve %9,3’l ise 11 ve 12. haftalarda
meydana gelmistir. Bu oran bu haftalardan sonra hizla duser [34]. Erken spontan
abortuslarin yaklasik yuzde 50 ile 60'inda fetusta bir kromozom anomalisi mevcuttur.
Klinik olarak fark edilmis gebeliklerin yaklasik olarak %15-20 kadarinin spontan
abortus ile sonlandigini duslinecek olursak gebeliklerde %7.5-12 arasi kromozom
anomalisi gorilme riski bulunmaktadir. Oysa yeni dogan taramalarinda kromozom

anomalisi %0,845 olarak tespit edilmistir [35].



Tablo 2.1: Sporadik ve tekrarlayan gebelik kayiplarinda etiyoloji [33].

Morfolojik anormallikler / yapisal dogum defektleri

Genetik anormallikler

Kromozomal anormallikler

Tek gen hastaliklari

Parental dengeli translokasyon
Trombofili

X’e bagli kalitilan hastaliklar

Sinirli plasental mozaisizm

Endokrin sebepler

Diabetes mellitus

Tiroid bozukluklari
Luteal faz defekti
Polikistik over sendromu

Cevresel ajanlar

Alkol
Sigara ve tatln Grlnleri

llaglar ve kimyasallar

immiinolojik

Antifosfolipid antikor sendromu

Maternal otoimmiun faktorler

Uterin anatomik anormallikler

Konjenital uterin malformasyonlar
Sinesiler
Myomlar

Servikal anormallikler

infeksiyonlar

Viral
Bakteriyel
Spiroketler
Mikoplazma




En sik rastlanan kromozomal bozukluklar trizomilerdir (%60). Bunu monozomi
X (%20) ve poliploidiler (%20) takip eder. Trizomiler gamatogenez esnasinda
genellikle 1. mayozda ayrilamama nedeniyle meydana gelir. Parental karyotip
normal ise tekrar riski minimaldir. Trizomilerin yaklasik %Z20-30‘u trizomi 16’dir.
Malformasyon saptanan embriyolarin yaklasik 2/3'G ve fetusun yaklasik 1/3’lGnde
kromozom anomalisi saptanir [36]. Anormal karyotipli spontan abortuslarda
kromozom bozukluklarinin sikhgi tablo 2.2’de gosterilmigtir. Genel spontan abortus
hizi (%15) ve hem abortuslarda hem de canli dogumlarda spesifik kromozom
defektlerinin genel gorilme sikhdi bilindiginden belli bir karyotipteki tim gebeliklerin
spontan abortusla kaybedilen kismini tahmin etmek mumkundur (tablo 3.3). Yapilan
bir calismaya gore 750 spontan abortus vakasinin %68’i 12. gebelik haftasindan
once meydana gelir ve kromozom anomalisi insidansi %50,1 saptanmigtir. Bu
calismada da en sik gorulen kromozom anomalisi trizomilerdir (%62). Bunu triploidi
(%12,4), monozomi X (%10,5), tetraploidi (%9,2) ve diger yapisal kromozom
anomalileri (%4,7) izler. Trizomiler arasinda en sik goruleni trizomi 16 (%21,8), 22
(%17,9) ve 21 (%10) olarak tespit edilmistir. Ayrica trizomi sikligi anne yasi artisi ile
korelasyon gdsterirken, poliploidi ve monozomi X gorulme sikligi ileri anne yasinda
azalmistir [37]. Abortuslarda birinci kromozom hari¢ tUm otozomal kromozomlarin
trizomileri tanimlanmigtir.  Trizomi 16, en sik gorulmesine ragmen yasamla
bagdasmaz ve hi¢ bir yenidoganda gorulmemigtir. Monozomi X, sik gorulmesine
ragmen Monozomi Y tanimlanmamistir. Otozomal monozomiler ise son derece
nadirdir ve yasamla bagdasmaz. Yapilan molekuler incelemelere gore trizomilerin
yaklasik %90’Inda sebep maternal mayoz hatasidir [38]. Paternal mayoz hatasinin
en sik goruldugu kromozom kurulugsu XXY’dir (%50). Diger trizomilerde paternal
mayoz hatasi %10’dan daha disuktir. Bununla birlikte monozomi X vakalarinda
genellikle eksik kromozom paternal kokenli olandir [39]. Poliploidilerde yapilan
molekuler calismalar olayin maternal mayoz kusuru sonucu olmadigini, siklikla
dispermi veya polar cismin atilamamasi oldugunu ortaya koymustur [40].

Anne yasinin 6nceki gebelikte dusuk oykusunden daha yuksek risk tegkil ettigi
belirtiimistir [41]. Anne yas! ilerledikge trizomiler basta olmak Uzere kromozom

anomalisi riski artmaktadir. Onceki gebelikte trizomi saptanmasi genel olarak tekrar



riskini artirmakla birlikte 6zellikle 30 yasin altindaki kadinlarda kendi yas grubuna
gore trizomi gorulme sikligi 8 kat artmis olarak saptanmigtir [42]. Yapilan bir
arastirmada 40 kadindan 21 tanesinde ilk gebelik kaybinda kromozom anomalisi
saptanmamis ve bu kadinlarin tamaminda sonraki gebelik kaybinda da herhangi bir
kromozom anomalisi rapor edilmemis. ilk gebelikte kromozom anomalisi saptanan 19
kadinin ise 9 tanesinde (%47) sonraki gebelik kaybinda da kromozom anomalisi
rapor edilmistir [43]. Tekrarlayan gebelik kaybinda kromozom anomalisi daha az
sikliktadir ve yaklasik 1/3 oraninda gergeklesir [33]. Tekrarlayan dusukleri olan
ciftlerde yapilan arastirmalar sonucu ebeveynlerde %4-5 oraninda dengeli kromozom
anomalisi saptanmistir [44]. Bu gibi hallerde kromozom anomalisinin kalitiimasi s6z
konusu olur ve gunumuizde preimplantasyon genetik tani (PGT) sayesinde bu ciftler
eskiye gore yuksek oranda saglikli gcocuk sahibi olabilmektedir.

Abortus materyalinde yapilan karyotip analizi spontan abortuslarin en sik
sebebi olan kromozom anomalilerini saptamak agisindan oldukga degerlidir. Karyotip
analizi sonucunda dengesiz translokasyon saptandiginda ebeveynlerde dengeli
kromozomal translokasyon olup olmadigi arastiriimalidir. Karyotip normal saptanirsa
spontan abortusa neden olabilecek diger nedenler arastirilmalidir. Bununla birlikte
karyotipin normal saptanmasi genetik nedenleri tamamiyla dislayamaz. Ayrica
karyotipin normal bir disi (46, XX) saptanmasi halinde doku kultirindeki maternal
hlcrelerin kontaminasyonu akla getirilmelidir. Abortus materyallerinde hucre kultur
basarisizligi %50’ye kadar c¢ikabilmektedir ve bu da kromozom anomalisini
bekledigimizden daha dusuk bulmamiza neden olabilir. Kultir basarisiziginda
molekuler bir yontem olan CGH (Comperative Genomik Hibridizasyon) ile
kromozomlarda kopya sayisi degisiklikleri gosterilebilir. Bu teknikte canli hlcreye
gereksinim yoktur ve normal karyotip ile elde edilebilecek birgok bilgiye bu teknikle de
ulagilabilir [33].
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Tablo 2.2: Anormal karyotipli spontan abortuslarda kromozom bozukluklarinin sikhigi

[45].
Tip Anormal karyotiplerin yaklasik orani
Anoploidi
Otozomal trizomi 0.52
Otozomal monozomi <0.01
45, X 0.19
Triploidi 0.16
Tetraploidi 0.06
Diger 0.07

2.3.2.1.1.1Parental kromozom anomalileri

TGK'da %3-5 oraninda dengeli kromozom yeniden dizenlenmesi gorulebilir.
Dengeli kromozom yeniden dizenlenmelerinin yaklasik yarisi resiprokal ve %24
kadari Robertsonian ve %12 si de cinsiyet kromozom mozaiklikleri saptanmistir.
Geriye kalanlar inversiyonlar ve diger sporadik yeniden duzenlenmeler olarak
saptanmistir [46]. Fenotipik olarak normal olan bu bireylerde mayoz sirasinda
kromozomlarin ayrilmasi ile ilgili olarak kromozomal kopya sayisi anormallikleri
ortaya c¢ikabilir. CGH teknigi ebeveynlerdeki bu gibi dengeli kromozomal
translokasyonlari tespit etmek igin uygun bir teknik degildir. Bu yuzden tekrarlayan
gebelik kaybi olan ¢iftlerde ebeveyn karyotiplerinin ¢alisiilmasi gereklidir.

Ayrica sperm andploidileri de bu gibi TGK olan ciftlerde konseptusta problem
yaratabilmektedir. Carrell ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢galismada TGK meydana
gelen ciftlerde paternal sperm 13, 18, 21 ve cinsiyet kromozom andploidilerinin fertil
kontrol grubuna goére daha yuksek oranda oldugunu tespit etmisler ve sperm

anoploidilerinin konseptusa direkt etki edebilecegini ortaya koymustur [47].
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2.3.2.1.1.2Submikroskobik kayip ve kazanglar

Normal karyotip saptanan gebelik kayiplarinin anlaml bir grubunda sorun
submikroskobik kayip veya kazanglar olabilir. Array tabanli CGH c¢alismalari ile
sitogenetik olarak normal saptanan fakat ndrogelisimsel anormallikler, konjenital
malformasyonlar ve dismorfik bulgularin oldugu bir grup vakada kromozomal
submikroskobik delesyonlar gosterilmistir. Normal karyotipli bir grup sebebi
aciklanamayan mental retardasyonlu olguda yaklasik %7 oraninda subtelomerik
bdlge delesyonlari gosterilmistir [48]. Ancak genetik materyaldeki kiglk kayip ya da
kazanglarin klinik etkisini yorumlamak her zaman mumkin olmamaktadir. Bu
kromozomal mikro kayip ya da kazanglar bazen fenotipe etki etmeyen polimorfizmler
de olabilmektedir. Yeni kesfedilen bir kayip ya da kazancin degerlendiriimesi igin
ebeveynlerin kontrol edilmesi ve fenotipik olarak normal bireylerde gorllen
polimorfizm veritabanlari ile karsilastirilmasi gerekmektedir. Bugln igin ebeveynlerde
bulunmayan ve veritabanlarinda tanimlanmamig mikrodelesyonlarin anlaml olacagi
kabul edilmektedir [33].
Tablo 2.3: Spontan abortus ve canli doganlarda 10.000 gebelik icin beklenen

kromozom kuruluglari [45].

Spontan Abortuslar

Sonug¢ Gebelik SayI Yuzde Canli Dogum
Normal kromozomlar 9200 750 8 8450
Anormal kromozomlar 800 750 94 50
Triploid/tetraploid 170 170 100 -
45, X 140 139 99 1
Trizomi 16 112 112 100 -
Trizomi 18 20 19 95 1
Trizomi 21 45 35 78 10
Trizomi diger 209 208 99.5 1
Seks kromozom trizomileri 19 4 21 15
Dengesiz yeniden duzenlenmeler 27 23 85 4
Dengeli yeniden duzenlenmeler 19 3 16 16
Diger 39 37 95 2
Toplam 10000 1500 15 8500
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2.3.2.1.1.3Tek Gen Hastaliklari

Hemoglobinopatiler, metabolik hastaliklar ve trombofililer gibi bir grup tek gen
hastaliklarinin 610 dogum ile iliskili oldugu bilinmektedir [49]. Bu hastaliklarin bazilari
Ozellikle 2. ve 3. trimesterdeki fetal olume katkida bulunur. Ayrica ebeveynler
arasindaki akrabalik da otozomal resesif kalitilan bir hastalik i¢in birlikte tasiyici olma
riskinin artmasindan dolayi anlamh olabilir. Ornegin alfa talasemi tek gen hastalgi
grubundan bir hemoglobinopatidir ve gebelik kaybina neden olabilir. Ebeveynlerden
her ikisi de bir allelde komplet gen delesyonu nedeniyle null allele sahipse fetusta 4
alfa globin geni de delesyonlu olacagindan Hemoglobin Bart, hidrops fetalis ile
dzellikle 2. ve 3. trimesterde fetal kayba neden olabilir. Ozellikle Gilineydogu
Asyalilarda cis konfigurasyonlu null allel sahibi bireyler ylksek siklikta bulunmaktadir
ve bu durumdan etkilenmis gebeliklerle sik karsilagiimaktadir. Bu durum bazi akdeniz
kokenlilerde de risk olusturmaktadir. Bu yuzden guneydodu Asyali ve Akdeniz
kokenlilerde fetal kayip oykusu varliginda hemoglobin elektroforezi ve gerekirse
molekuler yontemlerle mutasyonun tanimlanmasi ve ailelere prenatal tani igin genetik
danisma verilmelidir [33]. Bazi aminoasit metabolizma hastaliklari, peroksizomal
hastaliklar ve depo hastaliklari da gebelik kaybina neden olabilir [49]. Gebelik
kaybina yol acabilecek tek gen hastaliklar tablo 4’de 6zetlenmistir. Eger tekrarlayan
erkek fetus kaybi meydana gelirse erkeklerde fetal seyreden X'e bagh genetik
hastaliklar akla gelmelidir. Bu hastaliklar genellikle 3. trimester gebelik kayiplarina

neden olur [33].

2.3.2.1.1.4 X inaktivasyonu

X inaktivasyonu normalde kadinlarin buyuk bir kisminda her hicrede rastgele
olarak meydana gelir ve boylece her iki X kromozomu da yaklagik olarak esit oranda
aktive ve inaktivedir. Ancak bazi kadinlarda rastgele gerceklesmesi gereken
inaktivasyon orantisiz olarak kromozomlardan biri lehine bozulur ve hemizigot
mutasyonlar gebelik kaybina neden olabilir. Literatirde rastgele olmayan X
inaktivasyonunun gebelik kaybi ile iligkili oldugunu iddia eden yayinlar olmasina

ragmen bazi yayinlarda da iligkili olmadigi rapor edilmistir [50, 51].
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2.3.2.1.1.5.HLA Genotipi

HLA-G sitotrofoblastlarin ylzeyinde bulunan ve klasik olmayan bir klas 1

proteindir. Gebeligin gelismesi sirasinda immun sistemden koruyucu bir etkiye

sahiptir. HLA-G eksikliginin ve bazi polimorfizmlerinin dusik sayisini arttirdigini

gOsteren yayinlar olmasina ragmen bu konu hakkinda daha c¢ok c¢alismaya

gereksinim vardir [52].

Tablo 2.4: Gebelik kaybina yol acabilecek tek gen hastaliklar ve iligkili genler [33].

Hemoglobinopati
Alfa Talasemi
Enzim eksiklikleri
Glutarik Asiduiri Tip 2
Smith Lemli Opitz
Peroksizomal Bozukluk
Zellweger Sendromu
Depo Hastaliklari
Gaucher Hastaligi
Sialidozis
Trombofililer
Aktive Protein C Rezistansi (Faktor V
Leiden)
Faktor Il (PT G20210A)
Protein C ve S eksikligi
Antitrombin Il eksikligi
X’e bagli dominant Bozukluklar
Rett Sendromu
incontinentia Pigmenti
HLA-G
Servikal Yetmezlik

Alfa globin

ETFA, ETFB ve ETFDH

DHCR7

PEX (peroksin)

GBA (Glukoserebrosidaz)
NEU1 (N6ramidaz)

Faktor V

Protrombin

MECP2, CDKL5
NEMO

HLA

COL1A1, TGF-B
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2.3.2.1.1.6.Sinirh Plasental Mozaisizm

Sinirli plasental mozaisizm mitotik veya mayotik ayrilma sirasinda meydana
gelen hatalar sonrasi ortaya cikabilir. Sinirli plasental mozaisizm vakalarinin %20
kadarinda gebelik kaybi veya intrauterin gelisme geriligi olabilmektedir. 16.
kromozomun parsiyel trizomisinin mozaik oldugu durumda yuksek oranda gebelik
kaybi rapor edilmistir. Plasentadaki anodploid hicre orani ne kadar yuksekse,
ilerleyen haftalardaki anodploid hucreler ne kadar persiste olursa ve uniparental

dizomiye neden olur ise gebelik kaybi ihtimali o kadar artar [33].

2.3.2.1.1.7 Diger fetal sebepler

Spontan abortuslarda diger fetal faktorler, konjenital organ anomalileri, bazi
enfeksiyonlar, radyasyon ve bazi kimyasallara maruziyet sonucu ortaya c¢ikan
teratojenite, eritroblastosis fetalis, umblikal kord anomalileri sonucu fetusa giden kan

akiminin bozulmasi, anormal plasental yerlesim ve gogul gebelik sayilabilir [53].

2.3.2.2 Maternal Faktorler:

2.3.2.2.1 Enfeksiyonlar:

Spontan abortus etiyolojisinde enfeksiyonlarin dnemi tartismalidir. Dusuklerde
spesifik enfeksiyoz ajanlarin risk faktdrt olarak ileri surildigu calismalar olmasina
ragmen bakteriyel veya viral enfeksiyonlarin tekrarlayan gebelik kayiplarina neden
oldugu konusunda kesin kanitlar yoktur. Transplasental enfeksiyonlar, variola,
vaccinia, sitomegalovirls, parvovirts ve rubella gibi viral veya brusella, M. hominis ve
U.urealyticum gibi bakteriyel ajanlarla olusabilir. Klamidya ve toxoplazma da
transplasental enfeksiyona neden olabilir [1]. Bu konuda c¢ok sayida yayin
bulunmamakla birlikte daha dnce yapilan bir ¢alismada tekrarlayan gebelik kayiplari
bulunan kadinlarda U.urealyticum kontrole gore daha yuksek siklikta bulunmustur
[54]. Daha vyakin zamanda vyapilan bagka bir c¢alisma ise bu bulguyu
desteklememektedir. PCR temelli bu c¢alismada 54 abortus materyali cgesitli
enfeksiy0z ajanlar agisindan arastiriimis ve sadece 1 olguda klamidya DNA’sI ve 4

olguda HPV DNA’sina rastlamiglardir [55]. Bir baska kohort ¢alismasinda enfeksiy6z
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ajanlarin etkisi klinik olarak arastirilmis ve spontan abortus ile anlamli bir iligki
saptanmamigtir [56]. Yine klamidya ile gebelik kaybi arasindaki iliskiyi arastiran
serolojik calismalarda da anlamh bir artis goértlmemistir [57, 58]. Enfeksiyoz
ajanlarin, gebelik kaybina dogrudan fetusu ve plasentayl infekte ederek, villus
enfeksiyonu ve doku hasari meydana getirerek yol actigi dusunulmektedir. Enfektif
ajanlara karsgi olusan immun yanit gebelik kaybi ile iligkili olabileceg@i gibi, fetusun
otoimmun olarak reddini Onleyen mekanizma patojen mikro organizmanin

engellenmeden ¢ogalmasina yol agiyor olabilir [21].

2.3.2.2.2 Endokrin Anormallikler

Gebelik kaybi riskine predispozisyon yaratan endokrin faktérler arasinda tiroid
fonksiyon bozukluklari, diabetes mellitus, polikistik over sendromu ve luteal faz
defektleri sayilabilir. Tiroid fonksiyon bozuklugu olan kadinlarda klinik tabloya siklikla
ovulatuar disfonksiyon ve luteal faz defekti gibi Greme anormalliklerine yol agan
bozukluklar eslik eder [59]. Gebeligin erken déneminde tiroid hormon ihtiyaci
artmaktadir ve klinik olarak hipertiroidi gorulebilir. Bu durumun duasuk riski
yaratmadigi gosterilmistir [59]. Antitiroid antikor varliginin tekrarlayan gebelik
kayiplari ile iligkili olduguna dair yayinlar olmasina kargin bunun sorgulandigi
yayinlarin da bulunmasi nedeniyle bu durum tartismahdir [60-62]. Bir calismada,
tedavi edildikten sonra tiroid fonksiyon testleri normal saptanan hipotiroidi
hastalarinda gebelik kaybi insidansi ¢ok dusuk bulunmus fakat tedavi edilmemis
subklinik hastaligi olan ve belirgin hipotiroidi saptanan ve yuksek tiroid stimulan
hormonu (TSH) bulunanlarda belirgin olarak artmis risk bulunmustur [60].

Gebe kalmadan once kan sekeri regulasyonu iyi olan diyabetik kadinlarin
gebelik kaybi yasama ihtimali nondiyabetik kadinlardan fazla degildir. Fakat ilk
trimesterde artmis kan glukoz ve glikolize hemoglobin seviyeleri olan diyabetik
kadinlar, spontan diisiikler icin énemli 6lgiide artmis risk altindadir [63]. insiiline
bagimli diyabeti olan ve regllasyonu iyi olmayan kadinlarda spontan abortus riski ve
major konjenital malformasyonlarin goérilme sikhi@r artmistir [64].

Ovulasyon ile gebeligin 7-9. haftalarina kadar gegen surede gebeligin devami
korpus luteumdan progesteron salinmasina baghdir. Progesteron Uretiminde veya

kullaniminda meydana gelebilecek bir defekt gebeligin onuncu haftasindan 6nce
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olusan gebelik kayiplarina sebebiyet verebilir. Luteal faz yetmezligi 6zellikle
endometriyumun implantasyona yeterince hazirlanamamasi ve buna bagl olarak
implantasyonun basarisizligi ile gebelik kayiplarina yol agar. Birgok ¢alismada artmig
Luteinizan Hormon (LH) seviyeleri ile tekrarlayan gebelik kayiplari arasinda iligki
saptanmigtir. Bu iliski LH’nin kendisinin yan etkilerine ya da Polikistik over sendromlu

kadinlarda LH’nin indUkledigi hiperandrojenizme bagli olabilir [65-68].

2.3.2.2.3 immiinolojik Faktérler:

Otoimmun ve alloimmun olmak Uzere ikiye ayrilir.

2.3.2.2.3.10toimmiin Bozukluklar:

Kisinin kendi dokularina karsi olusan immun vyanittir. Sistemik lupus
eritamatozus (SLE) ve Antifosfolipit antikor sendromu (AAS) gebelik kayiplariyla
iligkili olan otoimmun hastaliklardir. SLE’de gorulen gebelik kayiplar antifosfolipit
antikorlarla iligkili bulunmustur [69]. AAS tekrarlayan ven6z ve arteryel tromboemboli
ve yine tekrarlayan gebelik kayiplari ile karakterize, otoimmun bir hastaliktir[70].
Klinik ve laboratuvar tani kriterleri mevcuttur. Tani icin klinik ve laboratuar tani
kriterlerinden en az birer tanesinin bulunmasi gerekir. Klinik olarak arteryel, ven6z
veya klclk damar trombozu ve/veya 10 haftadan kiguk en az 3, 10 haftadan blyuk
en az 1 veya plasental yetmezlik, eklampsi, preeklampsi nedenleriyle 34 haftadan
erken en az 1 gebelik kaybindan herhangi birine ek olarak lupus antikoagulani,
antikardiyolipin antikoru (IgG veya IgM) ve anti B2 glikoprotein-1 antikorlarindan (IgG
veya IgM) en az birinin tespiti tani icin yeterlidir [70]. Laboratuar bulgularinin 6 hafta

arayla 2 kez gdsterilmesi gerekir [71].

2.3.2.2.3.2 Alloimmun Bozukluklar

Maternal yanitin fetal ya da plasental antijenlere kargi olusmasidir. Anne ve
babanin paylastigi HLA antijenlerinin fetal allografta karsi olusan maternal immun
yaniti bozarak gebelik kayiplarina yol agtigi dugunulmektedir [72]. Bu teorinin sonucu
olarak tekrarlayan gebelik kaybi goérilen kadinlarin partnerlerinin lenfositleri ile
immunize edilmeleri tedavi olarak denenmis ancak etkinligi ile ilgili farkh sonuglar
alinmigtir [73, 74].
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2.3.2.2.4 Anatomik nedenler

Konjenital uterin malformasyonlar, leimyomlar, uterin adezyonlar ve servikal

yetmezlik gebelik kaybina yol agabilecek anatomik sebeplerdir.

2.3.2.2.4.1Konjenital Uterin Malformasyonlar

Spontan abortuslarda konjenital uterin malformasyon sikligi %2 ve tekrarlayan
gebelik kaybi olgularinda bu oran %6-7’lere kadar artmis olarak rapor edilmistir [75].
Konjenital uterin malformasyonlar, 1988 yilinda American Fertility Society (AFS)

tarafindan 1988 yilinda siniflandirilmistir [76]. Buna gore;

. Klas I: Uterin agenezi ve/veya hipoplazi: Vajinal, servikal, fundal, tubal

veya kombine olabilir.

. Klas Il: Unicorn Uterus: Kommunikan, nonkommunikan, kavite olmayan ve

boynuz olmayan seklinde olabilir.
o Klas lll: Uterin Didelfis: Miiller kanallarinin tam birlesememesidir. iki

serviks ve 2 uterus bulunur.

o Klas IV: Bicornuat Uterus: Komplet veya parsiyel olabilir.

. Klas V: Septat Uterus: Komplet veya parsiyel olabilir.

o Klas VI: Arcuat Uterus: Yay seklinde egri uterus.

. Klas VII: DES (dietilstilbestrol) ile iligskili malformasyon: Intrauterin

donemde DES’e maruz kalan kadinlarda en sik gorulen malformasyon hipoplazidir.

En sik goérilen (%80-90) ve gebelik kaybina en c¢ok yol agan (44,3)
malformasyon septat uterustur [77].

2.3.2.2.4.2Leimyomlar

Myomlarin lokalizasyonu, buyukligune gére daha 6nemlidir ve en sik abortusa
neden olan submukéz myomlardir [78]. Subserdz ve intramural myomlar 5-7 cm’den
kUcUukse abortusa yol agmamaktadir. Komplikasyon gelismezse cerrahi mudahale
endike degildir [79].
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2.3.2.2.4.3Uterin Adezyonlar

Uterin adezyon gelismesi igin endometriumun zedelenmesi gerekir ve en sik
sebep (%90) kiretaj sonrasi meydana gelen endometriyal hasardir. Uterus hacminin
azalmasi, plasental yetmezlige yol agabilecek endometriyal fibrozis ve inflamasyon

nedeniyle abortuslara sebep olurlar [80].

2.3.2.2.4.4Servikal yetmezlik

Servikal yetmezlik, 2. trimesterde tekrarlayan ve agrisiz servikal dilatasyonu
takiben olusmus gec¢ 2.trimester yada erken 3. trimester gebelik kayiplari olarak tarif
edilebilir Tanida en 6nemlisi tekrarlayan 2. trimester gebelik kayip 6ykusudir. Gold
standart gorintileme yontemi transvajinal USG’dir. Ayrica luteal fazda 8 nolu Hegar
bujisinin diren¢ olmaksizin servikal kanaldan ge¢mesi ile de tani konulabilir. Tedavi

icin transvajinal veya abdominal yolla serklaj uygulanmalidir [81].

2.3.2.3 Cevresel Faktorler

Sigara, alkol, asirn kahve tlketimi, deterjanlar, agir metaller, icme suyu katki
maddeleri, elektromanyetik radyasyon, X 1sini maruziyeti gibi birgok ¢evresel faktorin
gebelik kayiplarina neden olabilirler. Sigara kullanan kadinlarda dusuk riskinin 1,2 ile
2 kat arasinda arttigi gosterilmistir [82, 83]. Gebeligin ilk 8 haftasinda alkol kullanimi,
spontan abortus ve fetal anomali riski yaratabilir [84]. Alkol kullanim sikligi artikca
spontan abortus riski de 2-3 kat artar [85]. Gebelik kaybi ile iliskisi kesinlesmis
cavresel faktorler kursun, civa gibi agir metaller, organik ¢ozuculer ve iyonize

radyasyondur [86].

2.3.2.4 Kalitsal Trombofililer

Kalitsal trombofili nedeniyle gebelerde plasental vaskuler zedelenme, infarktus
ve fibrinoid nekroz nedeniyle ablatio plasenta, yineleyen gebelik kayiplari, intrauterin
fetal o&lumler, intrauterin fetal gelisme gerilikleri (IUFGG) ve preeklampsi
gorulmektedir [87]. Kupferminc ve ark. bir galismada kalitsal trombofili sikhgini
preeklampside %64.7, gebelik kaybinda %50, IUFGG'de %61.4 ve ablatio
plasentada %70 bildirmislerdir [88]. Gebelikte kalitsal olarak ortaya cikan en sik
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kalitsal trombofili nedenleri Faktor-VLeiden (F-VL) protrombin G20210A ve
metilentetrahidrofolat reduktaz (MTHFR) gen mutasyonlaridir [87].

2.3.2.4.1 Faktor V Leiden Mutasyonu

Kalitsal trombofililerin en sik gorllenidir. Faktor-V'i  kodlayan genin
1691.nukleotidinde guaninle adeninin yer dedistirmesi sonrasinda faktér-V' in
yapisindaki 506.pozisyonundaki arginin yerine glutamin gecmektedir. Protein C
normalde trombin-trombomodulin kompleksi ve protein S ile aktive olur ve faktor V ve
faktor VIIIi inaktive eder. Mutasyon varliginda bu inaktivasyon 10 kat azalarak,
tromboz riskinin arttig1 goézlenir [89]. F-VL mutasyonu olan hastalarda tromboz relatif
riski homozigotlarda 80 kat, heterozigotlarda 7-10 kat, oral kontraseptif kullananlarda
35-50 kat, heterozigot gebelerde 4-16 kat, hormon replasman tedavisi alanlarda 13-
16 kat artmigtir [90, 91].

2.3.2.4.2 Protrombin G20210A Gen Mutasyonu

ikinci en sik kaltsal trombofilidir. Protrombin geni 3’ ucunda 20210.
pozisyonda Guanin yerine Adenin nukleotidi gelmesi ile olusur [92]. Protrombin
G20210A gen mutasyonu olanlarda tromboz igin relatif risk 2-6 kat artmigtir. Eger
oral kontraseptif kullanilimi mevcut ise risk 16 kat, gebelikte ise 10-15 kat artmaktadir
[93, 94].

2.3.2.4.3 Metilentetrahidrafolat Rediiktaz (MTHFR) Gen Mutasyonu

Metilentetrahidrofolat rediktaz, homosisteinin remetilizasyonu ve metionine
donlisimuinlt sadlar. Bu genin 677. pozisyonunda sitozin yerine timin (C677T)
ndkleotidinin gegmesi ile olusur. Bu mutasyon sonucunda hiperhomosisteinemi
ortaya c¢ikabilir [95]. Hiperhomosisteinemi, endotelyal zedelenme, intima
kalinlagsmasi, duz kas hipertrofisi, disik dansiteli lipoprotein oksidasyonu, lipoprotein
(a) artisi ve DNA hipometilizasyonuna yol agmasi gibi sebeplerle trombofiliye neden
olabilir [96]. Hiperhomosisteinemi ablasyo plasentada %26, intrauterin fetal 6lumde
%11, in utero fetal gelisme geriliginde %38, yineleyen gebelik kayiplarinda %18

oranlarinda saptanmasina karsin yapilan arastirmalarda MTHFR gen mutasyonunun
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tek basina risk faktéri olmadigi belirtiimistir. Ancak bu mutasyona Vitamin B12 veya

Folik asit eksikliginin eslik etmesi halinde riskin arttigi gosterilmistir [97, 98].

2.3.2.4.4 Diger Kalitsal Trombofililer

Ayrica antitrombin eksikligi, Protein C ve S eksiklikleri de diger kalitsal

trombofili nedenleridir ve tromboz ile iligkileri tablo 2.5’de 6zetlenmisgtir.

Tablo 2.5: Kaltsal Trombofililer ve Ven6z tromboemboli [99].

Homozigot: 34,40 kat

Heterozigot: 8,32 kat

% 4-9 Homozigot: 26,36 kat

Heterozigot: 6,80 kat

% 11 0.74
% 0,2-0,3 4.76
% 0,1-2,1 2.19

% 0,02 4.76

2.4 Spontan Abortuslarda Genetik Yaklagim

Oncelikle iyi bir anamnez alinmali ve risk faktorlerini ortaya koymak igin aile
agaci cizilerek pedigri analizi yapiimahdir. Genetik danismanlikta ciftlerin birlikte
degerlendiriimesi gereklidir. Aile agacinda baska bir risk faktéri saptanmamigsa
kromozomal anormalliklerin spontan abortusun en sik sebebi olmasi nedeniyle fetal

dokudan karyotip analizi yapilmasi Onerilir. Karyotip analizi sonucunda spontan
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abortuslarin yaklasik yarisina tani konulmaktadir. Burada akilda tutulmasi gereken
seylerden biri fetal karyotipleme sirasinda hucrelerin viabilitesinin dusuk olabileceqgi
ve kultur basarisizligi intimalidir. Farkh serilerde degigsik oranlar bildiriimekle birlikte
bu oran fetal 6lim ile materyalin alindi§i zaman arasindaki slreye, laboratuvara
tasinma kosullarina bagh olarak ortalama %10- 40 arasinda degisir [100]. Kultar
basarisizligi olasiligina karsi Rapid FISH (Fluorescent In Situ Hybridisation), cesitli
interfaz FISH teknikleri ve QF-PCR (Quantitative fluorescent polymerase chain
reaction) uygulamalari ile andploidi taramalari gergeklestirilebilir. Bu dénemde ortaya
cikabilecek bir diger sorun da maternal hudcre kontaminasyonudur. FISH teknigi
maternal hucre kontaminasyonu agisindan kisithliklari olan bir teknik olmasina
ragmen QF-PCR analizi gibi mikrosatellit belirteclerle fetal ve maternal DNA
karsilastirilarak 6rnegin fetal olup olmadigi anlasilabilir.

Fetal karyotipin normal olarak saptandigi olgularda mikrodelesyon
sendromlari, kaltsal trombofililer ve fetal 6lime yol acgabilecek tek gen hastaliklari
acgisindan dikkatli olmak gerekmektedir. Kalitsal trombofililer ve tek gen hastaliklari
icin dizi analizi, strip testler, real time PCR gibi gesitli molekiler yontemler ile tanisal
yaklasim getirilebilir. Yapilabiliyorsa fetal otopsi ve plasentanin degerlendiriimesi ile
tek gen hastaliklari, mikrodelesyon sendromlari gibi sebepler icin kanitlar elde
edilebilir [33].

Teknolojinin  gelismesi ile uygulamaya giren ve tum genomun
degerlendiriimesine olanak saglayan yuksek rezolUsyonlu tekniklerle kopya sayisi
tekrarlari, kriptik delesyon ve duplikasyonlar arastirilabilir [33]. Ancak Ulkemiz i¢in bu
yontemler henuz oldukga pahali ve ulasiimasi kolay olmayan uygulamalardir. Ayrica
bu calismalardan elde edilen sonuglarin yorumlanmasi da oldukg¢a zordur. Elde
edilen bulgularin degerlendirilebilmesi icin gerekli veritabanlarinin olusturulabilmesi
icin henlz zamana ihtiya¢c vardir. Ayrica fetal orneklerden elde edilen bilgilerin
ebeveynlerde de arastiriimasi gerekmektedir.

Tum bu caligmalara ragmen etyopatogenezin aydinlatilamadigr durumlar
genetik danismanligi en zor konulardan biridir.

2.5 Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor (VEGF)
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Fibroblast growth factor (FGF) ve platelet-derived growth factor (PDGF) gibi
bayume faktorleri birgok farkli hicre tipi Uzerine etkili mitojenler olmalarina kargin
VEGF sadece endotelyal hiicreler Uzerinde mitojen aktiviteye sahiptir. VEGF geni, 6.
kromozomun kisa kolunda (6p12) lokalize 8 ekzonlu bir gendir [101]. VEGF,
homodimerik bir glikoprotein yapida olup molekuler agirligi 45000 daltondur. Belki de
insan tumor anjiogenezinin  major regulatorudar. 1994 vyilinda fare deneyleri

sonucunda VEGF ekspresyonunun hipoksi ile arttigi gosterilmistir [102].
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Sekil 2.2: VEGF geninin 6. kromozom Uzerindeki lokalizasyonu.
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VEGF ailesi, VEGF-A,-B,-C,-D,-E ve plasenta blylime faktérinden olusur.
VEGF, insanlarda, 121, 145, 165, 189 ve 206 aminoasitli, glikozile homodimerik
glikoprotein olarak en az 8 farkh splicing varyanti bulunur [103]. VEGF’nin endoteliyal
hicre proliferasyonu ve farklilagsmasinin uyariimasi yanisira , vaskuler gecirgenligi
artirmak, endotel Uzerine etki ederek vazodilatasyonu yurutmek gibi gorevleri
bulunmaktadir (Sekil). Bu 6zellikleri sayesinde fizyolojik ve patolojik anjiogenezin
major regulatoradar [104]. VEGF’nin FLT1 ve KDR/FLK1 adi verilen 2 adet
endotelyal reseptdori mevcuttur (VEGFR-1 ve VEGFR-2). Bu reseptorler yuksek
affiniteli transmembran tirozin kinaz reseptorleridir [105]. VEGF yapimi, TGF-beta,
PDGF, GF1 gibi birgok blytume faktori ve sitokinler ile dizenlenir [103, 104]. Ayrica
VEGF, Nitrik Oksit Sentetaz 3 (NOS3)'Un endotelyal hicrelerindeki ekspresyonunu
ve Nitrik Oksit (NO)'nun yapimini artirir [106].
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Sekil 2.3: VEGF formlari ve baslica fonksiyonlari [107]

VEGF-A: Plasenta

VEGF-B: Ndral dokular

VEGF-C: Plasenta

VEGF-D: Cegitli dokular-plasenta haric
PIGF : Plasenta ve dijer dokular

VEGF-A, PIGF VEGF-A, VEGF-B, VEGF-A VEGF-C, VEGF-D
l PIGF
s- VEGFR-1 VEGFR-1 VEGFR- 2 VEGFR- 3
(s-Fit-1) (Fit-1) (FIk, KDR) (Fit- 4)
; ¥ v ‘
Anti anjiogenez Endotelyal tiibiiler Vazodilatasyon Lenfatik ve Endotelyal
formasyon ¥ hiicre geligimi

2.5.1 VEGF Gen Ekspresyonunun Duzenlenmesi

VEGF, vaskuler hicre endoteline spesifik mitojen etki gosteren ve endotel
hucre farklilasmasi ve mevcut damarlardan yeni kapillerlerin gelismesi icin gerekli bir
bayume faktorudur. Anjiyogenik aktivite gosteren cesitli buylme faktorleri olsa da
VEGF anjiyogenezin ana dizenleyicisidir.

in situ hibridizasyon yéntemi ile yapilan calismalarda VEGF mRNA’sinin
tumorlerin nekrotik bolgelerine komgu alanlarda arttigr gosterilmigtir. Hipoksi; VEGF
geninin ekspresyonunda hem in vivo hem de in vitro ortamda ana duzenleyici rol
oynar ve VEGF gen transkripsiyonunu indukler. VEGF geninde promotor bdlgede 28
baz ciftlik hipoksi yanit elementi (HRE) bolgesi bulunmaktadir ve bu boélgenin silindigi
transgenik farelerde Amyotropik Lateral Skleroz (ALS) benzeri Klinik tablo rapor
edilmistir [108]. Hipoksik kosullarda endotel hlcresinde, hipoksi ile indUklenebilen
faktor-1 (HIF-lalfa/beta), VEGF geninin 3’ kismindaki enhancer bdlgesine baglanir
ve promotor bolgedeki HRE, VEGF trankripsiyonunu aktive eder. Bununla birlikte
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hipoksik kosullarda VEGF’nin duzenlenmesinde transkripsiyon aktivasyonuna ek
olarak mRNA’da stabilite artigi meydana gelir.

Hipoksi haricinde VEGF ekspresyonunda etkili birgok molekll tanimlanmistir.
IL-1 gibi inflamatuar sitokinler, IGF, TSH ve ACTH gibi birgok hormon ve epidermal
bayume faktort, TGF-beta veya keratinosit buyume faktora gibi buyame faktorleri de
VEGF mRNA ekspresyonunu duzenleyici olabilir [109, 110].

2.5.2 VEGF Ve Gebelik

Neovaskularizasyon disi reproduktif sistemindeki tim organlarin normal
fonksiyonlarini gdsterebilmesi igin gereklidir. Birgok arastirmaci VEGF’nin uterus ve
overde eksprese olarak ovulasyon, embriyo implantasyonu ve plasental gelisim igin
gerekli oldugunu gostermistir. Ek olarak ovaryan hiperstimilasyon sendromu,
preeklampsi ve endometriozis ile de iligkilendirilmistir [111]. Fetoplasental
neovaskularizasyon icin vaskiler permeabilite artisina ihtiyag vardir. VEGF, bu
surecte KDR/FLK1(VEGFR-2) reseptoru ile Nitrik Oksit aracili vazodilatator ajan
olarak rol oynar. Sekil 2.4'de fetoplasental alan ve bu alanda eksprese olan
vazodilatatér genler gdsterilmistir. Sekilde mavi ve yesil renkli alanlar fetal dokulari,

kirmizi ve kahverengi alanlar maternal dokulari sembolize etmektedir [107].
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Sekil 2.4: Fetoplasental alanda eksprese olan vazodilatatér genler [107]

Fetoplasental Alan (1) Villéz Sinsityotrofoblast
COX, eNOS, KAUB2R, ANG-(1-7), ACE2, VEGF/KDR

(2) Villoz Sitotrofoblast
COX, eNOS.B2R. ANG-(1-7).ACE2 VEG/KDR.KAL

(3) Fetoplasental endotel
COX, eNOS KAUBZR, ANG-(1-7), ACEZ, VEGF/KDR

(4) Subplasental Sitotrofoblast
eNOS ANG-(1-T) ACE2 VEGF/KDR KAL,BZR

(5) invaziv Sinsityotrofoblast

R

eNOS KALBZR, ANG-(1-7),ACE2,VEGF/KDR

&
&

’
Y
"
y
0

)

(6) interstisyel (Extravill6z) Trofoblast

COX.eNOS KALB2R ANG-(1-7) ACE2,VEGF/KDR

(7) intramural (invaziv) Trofoblast
eNOS KAUB2ZR, ANG-(1-7), ACE2VEGF/KDR

(8) intraarteriyel (invaziv) Trofoblast
COX, KAUB2R, ANG-(1-7), ACE2, VEGF/KDR.eNOS

2.5.2.1 Overde VEGF

VEGF’nin overde eksprese oldugu ve gelisim, segilim, maturasyon, ovulasyon
korpus luteumun korunmasinda gérev aldigi 2000’li yillarin baginda ortaya konmustur
[112, 113]. Overde anjiyogenez, erken folikil gelisimi sirasinda teka hucre
diferansiyasyonundan oénce baglar ve tim folikilogenez ve ovulasyon suresince

devam eder. Calismalar VEGF’nin ovulasyonu otokrin etki ile regile ettigini
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gostermistir [114]. Luteal formasyon ve gelisimi de anjiyogenez ile iligkilidir. VEGF ve
reseptorleri, luteal ve endotel hlcrelerde eksprese olarak anjiyogenezi ve vaskuler

permeabiliteyi otokrin olarak duzenler [115].

2.5.2.2 Menstriel Siklusta VEGF

VEGF’nin insan ve diger memelilerde, menstriel siklusta endometriumda
anjiyogenez ve vaskuler permeabiliteyi arttirarak ¢ok énemli rol oynadigina dair gok
sayida veri bulunmaktadir. Permeabilite artisi ile ince kondanse endometrium,
kalinlagir ve sekretuar bir yapiya donusur. VEGF ekspresyonu menstriel siklusun
ge¢ proliferatif ve luteal fazinda artar. Proliferatif fazda KDR reseptora, FIt1
reseptorinin 2 kati kadarken mid sekretuar fazda azalir ve FIt1 reseptori en yiksek

dizeyine ulagir [116].

2.5.2.3 Embriyo implantasyonunda VEGF

Embriyo implantasyonu igin implantasyon bolgesindeki permeabilite artisi ¢ok
onemlidir. Calismalar VEGF’nin endometrial damarlarin permeabilitesini ve
anjiyogenezini regule ettigini gostermistir [117]. Farelerde gebeligin 4. glininde Flt1
MRNA’sinin eksprese oldugu gosterilmis. Ayrica FIt1 ve FIk1'in mesometriumda
birlikte eksprese oldugu, ancak kan damari bulunmayan implantasyon bdlgelerinde
eksprese olmadiklart rapor edilmistir [118]. VEGF’nin endometrial stromal
desidualizasyonla iligkili oldugu bildirilmistir. Memelilerde stromal hucreler implante
olmus embriyoyu cevreler. Endometrial epitelin proliferasyonu ve diferansiyasyonu
icin  VEGF’nin gerekli oldugu gosterilmistir [111]. VEGF’nin trofoblast hicre
infiltrasyonu ve invazyonunda da rol oynadigi ve feto-maternal sinyal iletiminde

fonksiyon gosterdigi bilinmektedir [119].

2.5.2.4 Embriyogenezde VEGF

Embriyogenez embriyonun maternal dokulara infiltre olmasinin hemen
ertesinde baslar ve bu slrecgte gerekli olan anjiyogenez, VEGF ve reseptorleri
tarafindan kontrol edilir. insan genomunun embriyonun 4 hiicreli evresinde aktive
oldugu ve VEGF’nin de 8 hucreli iken aktive oldugu tespit edilmistir [120]. Yani

insanda en erken aktive olan genlerden biri VEGF’dir. Fare deneylerinde VEGF’nin
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heterozigot kaybinin anormal embriyo gelisimine neden oldugu ve homozigot kayip
halinde gebeligin 11 ve 12. gunlerinde fetal 6lum gerceklestigi gosterilmigtir [6]. Yine
farelerde kardiyovaskiler sistemin normal gelisiminin VEGF dozaji ile iligkili oldugu
gosterilmistir.  VEGF konsantrasyonunun azalmasi geri donlsumsiz hasarla
sonuglanmigtir [121]. Flk1 reseptorinun homozigot rekombinasyonuna sahip
farelerin gebeligin 8,5 ve 9,5. gunlerinde kan damari gelisim kusuruna ve ¢ok dusuk
hematopoeze bagh oldugu, FIt1 reseptorindeki homozigot kayiplarda da ayni
glnlerde fetal 6lim goéraldiglu ancak 6lum sebebinin endotel hicrelerinin agir

gelismesi ve dizorganizasyonu oldugu tespit edilmistir [122, 123].

2.5.2.5 Plasental Gelisimde VEGF

insan plasentasinda VEGF ekspresyonunun fetal ve maternal kaynakl olarak
villoz trofoblastlar ve makrofajlarda lokalize oldugu gosterilmistir [124]. Gebeligin 6.
haftasinda maksimum seviyedeyken gebelik boyunca azalarak eksprese olmaya
devam eder. Gebeligin erken déneminde anjiyogenez ve villdz kan damarlarinin
gelisiminde rol oynarken ilerleyen haftalarda damar saglamhigl ve permeabilitenin
devam etmesini saglar. VEGF, KDR reseptdorl aracihidiyla endotel hicre
proliferasyonu ve kendisinin flt1 reseptériine baglanmasini saglar. insan trofoblast
hicrelerinde KDR ekspresyonunun saptanmasi, gestasyonel suregte VEGF’nin
otokrin etki ile etkili oldugunu gostermektedir [125].

VEGF, Kadin reproduktif sisteminde Ovaryan Hiperstimilasyon Sendromu
(OHSS), preeklampsi ve endometriozis ile de iligkilendirilmistir [126-128]. Papazoglou
ve ark. 2004 yilinda yapti§i bir calismada preeklampsi ile fonksiyonel, sik goérilen
VEGF polimorfizmleri arasindaki iligkiyi arastirmis ve promotor bodlgede bulunan
-2578 C/A polimorfizmi ile preeklampsi arasinda iligki saptanmamigtir. Ancak 3 UTR
bolgesindeki 936C/T polimorfizminin preeklampsinin agirhdi ile iliskili oldugunu rapor
etmislerdir. Ayrica T alleli tasiyanlarda serum VEGF dizeyini CC genotipine gore
anlamli olacak sekilde dusuk saptanmigstir [129]. Kore’de vyapilan bir baska

arastirmada da ayni polimorfizmin preeklampsi ile iliskili oldugu gosterilmistir [130].
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2.5.2.6 VEGF ve Gebelik Kaybi

Immun boyama metodlari ile midsekretuar faz ve erken gebelikte insan
endometriumunda VEGF saptanmis. Arastirmacilar immunhistokimyasal yontemle
tekrarlayan gebelik kaybi olanlarda ve normal gebeliklerde 7-11. gebelik haftalarinda
VEGF ekspresyonunu arastirmiglar ve TGK grubunda sito ve sinsityotrofoblastlarda
VEGF ekspresyonuna rastlamazken normal kontrol grubunda zayif VEGF
ekspresyonunun oldugunu gdstermiglerdir. Ayni arastirmada VEGF reseptor
dizeyleri de normal kontrol grubunda pozitif saptanirken TGK grubunda oldukca
zayif olarak saptanmigtir. Plasental villis ve desidual stromal ve endotel hicrelerde
VEGF ekspresyonu agisindan TGK ve kontrol grubunda bir fark saptanmamisken
VEGF reseptor duzeyleri bu hicrelerde TGK grubunda kontrole gére azalmis olarak
saptanmistir [131]. Bu bulgular VEGF dlzeylerinin tekrarlayan gebelik kaybina yol
acgabilecegi hipotezini desteklemektedir. 1994 yilinda Kanadali arastirmacilar
immuanohistokimyasal yontemler ile sito ve sinsityotrofoblast hucrelerinde VEGF
varhgini arastirmiglar ve VEGF’nin ilk trimesterde sadece sitotrofoblastlarda,
gebeligin geri kalaninda ise sinsityotrofoblastlarda da var oldugunu géstermislerdir.
VEGF’nin 6zellikle ilk ve ikinci trimesterde yuksek duzeyde olmasi nedeniyle vill6z
vaskller agin olusumunda trofoblastlarin aktif rol oynuyor olabilecedini iddia
etmislerdir [8].

Erken gebelikte VEGF’'nin merkezi bir rol oynadi§i daha o6nceki hayvan
deneylerinde  gosterilmistir [132]. Ayrica basarili embriyo implantasyonu igin
VEGF’nin vaskuler permeabilite artisi ve endotel hicre proliferasyonu fonksiyonlari
gereklidir [133, 134]. Koryonik villis vaskullarizasyonu ve embriyonik gelisim arasinda
yakin iliski oldugu gdsterilmistir [120, 135]. insan blastokistlerinde VEGF tarafindan
kodlanan mRNA gosteriimesi, implante olan embriyonun implantasyon bdlgesinde
vaskularizasyonun acilen baslatildigini gdstermektedir [8, 136]. Daha sonraki
haftalarda insan plasentasinin zengin bir VEGF kaynagi oldugu yapilan ¢alismalarla
gOsterilmigtir [5, 137, 138]. Bu arastirmalar i1siginda VEGF mutasyonlar ve/veya
polimorfizmlerinin gebelik kaybi riskini arttiracagi soylenebilir.

VEGF sistemi iki agonist (KDR ve FLT1) ve bir antagonist (sFLT) reseptori
icerir [139]. Ek olarak VEGF ligand reseptor etkilesimi ile sitotrofoblastlarin

diferansiyasyonu, invazyonu ve hayatta kalmasini destekler [140]. Ayrica VEGF’nin
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matur damar endotelinde apoptozisi inhibe ettigi gosterilmistir [141, 142]. Bu
Ozellikleri nedeniyle VEGF genindeki polimorfizmler gibi ekspresyonun azalabilecegi
durumlar, hem trofoblastik etkilerinin azalmasi hem de endotel apoptozisinin artmasi
ile plasenta dekolmani ve spontan abortuslara sebep olabilir.

Nitekim VEGF’nin -1154G>A polimorfizmi ile tekrarlayan gebelik kaybi
arasindaki iligkiyi ortaya koymak icin yapilan bir arastirmada 2 veya daha fazla
gebelik kaybi bulunan 152 kadin ve 65 kontrolde bu polimorfizm arastiriimis ve TGK
olan olgularin %16’sinda ve kontrol grubunun %6’sinda homozigot olarak saptanmis
ve bu polimorfizmin TGK ile iligkili oldugu saptanmistir. Bdylece bu polimorfizmi
homozigot olarak tagiyanlarda TGK’ya yatkinlik varligindan sézedilebilir [143]. Kore’'li
kadinlarda, sik goérilen bazi VEGF polimorfizmleri (-2578C>A, -1154G>A, -634G>C,
936C>T) ve tekrarlayan spontan abortus arasindaki iliskiyi arastiran bir calismada
hem -1154G>A polimorfizmi hem de CAGT haplotipinin sinirda anlamli bulundugu
gosterilmigtir [144].

Yine Kore’de 2003 yilinda yapilan bir ekspresyon calismasinda 6 adet
tekrarlayan gebelik kaybi olgusunun ve 6 adet elektif terminasyon olgusunun
koryonik villis o6rneginde VEGF ekspresyonunun 6. ve 8. gebelik haftalarinda
arastinimasi sonucunda VEGF ekspresyonunun TGK 6rneklerinde istatistiksel olarak
anlamli sekilde azaldigi gosterilmigtir. Bu arastirma gebelik esnasinda yetersiz
anjiogenezin fetusun anormal gelisimine veya dismesine yol acabilecegini
gOstermigtir [145].

Tum bu bilgilerin 1s1giInda amacimiz sitogenetik olarak normal oldugu
degerlendirilen spontan abortus olgularinda etiyopatogenezden sorumlu olabilecigini
dusundugumuz ve literaturde maternal DNA c¢aligsmalarinda gebelik kayiplari ile
iliskisi tanimlanmig, fonksiyonel olarak VEGF duzeyini ve ekspresyonunu degistirme
potansiyeli olan -2578 C/A ve 936 C/T polimorfizmlerinin spontan abortusla iligkisini
aragtirmak ve abortuslarin etiyopatogenezi ile ilgili yeni yaklasimlar gelistirmeye

calismaktir.
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2.5.2.7 VEGF -2578 C/A ve 936 C/T polimorfizmleri

2.5.2.7.1 VEGF -2578 C/A polimorfizmi

Bu polimorfizm genin promotor bdlgesinde yer alan bir polimorfizmdir [146].
Steffensen ve arkadaslari tarafindan bu polimorfizmin plazma VEGF seviyesi
uzerinde etkili oldugu gosterilmistir[147]. VEGF genotipleri ile periferik kan
mononukleer hicrelerde VEGF Uretimi arasindaki iliski sekil 2.5°’de gosterilmigtir.
Sekil 2.5: VEGF genotipleri ile periferik kan mononukleer hiicrelerde VEGF
uretimi arasindaki iligki [148].

3500
3000
2500
Ortalama
VEGF
Uretimi 2000
pg/ml
1500
1000 -
500 -
0

CA AA
n=15 n=6

Farkli populasyonlarda -2578 C/A polimorfizminin genotip dagihmi ve allel
frekanslari tabloda gosterilmistir.

Tablo 2.5: -2578 C/A polimorfizminin genotip dagihimi ve allel frekanslari[149]
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2.5.2.7.2 VEGF 936 C/T polimorfizmi

VEGF geninde 3'UTR bolgesinde bulunur [150]. Renner ve arkadaglari VEGF

plazma konsantrasyonu ile VEGF polimorfizmlerini arastirdiklari bir calismada 936

C/T polimorfizminin plazma VEGF seviyesini etkileyerek fonksiyonel bir polimorfizm

oldugunu rapor etmisler [151]. Serum VEGF seviyesi ile bu polimorfizm arasindaki

iliski sekilde gosterilmigtir.
Sekil 2.6: Serum VEGF seviyesi ile 936 C/T polimorfizmi arasindaki iligski[152].
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Farkli populasyonlarda 936 C/T polimorfizminin genotip dagihimi ve allel

frekanslari tabloda gosterilmistir.

Tablo 2.6: 936 C/T polimorfizminin genotip dagihmi ve allel frekanslari [153].

CIC CIT T/T HW C alleli T alleli
Avrupa 0.661 0.305 0.034 1.000 0.814 0.186
Asya Cin 0.711 0.222 0.067 0.150 0.822 0.178
Asya Japon 0.659 0.318 0.023 0.655 0.818 0.182
Afrika 0.864 0.136 0.584 0.932 0.068
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3. GEREG ve YONTEM

3.1 Orneklerin Segimi

Ornekler Ege Universitesi Tip Fakultesi (EUTF) Tibbi Genetik Anabilim Dali’na
2007-2010 yillarn arasinda ayni dénemde EUTF Kadin Hastaliklari ve Dogum

Klinigi'nden gelen 277 abortus materyali icinden herhangi bir kromozomal anomali

saptanmayan 81 adet (27 erkek/ 54 kiz) abortus materyali segilerek ¢calismaya dahil

edildi. Abortus materyallerinin karyotip analizi dagihmi sekil 3.1

ve 3.2de

gOsterilmigtir. Kontrol grubu ise populasyonu temsil etmesi igin saglikli 50 kadin ve

50 erkek olarak secilmigtir.

Sekil 3.1: 2007-2010 yillari arasinda karyotip analizi yapilan tim abortus

materyallerinin dagilimi.
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Sekil 3.2: Trizomi saptanan olgularin dagilimi
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Trizomi 10
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Trizomi 12
Trizomi 17

3.2 Orneklerin Toplanmasi

Calisma basladiktan sonra gelen abortus 6rneklerinden ayrilan érnekler DNA
izolasyonu yapilmasi amaciyla 1.5 cc’lik epphendorf tlplerine alindi. Eski abortus
drneklerinin DNA izolasyonu icin ise EUTF Tibbi Genetik AD arsivindeki metanol
asetik asit suspansiyonlari kullanildi. Tum abortus materyalinin DNA izolasyonu High
Pure PCR Template Preparation Kit'i (Roche) kullanilarak yapildi. Kontrol grubundan
2 cc periferik kan 6rnegi EDTA’I tlplere alindi ve Invisorb spin blood kit (INVITEK) ile
DNA izolasyonu yapildi.

3.3 Kandan DNA izolasyonu

Gerekli alet ve kimyasal listesi:

e Magna Pure LC Robotik DNA izolasyon Cihazi (Roche Diagnostik)
e Ornek Kartuglar
e Reagent Kartuslari
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e Epphendorf tipleri

e Proteinaz K

e Lysis/Binding Buffer

e Wash buffer |

e Wash bufferr Il

e Elution buffer

e Magnetic Glass Particles (MGPs) Suspansiyonu
e Otomatik pipetler (1-10 mikrolitre, 10-100 mikrolitre ve 100-1000 mikrolitre)
e Steril sari ve beyaz pipet uclari

o Saklama Kartusu

e Eppendorf tlp tasiyicilari

e Vorteks (Heidolph Reaks Top)

e Santirfj (Sigma 1-15)

e Steril eldiven

DNA izolasyonlari Magna Pre LC Robotik DNA izolasyon Cihazi yardimiyla

asagida belirtilen protokole uygun olarak toplanan EDTA'l  kanlardan

gerceklestiriimistir. Finalde her érnege ait 100 mikrolitre DNA elde edilmisgtir.

w N e

200 pl kan Ornek kartusu icine aktarilir.

300 ul Lysis/Binding Buffer eklenir.

Bu ¢obzelti Magna Pure LC Robotik DNA izolasyon Cihazindaki érnek kartusu
bdlgesine yerlestirilir.

Ka¢ adet DNA izolasyonu yapilacagina bagli olarak diger suspansiyonlardan ne
kadar ekleneceg@i system tarafindan belirlenir ve tavsiye edilen miktarda Magnetic
Glass Particles (MGPs) Suspansiyonu, Proteinaz K, Elution Buffer, Wash Buffer 1 ve
Wash Buffer 2 sollsyonlari programda gosterildigi gibi uygun reagent kartuslarina
yuklenerek uygun yerlere yerlestirilir.

Ornekler ve kullanilan diger kimyasallar yerlestirildikten sonra sistemin kullanacag!
steril pipet uglari programda belirtilen yerine yerlestirilir.

Maksimum 32 adet Dna izolasyonu ayni anda yapilabilmektedir.
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7. Program calistirilir. Tim iglemler cihaz tarafindan otomatik olarak gergeklestirilir.
8. Elde edilen DNA’lar DNA saklama kutularina konulur ve -20° C ’ de saklanir.

3.3.1 Abortus materyalinden DNA izolasyonu

Yeni gelen abortus oOrneklerinden 25-50 mg doku pargasi 1,5 ml lik
mikrosantriflj tipUne alinarak tzerine 200 pl Tissue Lysis Buffer ve 40 pl proteinaz K
eklendi ve 55°C sicaklikta 6rnegin tamami sindirilene kadar, minimum 1 saat
bekletildi. 200 pl binding buffer eklendi ve 10 dakika 70 °C’de inkube edildi. Metanol
asetik asit fiksatif suspansiyonundaki materyal ise 13000 rpm de 5 dakika santrif(j
edildi ve sUpernatan kismi uzaklastirilarak 2 kez 200 yl PBS sollsyonu ile yikandi.
Her 6rnege 200 pl binding buffer ve 40 ul proteinaz K eklendi ve bu karisim 70°C de
10 dakika inkube edildi. Bu agsamadan sonra yeni ve eski ornekler icin ayni
basamaklar uygulandi. Once 100 pl isopropanol eklendi ve pipetaj ile karistiridi.
Ornekler 6nceden hazirlanan filtreli tek kullanimlik tiiplere aktarildi ve 8000 g devir ile
1 dakika santrifij edildi. Filtreler alinarak yeni tuplere aktarildi. 500 pl inhibitor
removal buffer eklendi ve 8000 g devir ile santrifij edildi. Filtreler alinarak yeni
tuplere aktarildi. 500 pl wash buffer eklenerek 8000 g de santriftj edildi( bu islem 2
kez tekrar edildi). Daha sonra filtreler yeni tlplere aktarilarak wash buffer iceriginde
bulunan etanollin uzaklastiriimasi icin maksimum devirde 1 dakika santriflij edildi.
Filtreler kapakh mikrosantrifij tiplerine alinarak Gzerlerine dnceden isitiimis 200 pl

elution buffer eklendi ve 8000 g devirde 1 dakika santrifuj edildi ve filtreler atild1.

3.4 DNA Amplifikasyonu

3.4.1 Gerekli Alet Ve Kimyasallar Listesi

e Termal cycler (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700)
e Otomatik pipetler (1-10 mikrolitre ve 10-100 mikrolitre)

e Steril sari ve beyaz pipet uglari

e 0.5lik ve 1.5'lik eppendorf tupleri (Axygen)

e Eppendorf tip tastyicilari

e 0.2'lik PCR tupleri (Axygen)

e Steril kavanozlar
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o Steril eldivenler

e Buz kalibi

e Deiyonize su

e Tag DNA polimeraz (Fermentas# EP402 Lot 4835)
e MQgCI2 (Fermentas# Lot 4835)

¢ 10X PCR Buffer (Fermentas# Lot 4835)
e dNTP karigimi

e 10 mikrolitre dATP

e 10 mikrolitre dTTP

e 10 mikrolitre dGTP

e 10 mikrolitre dCTP

e 60 mikrolitre distile su

e Primerler:

3.4.2 Primerlerin Sulandiriimasi

Liyofilize durumdaki primerlere kullanma talimatinda belirtilen miktarda su
eklenerek ve 100 pikomol/mikrolitre’lik stok c¢ozeltiler hazirlandi. PCR isleminde
kullanilmak Uzere stoktan 10 pikomol/mikrolitre’lik konsantrasyonlu 100 mikrolitrelik

sulandiriimis primerler hazirlandi.

VEGFA geni 2578C/A (rs699947) polimorfizmi igin
F: GGATGGGGCTGACTAGGTAAGC
R: GTTGGAGGAAAAGGGGGCT primerleri kullanildi.

VEGFA geni 936C/T (rs3025039) polimorfizmi igin
F: AAGGAAGAGGAGACTCTGCGC
R: CTGTAGACACACCCACCCACATA primerleri kullanildr.

3.4.3 Reaksiyon Karigimi

Her bir érnek igin hazirlanan total PCR reaksiyon karigimi 25 mikrolitredir.
H,O, 10X buffer, MgCl, (25mM), dNTP, primerler ve Taq Polimerazdan olusan

karigim her bir reaksiyon tipune dagitildi ve en son DNA 6rnekleri eklendi.
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VEGFA geni rs699947 ve rs3025039 polimorfizmleri igcin PCR Mix Hazirlanigi

e HyO: 11,2 mikrolitre
e 10X buffer: 2.5 mikrolitre
e MQgCl; (25mM): 2.5 mikrolitre
. ONTP: 1 mikrolitre
e primerler: 1,25 mikrolitre

e Taq Polimeraz: 0.3 mikrolitre

e DNA: 100 nanogram

3.4.4 izlenen PCR Programi

Denatiirasyon 94 °c 5 dakika 1 déng(i

—
Denatiirasyon 94 °c 45 saniye
Baglanma 60 °c 30 saniye > 35 dongu
Uzama 72 %°c 45 saniye

_/

Final Uzama 72 °c 7 dakika 1 déngi

Her 2 polimorfizm igin ayni kosullarda amplifikasyon gerceklestiriimigstir.

Amplifikasyon Griinleri PCR programi bittikten sonra +4 °c’ de saklandi.

3.5 Agaroz jel elektroforezi

Gerekli alet ve kimyasal listesi:

* Yatay elektroforez

» Gug kaynag

* Mikrodalga firin

* Erler mayer

* Mezurler (50 ml, 100 ml, 500 ml)
* Pipetler (2ml, 1,5 ml, 10 ml)
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* Pens ve ¢esitli boyutlarda cam siseler

* Agaroz (Sigma, A5093 Lot 51K01131)

* Etidyum bromr (Sigma)

» Orange G (Biological Industries Lot 204804)

* DNA markir (Fermentas, O’'Range Ruler 100bp DNA Ladder)
* Deiyonize su

» Goruntuleme cihazi

* Hassas tarti

* pH metre

VEGFA geni igin arastirdigimiz boélgelerin PCR urininde amplifiye olup
olmadiginin kontroll igin, %2’lik agaroz jelde PCR drunleri yurutuldu. Elektroforez
tabaginin icine, PCR koyabilecegimiz kuyucuklarin olusmasi igin taraklar yerlestirildi.
100 ml’lik erler igine, 2 gr agaroz ve 100 ml 0.5X TBE konulup mikrodalga firinda
Isitilarak eritildi. Berrak gorinim saglaninca, 16 mikrolitre etidyum bromur eklenip
karistirildi ve hazirlanan tabaga dokuldu. Jel donmasi icin beklendi. Jel donduktan
sonra ornekler jele yuklenirken; bir parca parafilm Gzerine 5 mikrolitre orange G ve 5
mikrolitre PCR UranU kanstirilip, jeldeki kuyucuklara yuklendi. Elde edilen PCR
artnlerinin dogru amplifiye olup olmadigi kontrol etmek igin, her jele markor yuklendi.
120 volt akimda yudriadukten sonra jel goéruntileme sistemi ile incelendi. PCR

aranlerinin jel gorunttilemesi sekilde gosterilmigtir.
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Sekil 3.3: VEGF geni 936 C/T (rs3025039) ve 2578C/A (rs699947) PCR Grlna

198 bp

324bp

3.6 DNA’nin Enzimatik Kesim islemi

3.6.1 Gerekli Alet ve Kimyasallar Listesi

o Etlv

o Bgl 1l enzimi (Roche) ve buffer

o Hinl Il enzimi (Fermentas) ve buffer
o Distile su

PCR Urlnlerinin agaroz jel elektroforezinden amplifikasyonun olusum kontrolU
yapildiktan sonra enzimatik kesim iglemi yapildi. VEGF geni 2578C/A (rs699947)
polimorfizmi i¢in ¢ogaltilan bdlge PCR urinu 324 bg (baz cifti)'dir. Bgl Il enzimi ile
PCR urinu spesifik bolgeden kesildiginde 202 bg ve 122 bg uzunlugunda PCR Grinu
elde edilir. VEGF geni 936 C/T (rs3025039) polimorfizmi i¢in ¢ogaltilan bdlge PCR
arint 198 bg (baz cifti)dir. Hinl 1l enzimi ile PCR drunu spesifik bodlgeden
kesildiginde 112 bg ve 86 b¢ uzunlugunda PCR drtunu elde edilir. Bu polimorfizmler
icin agaroz jel elektroforezinde elde edilen gdruntilere ait drnekler sekilde 3.4'de
gosterilmisgtir.
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Sekil 3.4: VEGF geni 2578C/A (rs699947) polimorfizminin Bgl Il enzimi ile kesim

350 be
300 be
250 bg
200 bg
150 bg

100 bg

50 bg

Sekil. 3.5: VEGF geni 936 C/T (rs3025039) polimorfizmi Hinl 1l enzimi ile kesim

200 bg
150 bg

100 bg

50 bg




3.6.2 VEGF -2578 C>A Polimorfizmi igin Enzim Kesimi

Kesim Kosullart:

Bgl Il enzim kesimi:

PCR drina 10 ul
Buffer 2,5 Ml
Enzim 120 U) yl
H20 11,5 ul

37 °C’de 12-16 saat inklibasyon uygulandi.

3.6.3 VEGF 936 C>T Polimorfizmi i¢cin Enzim Kesimi

Kesim Kosullarr:

Hinl Il enzim kesimi:

PCR drunu 10 ]
Buffer 25
Enzim 15 U) ul
H20 11,5 ul

37 °C’de 12-16 saat inkubasyon uygulandi.

Restriksiyona ugramis PCR Urlnlerinde amplifikasyonun olup olmadiginin
kontroll % 2'lik agaroz jelde yapildi. Kesim urinunden 8 pl ile 8ul orange G (yukleme
tamponu) parafilm Uzerinde karigtirildi ve jeldeki kuyucuklara yuklendi. markore gore
PCR UrUnlerinin enzimle inklibasyon sonrasi kesim olup olmadigi gorintilendi. TUm

orneklerin genotiplemesi kesilme olup olmamasina gore yapildi.

3.7 istatistiksel Analiz

VEGF geni 2578C/A (rs699947) ve VEGF geni 936 C/T (rs3025039)
polimorfik allel ve genotip frekansi spontan abortus ve kontrol gruplarinda SPSS 15
(SPSS Inc.,Chicago, IL, USA) istatistik programinda chi-kare testlerinin yardimiyla
kargilastiriimistir ve <0. 05 olan p degerleri (iki yonll) istatistiksel agidan anlamli
kabul edilmistir. Hardy Weinberg esitligini, birlesik genotip analizi Helix Tree version

5.0.9 yardimiyla yapilmigtir.
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4. BULGULAR

VEGF geni 2578C/A (rs699947) ve VEGF geni 936 C/T (rs3025039)
polimorfizmleri  genotiplerinin  allel frekanslart Hardy Weinberg esitligini
saglamaktaydi. VEGF geni 2578C/A (rs699947) polimorfizmi igin kontrol grubunda p
degeri: 0,889337, VEGF geni 936 C/T (rs3025039) polimorfizmi i¢in kontrol grubunda
p degeri : 0,179599 bulundu.

Calismaya katilan hasta ve kontrol tim gondllilerde kadin olgu sayisi 104
(%57,46), erkek olgu sayisi 77 (%42,54) idi. Abortus grubunda 54 kadin (%66,67) ve
27 (%33,33) erkek, kontrol grubunda 50 (%50) kadin ve 50 (%50) erkek
bulunmaktaydi (tablo 4.1).

Tablo.4.1: Abortus ve kontrol grubunda cinsiyet dagilimi.

Cinsiyet
Kadin Erkek Toplam
n % n % n %
Abortus Grubu
(n:81) 54 66,73 27 33,3 81 44.8
Kontrol Grubu
(n:100) 50 50 50 50 100 55,2
Toplam 104 57,5 77 425 181 100

Kontrol grubunun yas ortalamasi 28,2 (1-65) idi. Spontan abortus nedeniyle
arastirmaya dahil ettigimiz olgularin anne yaslari ortalamasi 30,62 (20-44) idi (tablo
2).

Tablo 4.2: Abortus olgularinin anne yagi dagilimi

Yas
En Dusiik 20
En Yuksek 44
Ortalama 30,62
SD 5,219
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Arastirmaya dahil olan abortus olgularinin endikasyonlarinin %90,12’si (73/81)
missed abortuslu olgular olusturmaktaydi.

Abortus olgularinin annelerinin ortalama gebelik sayisi 2,16 (1-8) ve ortalama
disuk sayisi 1,80 (1-8) olarak saptandi. Abortus olgularinin annelerinin gebelik ve
abortus dykusu ve dagilimi tablo 4.4’de sunulmustur.

Tablo 4.3: Abortus olgularinin annelerinin gebelik dykisu dagilimi

29 35.80
28 34.57
17 20.99
3 3.70
1 1.23
1 1.23
2 2.47
81 100.00

43 53,09
24 29,63
9 11,11
1 1,23
2 2,47
1 1,23
1 1,23
81 100
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Abortus olgularinin ortalama gebelik haftasi 10,96 olarak saptandi. Dagilimi
sekil 4.1 de sunulmustur.

Sekil 4.1: Abortusun meydana geldigi gebelik haftasi

Gebelik haftasi

13-16 hafta
10%

Meydana gelen abortuslarin %53,09'u (43/81) o cifte ait ilk duslk olarak,
%29,63’U (24/81) ikinci dusuk ve %11,11’i (9/81)ise Uguncl dusik olarak meydana
gelmistir. Abortus grubunun anne ve babalarinin sahip oldugu dusuk sayilari sekil
4.2'de gosterilmistir.

Sekil 4.2: Abortus grubunun ailesindeki dusuk sayilari
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Meydana gelen abortuslarin %16,05’i (13/81) yardimci tireme teknikleri (YUT)
ile meydana gelmis ve %83,95’i (68/81) ise spontan gebelikti (tablo 4.5).

Tablo 4.5: Gebeligin olus sekli

16.05%
68 83.95%
81 100.00%

Kontrol grubunda 15 (%15) kisinin anne babasi arasinda akraba evliligi
bulunurken abortus grubunda 13 (%16,04) kisinin anne babasi arasinda akraba

evliligi bulunmaktaydi (tablo 4.6)

Tablo 4.6: Abortus ve kontrol grubunda akrabalik dagilimi

Abortus grubundaki dusik sayilari anne yasi ile kargilastirildiginda dusuklerin
baylk bir gogunlugu 35 yas alti anne adaylarinin ilk disugu olarak bulundu (n=36
(%54,55)) (Tablo 4.7).

a7



Tablo 4.7: Abortus grubunda disuk sayisi ile anne yasinin karsilastiriimasi

Dusuk sayilari gruplandiridiginda 54 olgu (%66,67) 35 yas altl 3’'den daha az
dusuge sahip olarak bulundu. Ayrica 35 yasg Ustu olgular degerlendirildiginde
olgularin 13’4 (%86,67) 3’den daha az dusige sahip olarak bulundu. Bu iki grup
birbiriyle karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulumadi (p=0,654)
(Tablo 4.8).
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Tablo 4.8: Abortus grubunda disuk sayisi ile anne yasi arasindaki iligki

Abortus grubundaki cinsiyetleri inceledigimizde 27/81 (%33,33) olgunun erkek
ve 54/81 (%66,67) olgunun kiz oldugu saptandi. Abortus grubundaki cinsiyetler ile
dusuk sayisini kargilastirdigimizda istatistiki olarak fark saptanmamakla birlikte
tekrarlayan gebeliklerde erkek cinsiyet lehine bir artis izlendi (p:0,406). (Tablo 4.9)
(Sekil 4.3)

Tablo 4.9: Abortus grubunda cinsiyetle tekrarlayan gebelik kaybi

Sekil 4.3: Abortus grubunda cinsiyet tekarlayan gebelik kaybi iligkisi

49



50— Digik Sayis

| B
[ B

40

Diistk
Sayisi

cinsiyet

Esler arasinda akarabalik bulunan olgularin 5’'inde (%45,45) dusuk ikinci
gebelikte ortaya cikmistir. Ancak egler arasinda akrabalik bulunmayan olgularin
41’'inde (%58,57) dusuk ilk gebelikte ortaya cikmaktaydi. Akrabalik ile kaginci
gebelikte dusuk oldugunun karsilastirimasi sonucunda iki grup arasinda anlaml bir
fark bulunmamaktaydi (p=0,137) (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10: Abortus grubunda dusukle sonuglanan gebeligin kaginci gebelik oldugu

ile akrabalik durumu arasindaki iligki

Dusuk sayilari ile akrabalik iligkisi degerlendirildiginde egsler arasinda akrabalik
olan grup ile akrabalik olmayan grup arasinda istatistiksel olarak anlaml bir sonug
bulunmamaktaydi (p=0,072) (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11: Abortus grubunda akrabalik durumuna gore dusik sayisinin

karsilastiriimasi

Abortus ve kontrol grubu arasinda, VEGF geni -2578 C>A polimorfizmi genotip
dagilimlar karsilastirmasi yapildiginda anlamli fark saptanmadi (p:0,696) (p:0,744).

Abortus ve kontrol grubu arasinda, VEGF geni -2578 C>A polimorfizmi igin
allel dagilimi de@erlendirmesinde abortus grubunda C allel sikhd1 100/162 (%61,7), A
allel sikhg1 62/162 (%38,3), kontrol grubunda C allel sikligi 127/200 (%63,5), A allel
sikhgi 73/200 (%36,5) bulundu. Her iki allel icin de abortus ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi (p:0,744/ OR: 1,079)(Tablo 4.12).
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Tablo 4.12: -2578 C>A polimorfizminin genotip ve allel frekansinin abortus ve kontrol

grubunda karsilagtiriimasi.

i Gru 95,0% C.1.
29018 Ell ERe ! Kontrol A?bortus UeiplEli| | QIR Lower | Upper P
e n 40 30 70 1,00
% 40,0 37,0 38,7
- n a7 40 87 |1,135] 0,602 | 2,139 | 0,696
% 47,0 49,4 48,1
A n 13 11 24 |1,128] 0,444 | 2,865 | 0,800
% 13,0 13,6 13,3
Toplam n 100 81 181
% | 100,0 @ 100,0 | 100,0
2578 C-A Allelleri
c n 127 100 | 227
% 63,5 61,7 62,7 |1,079| 0,703 | 1,655 | 0,744
A n 73 62 135
% 36,5 38,3 37,3
Toplam n 200 162 362
% | 100,0 @ 100,0 | 100,0

Abortus ve kontrol grubunda VEGF geni -2578 C/A polimorfizmi igin risk alleli

olan A allelini tasiyanlarin orani kontrol grubunda 60/100 (%60), abortus grubunda

51/81 (%62,96) olarak saptandi. Abortus ve kontrol grubunun risk alleli agisindan

karsilastiriimasi sonucunda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark

saptanmamistir (p=0,684). (Tablo 4.13).
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Tablo 4.13: -2578 C/A polimorfizmi igin risk alleli tagiyan ve tagsimayanlarin abortus

ve kontrol grubunda karsilagtiriimasi

Kontrol Abortus Toplam
-2578C/A P
n % n % n %
CcC 40 40.00 30 37.04 70 38.67
CA+AA 60 60.00 51 62.96 111 | 61.33 0,684
Toplam 100 100 81 100 181 100

Abortus ve kontrol grubu arasinda, VEGF geni 936 C>T polimorfizmi genotip

dagihimlan ve allel frekanslari karsilastirmasi yapildiginda abortus grubunda hem

heterozigot genotip hem de mutant alleli tasiyanlarin frekansi kontrol grubuna gore

anlamli derecede yuksekti ((p: 0,006) (p: 0.010) (tablo 4.13)

Abortus ve kontrol grubu arasinda, VEGF geni 936 C>T polimorfizmi igin allel

dagilimi degerlendirmesinde abortus grubunda C allel sikhd1 140/162 (%86,4), T allel
sikh@r 22/162 (%13,6), kontrol grubunda C allel sikhdi1 189/200 (%94,5), T allel sikligi
11/200 (%5,5) bulundu. Bu polimorfizm igin abortus grubunda mutant alleli tagiyanlar

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha yuksekti

(p:0,010/ OR: 2,7)(Tablo 4.14).
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Tablo 4.14: 936 C>T polimorfizminin genotip ve allel frekansinin abortus ve kontrol

grubunda karsilagtiriimasi.

. GRUP 95,0% C.1.
936 C/T Genotipi Toplam | OR p
KONTROL | ABORTUS Lower | Upper
n 90 60 150 1,00 0,021
CcC
% 90,0 71,4 82,9
- n 9 20 29 3,333 1,422 | 7,813 | 0,006
% 9,0 24,7 16,0
T n 1 1 2 1,500 0,092 | 24,446 10,776
% 1,0 1,2 1,1
n 100 81 181
Toplam
% 100,0 100,0 100,0
936 C/T Allelleri
. n 189 140 329
% 94,5 86,4 90,9 [2,700| 1,268 | 5,751 | 0,010
= n 11 22 33
% 5,5 13,6 9,1
n 200 162 362
Toplam
% 100,0 100,0 100,0

Abortus ve kontrol grubunda VEGF geni 936 C/T polimorfizmi igin risk alleli
olan T allelini tasiyanlarin orani kontrol grubunda 10/100 (%10), abortus grubunda
21/81 (%25,93) olarak saptandi. Abortus ve kontrol grubunun risk alleli agisindan
kargilastiriimasi sonucunda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu géraldu
(p:0,00%5). Risk alleli olan T allelini tasiyanlarda risk artisinin yaklasik 3,1 kat oldugu
tespit edildi. (Tablo 4.15).
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Tablo 4.15: 936 C/T polimorfizmi igin risk alleli tasiyan ve tagsimayanlarin abortus ve

kontrol grubunda karsilastiriimasi

n % n % n %
90 90 60 74.07 150 | 82.87
10 10 21 25.93 31 17.13 | 0,005 | 3,150
100 100 81 100 181 100
Abortus ve kontrol grubunda VEGF geni -2578C/A ve 936C/T

polimorfizmlerinin birlegik genotip analizi degerlendirmesi yapildiginda her ki
polimorfizmi de heterozigot olarak tasiyan bireylerde her iki polimorfizm icin de

homozigot normal saptanan bireylere gore istatistiksel olarak anlamli derecede

artmis risk saptandi (p:0,023) (Tablo 4.16).

Tablo 4.16: Abortus ve kontrol grubunda VEGF geni -2578C/A ve 936C/T

polimorfizmlerinin birlesik genotip analizi degerlendirmesi.

% % %

36.00% 33.33% 34.81%
4 4.00% 3 3.70% 7 3.87% | 1,000 1,000
42 | 42.00% | 26 | 32.10% | 68 | 37.57% | 0,590 0,825
5 5.00% 14 | 17.28% | 19 | 10.50% | 0,023 3,733
12 | 12.00% 7 8.64% 19 | 10.50% | O,641 0,778

0 0.00% 3 3.70% 3 1.66% | 0,999 | 2,2E+0,09

1 1.00% 1 1.23% 2 1.10% | 0,841 1,333

100 | 100.00% | 81 | 100.00% | 181 | 100.00%
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Abortus ve kontrol grubu olgularin VEGF geni -2578C/A ve 936C/T
polimorfizmlerinin birlesik allel analizi sonucuna goére kontrol grubu olgulari 7’sinde
(%3,5) risk allelleri olan A/T varhdi bulunmaktayken abortus grubu olgularin 19’'unda
(%11,73) A/T risk allelleri birlikteligi bulunmaktaydi. Buna gore risk alleleri olan -
2578C/A polimorfizmi icin A alleli varhgi ile, 936 C/T polimorfizmi igin T alleli
varhginin birlikteligi abortus grubunda daha fazladir ve istatistiksel agcidan daha
anlamli olarak bulunmaktadir (p=0,008). Diger allel birliktelikleri degerlendirildiginde
kontrol ve abortus grubu arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark
bulunmamaktadir (Tablo 4.17).

Tablo. 4.17: Abortus ve kontrol grubunda VEGF geni -2578C/A ve 936C/T

polimorfizmlerinin birlesik allel analizi degerlendirmesi.

Abortus grubu olgulari disuk sayilarina gore gruplandirildiginda VEGF geni -
2578 C/A polimorfizmi genotip dagilimi igin iki grup arasinda anlamh bir fark
bulunmamaktaydi (p=0,195) (Tablo 4.18).
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Tablo 4.18: VEGF geni -2578C/A polimorfizmi genotip dagiliminin dasuk sayisi ile
karsilastiriimasi.

Abortus grubu olgulari dusik sayilarina gore gruplandiriidiginda VEGF geni
936 C/T polimorfizmi genotip dagilimi i¢in iki grup arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktaydi (p=0,849) (Tablo 4.19).

Tablo4.19: VEGF geni 936C/T polimorfizmi genotip dagihminin disik sayisi ile
kargilastiriimasi.

Abortus grubu olgulari disuk sayilarina gore gruplandirildiginda VEGF geni -
2578 C/A polimorfizmi allel dagihmi igin iki grup arasinda anlamh bir fark
bulunmamaktaydi (p=0,160) (Tablo 4.20).
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Tablo 4.20: -2578 C/A polimorfizmi allel dagiiminin disik sayisina goére

degerlendiriimesi

86 64.18 | 14 50 100 | 61.73

48 35.82 | 14 50 62 | 38.27 0,160

134 100 28 100 | 162 100

Abortus grubu olgulari disuk sayilarina goére gruplandiriidiginda VEGF geni
936 C/T polimorfizmi allel dagilimi igin iki grup arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktaydi (p=0,905) (Tablo 4.21).

Tablo 4.21: 936 C/T polimorfizmi allel dagiliminin diguk sayisina gore

degerlendiriimesi

116 | 86.57 | 24 | 85.71 | 140 | 86.42

18 13.43 4 11429 | 22 | 13.58 0,905

134 100 28 100 | 162 100
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Abortus grubu olgulari disuk haftalarina gére gruplandiriidiginda VEGF geni -
2578 C/A polimorfizmi genotip dagihmi igin iki grup arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktaydi (p=0,734) (Tablo 4.22).

Tablo 4.22: -2578 C/A polimorfizmi genotiplerinin diguk haftasina gore

degerlendiriimesi

15 4054 | 15 |34.09| 30 | 37.04

18 |48.65| 22 50 40 | 49.38

0,734
4 10.81 7 1591 | 11 | 1358

37 100 44 100 81 | 100.00

Abortus grubu olgulari dusuk haftalarina gore gruplandirildiginda VEGF geni
936 C/T polimorfizmi genotip dagilimi i¢in iki grup arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktaydi (p=0,160) (Tablo 4.23).
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Tablo 4.23: 936 C/T polimorfizmi genotiplerinin distk haftasina gére

degerlendiriimesi

27 | 7297 | 33 |75.00| 60 | 74.07

10 | 27.03| 10 |22.73| 20 | 24.69

0,606
0 0 1 2.27 1 1.23

37 100 44 100 81 100

Abortus grubu olgulari diguk haftalarina gére gruplandinidiginda VEGF geni -
2578 C/A polimorfizmi allel dagilimi i¢in iki grup arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktaydi (p=0,451) (Tablo 4.24).

Tablo: 4.24: -2578 C/A polimorfizmi allel dagiliminin abortus grubunda gebelik

haftasina gore degerlendiriimesi

Abortus grubu olgulari dusuk haftalarina gére gruplandirildiginda VEGF geni
936 C/T polimorfizmi allel dagihimi i¢in iki grup arasinda anlamh bir fark
bulunmamaktaydi (p=0,982) (Tablo 4.25).

61



Tablo 4.25: 936 C/T polimorfizmi allel dagihminin abortus grubunda gebelik

haftasina gore degerlendirilmesi

Abortus grubu olgulari egler arasindaki akraballk durumuna gore
gruplandiriidiginda VEGF geni -2578 C/A polimorfizmi genotip dagilimi icin iki grup
arasinda anlamli bir fark bulunmamaktaydi (p=0,324) (Tablo 4.26).

Tablo 4.26: -2578 C/A polimorfizmi genotiplerinin akrabalik durumuna gore

degerlendiriimesi.

11

15.71 11 | 1358

11 100 70 100 81 100

Abortus grubu olgulari egler arasindaki akraballk durumuna goére
gruplandiriidiginda VEGF geni 936 C/T polimorfizmi genotip dagilimi icin iki grup
arasinda anlamh bir fark bulunmamaktaydi (p=0,787) (Tablo 4.27).
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Tablo 4.27: 936 C/T polimorfizmi genotiplerinin akrabalik durumuna gére

degerlendiriimesi.

1.43

1.23

11

100

70

100

81

100

Abortus grubu

olgularn

esler

arasindaki

akraballkk durumuna gore

gruplandiriidiginda VEGF geni -2578 C/A polimorfizmi allel dagihmi igin iki grup

arasinda anlamh bir fark bulunmamaktaydi (p=0,503) (Tablo 4.28).

Tablo 4.28: -2578 C/A polimorfizmi allel dagiliminin abortus grubunda akrabalik

durumuna gore degerlendiriimesi

n % n % n %

15 68.18 85 60.71 100 61.73

7 31.82 55 39.29 62 38.27 | 0,503
22 100 140 100 162 100
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Abortus grubu

olgulari

esler

arasindaki

akraballkk durumuna gore

gruplandiriidiginda VEGF geni 936 C/T polimorfizmi allel dagihmi igin iki grup

arasinda anlamli bir fark bulunmamaktaydi (p=0,508) (Tablo 4.29).

Tablo 4.29: 936 C/T polimorfizmi allel dagihminin abortus grubunda akrabalik

durumuna gore degerlendiriimesi

n % n % n %
20 90.91 120 85.71 140 | 86.42
2 9.09 20 14.29 22 13.58 | 0,508
22 100 140 100 162 100
Abortus grubu olgulari yardimci Ureme teknikleri

kullanimina gore

gruplandirildiginda VEGF geni -2578 C/A polimorfizmi genotip dagilimi igin iki grup

arasinda anlamli bir fark bulunmamaktaydi (p=0,071) (Tablo 4.30).

Tablo 4.30: -2578 C/A polimorfizmi genotiplerinin abortus grubunda yardimci dreme

teknikleri uygulamasi arasindaki iligki

n % n % n %
3 23.08 27 39.71 30 | 37.04
10 76.92 30 44.12 40 49.38
0 0.00 11 16.18 11 13.58
13 100.00 68 100.00 81 | 100.00

0,071
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Abortus grubu olgulan
gruplandiriidiginda VEGF geni 936 C/T polimorfizmi genotip dagilimi igin iki grup

arasinda anlamli bir fark bulunmamaktaydi (p=0,790) (Tablo 4.31).

yardimcli

ureme

teknikleri

kullanimina gore

Tablo 4.31: 936 C/T polimorfizmi genotiplerinin abortus grubunda yardimci treme

teknikleri uygulamasi arasindaki iligki

VAR YOK

n % n % n %

9 69.23 51 75.00 60 74.07
4 30.77 16 23.53 20 24.69

0,790

0 0 1 1.47 1 1.23

13 100 68 100 81 100

Abortus grubu olgulari yardimci ureme teknikleri kullanimina gore

gruplandirildiginda VEGF geni -2578 C/A polimorfizmi allel dagihimi igin iki grup

arasinda anlamh bir fark bulunmamaktaydi (p=0,983) (Tablo 4.32).

Tablo 4.32: -2578 C/A polimorfizmi allel dagiliminin abortus grubunda yardimci

ureme teknigi uygulanmasina goére degerlendiriimesi

VAR YOK
n % n % n %
16 61.54 84 61.76 | 100 61.73
10 38.46 52 38.24 62 38.27
26 100 136 100 162 100

0,983

65



Abortus grubu olgulart yardimci Ureme teknikleri kullanimina gore
gruplandiriidiginda VEGF geni 936 C/T polimorfizmi allel dagihmi igin iki grup
arasinda anlamli bir fark bulunmamaktaydi (p=0,758) (Tablo 4.33).

Tablo 4.33: 936C/T polimorfizmi allel dagihminin abortus grubunda yardimci Greme
teknigi uygulanmasina gore degerlendiriimesi

22 8462 | 118 | 86.76 | 140 | 86.42

4 15.38 18 |13.24| 22 13.58 0,758

26 100 136 100 162 100

Abortus grubundaki VEGF geni -2578 C/A polimorfizmi genotip verileri anne
yas gruplarina gore karsilastirildiginda 35 yas alti ve 35 yas Ustl anne adaylari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p=0,829) (Tablo 4.34).

Tablo 4.34: -2578 C/A polimorfizmi allel dagiliminin anne yasina gore

degerlendiriimesi

82 62.12 18 60 100 61.73

50 37.88 12 40 62 38.27 0,829

132 100 30 100 162 100
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Abortus grubundaki VEGF geni 936 C/T polimorfizmi genotip verileri anne yas

gruplarina gore karsilastirildiginda 35 yas alti ve 35 yas ustlu anne adaylari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p=0,965) (Tablo 4.35).

Tablo 4.35: 936 C/T polimorfizmi allel dagihminin anne yasina gore degerlendiriimesi

n % n % n %
114 86.36 26 86.67 140 86.42
18 13.64 4 13.33 22 13.58
132 100 30 100 162 100

0,965

Abortus grubundaki VEGF geni -2578 C/A polimorfizmi genotip verileri anne

yas gruplari ve dusuk sayiarina goére karsilastirildiginda 35 yas alti ve 35 yas Ustu

anne adaylari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (Tablo

4.36).
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Tablo 4.36: -2578 C/A polimorfizmi igin genotip dagiiminin abortus grubunda disuk

saylisi ve anne yagil ile birlikte degerlendiriimesi

n % n % n %
CC 21 38.89 4 33.33 | 25 37.88
CA 27 50 5 41.67 | 32 48.48
0,447
AA 6 11.11 3 25 9 13.64
Toplam 54 100 12 100 66 100
CC 5 38.46 0 0 5 33.33
CA 7 53.85 1 50 8 53.33
0,212
AA 1 7.69 1 50 2 13.33
Toplam 13 100 2 100 15 100

Abortus grubundaki VEGF geni 936 C/T polimorfizmi genotip verileri anne yas

gruplar ve dusuk sayilarina gore karsilastirildiginda 35 yas alti ve 35 yas Ustl anne

adaylari arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamaktadir (Tablo 4.37).
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Tablo 4.37: 936 C/T polimorfizmi igin genotip dagiliminin abortus grubunda disuk

sayisi ve anne yasl ile birlikte degerlendiriimesi

<3 >2
n % n % n %
CC 40 74.07 9 75 49 74.24
CT 13 24.07 3 25 16 24.24
<35 0,893
TT 1 1.85 0 0 1 1.52

Toplam 54 100 12 100 66 100

CcC 10 76.92 1 50 11 73.33
CT 3 23.08 1 50 4 26.67

>34 0,423
TT 0 0 0 0 0 0

Toplam 13 100 2 100 15 100

Abortus grubundaki VEGF geni -2578 C/A polimorfizmi allel verileri anne yas
gruplar ve dusuk sayiarina gore karsilastirildiginda 35 yas alti ve 35 yas Ustl anne

adaylari arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamaktadir (Tablo 4.38).
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Tablo 4.38: -2578 C/A polimorfizminin anne yasi ve dusuk sayisi ile birlikte

degerlendiriimesi

C 69 | 63.89 | 13 | 54.17 | 82 | 62.12

<35 A 39 | 36.11 | 11 | 45.83 | 50 | 37.88 | 0,374

Toplam 108 100 | 24 | 100 132 100

C 17 | 6538 | 1 25 18 60

>34 A 9 3462 | 3 75 12 40 0,125

Toplam 26 100 4 100 30 100

Abortus grubundaki VEGF geni 936 C/T polimorfizmi allel verileri anne yas
gruplar ve dusuk sayilarina gore karsilastirildiginda 35 yas alti ve 35 yas Ustl anne

adaylari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (Tablo 4.39).
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Tablo 4.39: 936 C/T polimorfizminin anne yasi ve dusuk sayisi ile birlikte

degerlendiriimesi

C 93 | 86.11 | 21 | 87.50 | 114 | 86.36
<35 T 15 | 13.89 | 3 | 1250 | 18 | 13.64 | 0,858
Toplam | 108 100 24 100 132 100
C 23 | 88.46 | 3 75 26 | 86.67
>34 T 3 1154 | 1 25 4 13.33 | 0,461
Toplam 26 100 4 100 30 100
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5. TARTISMA

Calismamiz mevcut literatlr bilgisine gore, abortus etyolojisinde fetal VEGF
fonksiyonel polimorfizmlerinin katkisini inceleyen ilk ¢alismadir. Farkh ¢alismalarda
maternal VEGF ekspresyonlari ve polimorfizmlerinin  abortuslarla iligkileri
degerlendiriimis olmakla beraber [132, 144, 145], erken embriyogenez esnasinda
fetal dokuda ekspresyonu goésteriimis olan VEGF’nin endotel hiicre proliferasyonu,
vaskuler permeabilite artisi, anjiogenezi indiklemesi, trofoblast hiicre infiltrasyonu ve
invazyonu, matir damar endotelinde apoptozisi baskilayici etkisi ve fetoplasental
yatakta neovaskularizasyon gibi mekanizmalarla [112, 120, 121, 136, 141]
implantasyon sahasinda normal gelisim ve tutunma Uzerine agik bir etkisi oldugunu
destekleyen gucli kanitlar bulunmaktadir [137]. Elbette implantasyon sahasinin
hazirlanmasi maternal faktorler ile saglanacaktir. Ancak implantasyon fetomaternal
etkilesim sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Calismalar insan genomunun 4 hicreli embriyo
seviyesinde iken, VEGF’nin ise 8 hucreli iken aktive oldugunu gostermistir [121].
VEGF’nin en erken aktive olan genlerden biri olmasi fetusun implantasyona kendini
hazirlamasi olarak yorumlanabilir. Cinkli VEGF’nin implantasyon icgin gerekli olan
basta vaskuler permeabilite artisi, neoanjiogenez, trofoblast infiltrasyonu ve
invazyonunda rol oynadidi daha oOnceki calismalarda rapor edilmigtir [121, 131].

Erken gebelikte VEGF’'nin merkezi bir rol oynadi§i daha o6nceki hayvan
deneylerinde gdsterilmis [132]. insan blastokistlerinde VEGF tarafindan kodlanan
MmRNA gosterilmesi, implante olan embriyonun implantasyon bdlgesinde
vaskularizasyonun acilen baslatildigint  gostermektedir [8, 136]. Embriyo
implantasyonu ic¢in implantasyon bolgesindeki permeabilite artisi ¢cok onemlidir.
Calismalar VEGF’nin endometrial damarlarin permeabilitesini ve anjiyogenezini
regule ettigini gdstermistir [118]

Farelerde gebeligin 4. gininde FIt1 mRNA’sinin eksprese oldugu gosterilmis.
Ayrica Flt1 ve FIk1'in mesometriumda birlikte eksprese oldugu, ancak kan damari
bulunmayan implantasyon bolgelerinde eksprese olmadiklari rapor edilmistir [119].
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Endometrial epitelin proliferasyonu ve diferansiyasyonu i¢gin VEGF’nin gerekli oldugu
gosterilmigtir [112]. VEGF'nin trofoblast hucre infiltrasyonu ve invazyonunda da rol
oynadidi ve feto-maternal sinyal iletiminde fonksiyon gdésterdigi bilinmektedir [120].

Bu arastirmalar i1s1§inda VEGF mutasyonlari ve/veya polimorfizmlerinin VEGF
ekspresyonunu azaltarak gebelik kaybi riskini arttiracagi soylenebilir.

Calisma grubumuzda abortus olgularinin anne yasi ortalamasi 30,62 + 5,
219(20-44) idi. Abortus olgu grubunda anne yasi ile disik sayisinin karsilastiriimasi
sonucunda anne yasl artttkgca duglUk sayisinin artiginin istatistiki olarak anlamli
degildi. Tekrarlayan gebelik kaybi (>2) ile kargilastirildiginda da istatistiksel olarak
anlamli degildi. Abortus grubunda tekrarlayan gebelik kaybi olgusu az sayida (12/81-
%18,8) oldugundan daha genis grupta c¢aligsiimasi yerinde olacaktir.

Kromozom anormalligi bulunmayan abortus materyallerinden elde edilen
normal karyotipli olgularimizin %33,3’U erkek iken, %66,7 si kiz cinsiyete sahipti. Bu
bulgu daha 6nce yayinlanmis ¢alismalardan elde edilen verilerle uyumludur. Canli
dogumlarda cinsiyet oranlarinin incelendigi calismalarda hafif bir erkek fazlaliginin
(1.05 kat) saptanmasi, gebelik esnasinda disi fetlslerin erkeklerden daha fazla
dusuklere yatkin olduklari yorumuna yol agmistir [154]. Bu kuguk farka yol agan
genetik mekanizmalar tam olarak acgiklanmamis olmakla birlikte, kromozom
anormallikleri ve otoantikor mevcudiyeti gibi bilinen bir etyolojik faktdor saptanmayan
dusuklerde, dusuk cinsiyetinin agirlikli olarak kiz oldugu gdésterilmistir [155]. Fetal
cinsiyet oraninda meydana gelen bu sapmanin, olasi bir nedeni olarak kromozom
eldesinde maternal kontaminasyon riskinin bulunmasi ve fetisu temsil etmeyen
normal anne karyotipine ulasiimasi gosterilebilir. Bir ¢gok epidemiyolojik ¢alisma bu
riski acikga ekarte edememesine ragmen, otoantikor pozitif ve negatif abortus
olgularinda gosterilen belirgin oran farki, en azindan kismen etyolojiden bagimsiz
oldugunu desteklemektedir.

Abortus grubunda cinsiyet ile tekrarlayan gebelik kaybi arasindaki iliskinin
karsilastiriimasi sonucunda cinsiyetler arasinda tekrarlayan gebelik kaybi agisindan
istatistiki olarak anlamli bir fark saptanmadi (p:0,406). Ancak erkek cinsiyetlerin
tekrarlayan gebelik kaybindaki oraninin (%22,23) kiz cinsiyete gore (%14,82) daha
yuksek oldugu gozlendi. Bu durum her ne kadar istatistiki olarak anlamli gérinmese

de multifaktoriyel kalitimin esaslarindan olan, bir durumun az goérulen cinsiyette
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meydana geldiginde daha agir seyirli olmasi ilkesine uymakta oldugu seklinde
yorumlanabilir.

Abortus grubunda anne baba arasinda akrabalik orani 13/81 (%16,04), kontrol
grubunda 15/100 (%15) olarak saptandi. 2006 yilinda Tirkiye istatistik Kurumu’nun
yaptigl aile yapisi arastirmasinin sonuglarina gore tum Turkiye’de akraba evliligi
oraninin %20,9 oldugu, Ege Bodlgesi'nde ise bu oranin %17,4 oldugunu digsunursek
calismamizdaki akraba evliligi oraninin bir miktar daha duguk olmakla birlikte bu
parametre agisindan genel populasyonu temsil ettigini distinmekteyiz [156]

Calismaya dahil edilen 81 abortus olgusunun gebelik haftasi ortalama degeri
10,96 (6-20) (SD 4,545) olarak saptanmistir. Olgularin %46’s1 8 haftanin altinda iken,
%26’s1 9-12. Haftalar arasinda idi, olgularin %72’si ise 12.gebelik haftasinin altinda
kalmaktaydi. Olgularin buylk bir bolimunun ilk trimester iginde gerceklesen gebelik
kayiplari oldugu gorulmektedir. Amerikan Ulusal Kronik Hastaliklari Engelleme
Merkezi'nin verilerine gore 2006 yilinda abortuslarin %88,4'U gebeligin ilk 12 haftasi
icinde meydana gelmistir. % 62,1 kadari ilk 8 haftada, %26,3'G 9-12 haftalarda
meydana gelmistir [34]. Bu ¢alismadaki dusuklerin ¢ogunlugu 12 haftanin altinda
olmasina ragmen Amerikan ulusal datasindan elde edilen oranlarin altinda kalmasi
vaka sayimizin dusik olmasi ile agiklanabilir. 9-12 haftalar arasindaki gebelik haftasi
yuzdeleri birbiri ile uyumluyken 8 haftadan daha erken gebelikler arasinda fark
olmasi ise Amerika’da gebeligin Ulkemizden daha erken teshis ediliyor olabilecegini
akla getirmektedir. Ayrica 1974-2004 yillari arasinda 30 vyillik bir sUreyi kapsayan
Amerika Birlesik Devletleri’'ne ait verilerin analizi, 12. gebelik haftasinin altinda kalan
abortuslarin tUm abortuslar igerisinde en yuksek orani olusturdugunu ve bu oranin
yillar icinde degismedigini, ancak 1990l yillara kadar 7. gebelik haftasinin altinda
kalan abortus olgularinin tanimlanamadigini ve yillar igerisinde tum abortus
olgularinin arasinda 8. gebelik haftasinin altindaki abortuslarin oraninin giderek
arttigini goéstermektedir [157].

Yardimci ureme teknikleri ile olusmus gebeliklerdeki kayiplarin galismamizdaki
orani %16,05 (13/81) idi. 2002 yihinda 53 dulkenin katihmi ile gergeklestirilen
kollaboratif bir calismada yardimci Greme teknikleri ile olusmus gebeliklerin ortalama
%20‘sinde spontan abortus meydana geldigi, ancak spektrumun oldukg¢a genis

oldugu (% 2,4-47,3) rapor edilmistir. Bizim ¢alismamizda bdyle bir veri bulunmadigi
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icin ¢calismamiz bu konuda informatif degildir. Calismamizdan elde edilen verilere
gore, yardimci ureme teknikleri ile olugsmus gebelikler ile spontan gebelikler
kargilastirildiginda VEGF polimorfizmlerinin abortusla iligkisini degerlendiren tim
analizlerin bir anlamlilik vermedigini saptadik.

Tdm olgular i¢cinde anormal USG bulgusu olanlarin orani 11/81 (% 13,58)
olarak tespit edildi. Anormal USG bulgusu saptanmig olan olgular iginde en dusuk
gebelik haftasi 13. gebelik haftasi olarak saptandi. Gebelik haftalari ortalamalari
17,54 olarak saptandi. TUum abortuslar icinde kuguk bir grubu olusturmasi,
gozlemlenebilir anormalliklerin daha ileri gebelik haftalarinda belirlenebilmesi
abortuslara yaklagsimda anormal ultrason bulgularinin sinirli bir degeri oldugunu
gOstermektedir [158].

Genin fonksiyonlarina etki ettiginin kanitlandi§i polimorfizmler fonksiyonel
polimorfizm olarak tanimlanir. VEGF genine ait birgok polimorfizm tanimlanmigtir. Biz
bu calismada VEGF geninin fonksiyonel olduklari daha once gosterilmis iki
polimorfizmini degerlendirdik. -2578 C/A polimorfizmi genin promotor bdlgesinde
bulunmakta ve bu polimorfizm igin risk alleli tasiyanlarda plazma VEGF seviyesinin
risk alleli tagimayanlara gore azalmasina yol actigi daha onceki g¢alismalarda
gOsterilmigtir [148]. 936 C/T polimorfizmi genin 3’'UTR bolgesinde bulunmaktadir.
3'UTR bolgesindeki polimorfizmler, genel olarak mRNA’nin dayanikhhigini ve
stabilitesini azaltarak etki gosterirler [159]. 936 C/T polimorfizminin VEGF plazma
seviyesini azalttigi daha onceki yayinlarda gosterilmigtir. Ayrica gen uzerinde bu
polimorfizmin bulundugu dizi, hipoksi ile indiklenen RNA proteini ve heterojen
nukleer ribonukloprotein gibi bazi regulator proteinlerin baglanma bdlgesine oldukga
yakin yerlesimli bulunmaktadir.[152]. 936 C/T polimorfizminin bu bagdlanma
bolgelerine olan yakinhgi, belki de henlz tanimlanmamig bazi regulatuar proteinlerin
baglanma bdlgesi i¢cinde olabilecegini dugindirmektedir.

VEGF geni -2578 C/A (rs699947) ve VEGF geni 936 C/T (rs3025039)
polimorfizmleri  genotiplerinin  allel  frekanslari Hardy Weinberg esitligini
saglamaktaydi.

Biz bu ¢alismada -2578 C/A polimorfizminin genotip dagilimi ve allel frekansini
abortus ve kontrol grubunda kargilastirdigimizda istatistiki olarak anlamli bir fark

saptamadik. Daha o6nce bu polimorfizmin abortusla iliskisi fetal DNA ile
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calisiimamakla birlikte, gesitli arastirmacilar tarafindan maternal DNA ile yapilan
calismalar da sinirli sayidadir. Papazoglou tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlarda
yaptigi calismada bu polimorfizmin abortusla iligkisiz oldugunu saptamistir [160].
Ancak yine promotor bdlgede bulunan baska bir polimorfizmin (-1154 G/A) abortusa
yatkinlik sagladigini gostermistir. Lee bu polimorfizmi tekrarlayan gebelik kaybina
sahip kadinlarda arastirmis ve tek basina anlamli olmadigini rapor etmis, ancak sik
rastlanan baska 3 polimorfizmle yaptiklari haplotip analizi sonucunda istatistiki olarak
dusuk anlamlihk saptamistir [144]. Bizim bulgularimiz da bu ¢alismalar ile uyumluluk
gOstermektedir.

Bu polimorfizm basta gesitli kanserler olmak Uzere birgok farkli hastalikla da
iligkilendiriimeye calisiimigtir. Liu A allelinin endometriozisten koruyucu oldugunu
gOstermistir[161]. Kang yine A allelinin adenomiyozis riskini azalttigini géstermistir
[162]. Lin ise bu polimorfizmin yagsa bagli makula dejenerasyonunda kompleman
faktor H geni Y402H polimorfizmi ile baglantili olarak risk olusturdugunu ileri
surmustlr [164]. Bu ¢alismalarin sonuglari da risk allelini tagiyanlarda plazma VEGF
konsantrasyonunun veya fonksiyonunun azalmasina bagl olarak tiumaor gelisiminin
olumsuz yonde etkilenmesi ile acgiklanabilir. Smedts ise Hollanda populasyonunda
endokardiyal yastik defekti grubunda yaptigi arastirmada C allelinin endokardiyal
yastik defekti riskini artirdigini rapor etmigtir [163].

-2578 C/A polimorfizmi icin risk alleli tasiyanlar ile tasimayanlarin
karsilastiriimasi sonucunda kontrol ve abortus gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmadi (p:0,684).

-2578 C/A polimorfizminin A allel frekansi Avrupalilarda %40,8, Cinlilerde
%27,8, Japonlarda %31,8 ve Afrikallarda %11,7 gibi farkli oranlarda
bulunmustur.(literatlir) Biz, kontrol grubumuzda -2578 C/A polimorfizminin A allel
frekansini %36,5 olarak saptadik. Calismamiz bu polimorfizmin uGlkemizdeki allel
frekansinin tespit edildigi ilk calismadir.

Calismamizda VEGF genine ait 936 C/T polimorfizminin genotip ve allel
frekanslarini  kontrol grubu ile karsilastirdigimizda, genotip (p:0,006) ve allel
frekanslarinin (p:0,010) istatistiki olarak anlamli olacak sekilde farkli oldugunu
saptadik. Bu polimorfizm igin risk allelini heterozigot olarak tasiyanlarin abortusa

kontrol grubuna goére 3,3 kat daha fazla yatkin oldugunu gdsterdik. Papazoglou
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tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlarda yaptigi galismada bu polimorfizmin
abortusla iligkisiz oldugunu saptamistir [160]. Lee de bu polimorfizmi tekrarlayan
gebelik kaybina sahip kadinlarda arastirmis ve tek basina anlamli olmadigini
saptamis ancak sik rastlanan baska 3 polimorfizmle yaptiklari haplotip analizi
sonucunda istatistiki olarak dusuk anlamhlik tespit etmistir [144]. Bizim ¢alismamizda
bu polimorfizmin anlamh  bulunmasi populasyonlara ait farkh o6zelliklerle
aciklanabilecegi gibi, ¢alisilan DNA 6rneklerinin farkh (fetal — maternal) olmasindan
kaynaklaniyor olabilir.

Bu polimorfizm ile yapilan iligkilendirme ¢alismalari da genellikle gesitli kanser
gruplari ile yapilmigtir. Bae, 2008 yilinda bu polimorfizmin 6zellikle 55 yasin altidaki
kadinlarda cinsiyete 6zel yatkinlk sagladigini géstermistir [165]. Bizim ¢alismamizda
ise bu polimorfizmin etkisi cinsiyetten bagimsiz olarak ortaya ¢ikmaktadir. Vidaurreta
2010 yihinda yaptigi galismada, 936 TT genotipinin kolorektal kanserde sagkalim
suresinin uzunlugu ile iligkili oldugunu rapor etmistir [166]. TT genotipi olanlarda
VEGF plazma seviyelerinin ve fonksiyonlarinin anlamli olarak azalmasi ve tumor
neovaskularizasyonunun saglanamayip tumor gelisiminin yavaslamasina bagl
sagkalim artigi gerceklesmis olabilir. Elito ise ektopik gebelikle iligkisini arastirmis
ancak iligkili olmadigini kanittamigtir [167].

936 C/T polimorfizmi igin risk alleli tasiyanlar ile tasimayanlarin
karsilastiriimasi sonucunda kontrol ve abortus gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamliydi (p:0,005). Risk alleli tagiyanlarin tasimayanlara gére abortusa olan
yatkinliginin yaklasik 3,1 kat daha fazla oldugu tespit edildi.

936 C/T polimorfizminin T allel frekansi Avrupalilarda %18,6, Cinlilerde %17,8,
Japonlarda %18,2 ve Afrikalilarda %6,8 gibi farkli oranlarda bulunmustur (literatar).
Kontrol grubumuzda 936 C/T polimorfizminin risk alleli olan T allel frekansini %5,5
olarak saptadik. Calismamiz bu polimorfizmin Glkemizdeki allel frekansinin tespit
edildigi ilk calismadir.

Abortus ve kontrol grubunda VEGF geni -2578C/A ve 936C/T
polimorfizmlerinin  birlesik genotip analizi degerlendirmesi sonucunda her iki
polimorfizm i¢in de heterozigot olan bireylerde kontrol grubuna gore riskin 3,7 kat
artmis oldugu saptandi (p:0,023). Tek basina anlaml bir fark saptayamadigimiz -
2578 C/A polimorfizminin 936 C/T polimorfizmi ile kombine edildiginde her iki
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polimorfizm icin risk allelini heterozigot olarak tasiyan CA/CT haplotipli abortus
olgularinin 936 C/T'nin tek basina olugturdugundan daha yuksek bir risk katsayisi
olusturmasi her iki polimorfizmin de birlikte ¢alisilarak haplotip degerlendiriimesinin
daha etkili olacagini  disundirmektedir. Bu  polimorfizmlerin  abortus
etyopatogenezindeki rolinin daha iyi degerlendirilebilmesi igin daha genis
populasyonlarda c¢alisilmasina ihtiyag vardir. Her iki polimorfizm igin de risk alleli
agisindan homozigot olanlarda kontrol grubuna gére anlaml bir fark saptanmadi. Bu
durum olgu sayisinin ve 936 C/T polimorfizmi igin T allel frekansinin disik olmasi ile
aciklanabilir.

Abortus ve kontrol grubunda VEGF geni -2578C/A ve 936C/T
polimorfizmlerinin birlesik allel analizi degerlendirmesi sonucunda AT haplotipinin
kontrol grubuna goére riski yaklasik 3,4 kat arttirdi§i goésterilmistir (p:0,008).

-2578 C/A genotipi ile duguk sayisinin arasindaki iliskinin degerlendiriimesi
sonucunda genotip ile dusik sayisi arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark
bulunmadi (p:0,195). 936 C/T genotipi ile duslk sayisinin arasindaki iligkinin
degerlendiriimesi sonucunda da genotip ile disuk sayisi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p:0,849). Bu verilere goére VEGF polimorfizmleri
tekrarlayici dusuklerden daha ziyade dusuk potansiyelini genel anlamda ongorduricu
bir genetik belirte¢ olarak kullanilabilir.

-2578 C/A polimorfizminin genotip ve allel dagilimlarinin abortus grubunda
anne yasl (>34 ve <35), akrabalik olup olmamasi, gebelik yasi( >8 ve <9) ve
yardimci Ureme teknidi uygulanip uygulanmamasi ile ayri ayri karsilastiriimasi
sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

936 C/T polimorfizminin genotip ve allel dagihimlarinin abortus grubunda anne
yasl (>34 ve <35), akrabalik olup olmamasi, gebelik yasi( >8 ve <9) ve yardimci
ureme teknigi uygulanip uygulanmamasi ile ayri ayri karsilastirlmasi sonucunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Bu sonuglara goére 936 C/T
polimorfizminin abortus olusumunda, anne yasi, akrabalik durumu, gebelik yasi ve
yardimci Ureme tekniginden bagimsiz olarak risk olusturdugu anlasiimakla birlikte bu
konuda daha blyuk gruplarda ¢aligsiimasi faydali olacaktir.

Spontan abortus, gebeligin 20. gebelik haftasindan 6nce herhangi bir

mudahale olmaksizin sonlanmasidir ve son yillarda daha ¢ok kadinin ilk gebelik yasi
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icin 30 ve 40’li yaglarini tercih etmesi nedeniyle 6nemi gun gectikce artan bir
kavramdir. Gunumuzde bile spontan tekrarlayan dusukler i¢in genellikle en az 3 kez
dusuk gerceklesmesi sartt aranmaktadir. Oysa anne olma yasinin ertelenmesi,
fertilite potansiyelinin azalmasi ve bu konudaki sosyal aliskanhklar bu tanimin
g6zden gegirilmesi ihtiyacini dogurmustur. Cunki 3 kez dusuk gerceklesmesini
beklemek, klinik arastirmalar ve olasi tedavi segceneklerinin bagariyla uygulanabilmesi
icin ge¢ kalinmasina neden olabilecektir. Ayrica, tek veya tekrarlayan dugukler
arasinda etiyopatogenezin farkl olduguna dair ikna edici bir kanit bulunmamaktadir
[25]

Bu calisma Turk populasyonunda kromozomal anomalilerin 6n plana giksa da
aslinda poligenik multifaktoriyel bir problem olan spontan abortuslarla VEGF gen
polimorfizmlerinin iligkisinin arastirildigi ilk cahsmadir. Fetal DNA o6rneklerinin
calisiimasi bakimindan da ulasabildigimiz kadariyla dinya literatirinde ilk yapilan
calismadir. VEGF geninin normal gebelik siurecinde trofoblastlarin infiltrasyonu ve
invazyonundan baglayarak hemen hemen tum surecgte gerekli olan anjiogenez,
neovaskularizasyon, vaskuler permeabilite artisi ve matur damar endotelinde
antiapopitotik etki gibi fonksiyonel etkileri tanimlanmistir. Bu multipotansiyel
fonksiyonlara sahip VEGF genine ait fonksiyonel polimorfizm oldugu daha dnceden
belirlenmis 936 C/T ve -2578 C/A polimorfizmlerinin, daha genis gruplarda calisiimak
kaydiyla spontan abortusa yatkinlik belirteci olarak kullanilabilecegi kanaatindeyiz.
VEGF genine ait bu polimorfizmlerin Turk populasyonunda ilk kez caligiimasi

nedeniyle allel frekanslarinin belirlenmesi icin de katki saglayacagi inancindayiz.
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6. SONUGLAR

Calismamiz digerlerinden farkli olarak fonksiyonel VEGF polimorfizmlerinin
spontan abortus etiyolojisine fetal katkisini inceleyen ilk ¢alismadir.
936C/T polimorfizminin kontrole gore spontan abortus riskini tek basina 3,3 kat
arttirdigini géstermis bulunmaktayiz.

Her iki polimorfizmin haplotiplerinin degerlendiriimesi ile CA/CT haplotipine
sahip fetlislerde spontan abortus riskinin yaklasik 3,7 kat arttigini tespit ettik.

Calisma grubumuzda tekrarlayici gebeliklerin orani az olsa da 936 C/T
polimorfizminin Turk populasyonunda tekrarlayici duguklerden ziyade genel abortus
riskini dGngorduricu bir belirteg olarak kullanilabilecedini dusinmekteyiz.

Spontan abortuslarda, 3 ve Uzeri abortus 6ykisune sahip ailelerde, genetik
inceleme vyapilmaktadir. Gunimuiz tibbina hakim olan bireysellestiriimis tip
yaklagimlarinda, onleyici hekimlik uygulamalari goéz 6nune alinirsa, ilk abortusunu
yapan her kadinin tekrarlayici gebelik kaybi potansiyelinde ve genetik yatkinliginda
olup olmadigini ucuz ve etkin yontemlerle arastirmak ve bu genetik yatkinhigin erken
belirteclerini kesfetmek, bu yaygin probleme karsi etkili bir Onleyici hekimlik
yaklasimini gelistirmekle sonuglanacagi agiktir.

Daha genis bir populasyonda fetal katkilarla beraber maternal katkinin da
plazma VEGF seviyeleri ve ekspresyon calismalari gibi fonksiyonel verilerle kombine
edilerek saptanacadi calismalarin, spontan abortus etiyopatogenezinin daha iyi

aydinlatilabilmesi igin gerekli oldugunu disunmekteyiz.
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8. OZET

Spontan abortus, gebeligin 20. gebelik haftasindan 6nce herhangi bir
mudahale olmaksizin sonlanmasi olarak tanimlanir ve Ureme c¢agindaki kadinlarin
belki de en yaygin problemidir. Ozellikle erken spontan abortuslarin
etiyopatogenezinde %50-60 oraninda kromozomal anormallikler tespit edilirken
olgularin 6nemli bir kisminda herhangi bir sebep bulunamamaktadir. Biz bu
calismamizda 2007-2010 yillari arasinda Ege Universitesi Tibbi Genetik Anabilim
Dal’'na gonderilen spontan abortus materyalleri arasindan karyotipi normal saptanan
81 ornekte etiyopatogenezden sorumlu olabilecegine dair 6nemli bilgi birikimi
bulunan VEGF genine ait fonksiyonel oldugu daha once gdsterilmis -2578 C/A ve
936 C/T polimorfizmlerini arastirdik.

Kontrol grubu olarak saghkh 50 adet kadin ve 50 adet erkekte bu
polimorfizmleri karsilastirdigimizda 936 C/T polimorfizminin abortus 6rneklerinde
kontrol grubuna gore anlamli bir gekilde riski artirdigini saptadik. -2578 C/A
polimorfizminin ise abortus ve kontrol grubunda farkh olmadigini gésterdik.

VEGF, kadin reprodiktif sisteminin normal fizyolojisi ve normal gebeligin
implantasyon, embriyogenez ve ileriki haftalarinda énemli gorevleri olan bir blyime
faktorudur. Baslica gorevleri vaskuler permeabilite artigi, anjiyogenez, trofoblast
invazyon ve infiltrasyonu, neovaskularizasyon, damar endotelinin apoptozisten
korunmasidir.

Daha 6nce VEGF ve spontan abortus iligkisi ¢ok sayida olmayan calismalarda
maternal DNA ile ¢alisiimis olmasina kargin fetal DNA ornekleri ile yapilmis herhangi
bir calismaya rastlanmamistir. Bu acgidan dunyada yapilmis ilk c¢alisma olma
Ozelligindedir. Ayrica ulkemizde VEGF genine ait bu polimorfizmlerin c¢alisildigi bir
arastirmaya da rastlanmamistir. Polimorfizmlerin allel frekanslari populasyonlarda
farklilhklar gosterebilirler. Bu anlamda da bu polimorfizmlerin Glkemizdeki allel
frekanslarinin belirlendigi ilk calisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Biz bu galismadan elde ettigimiz veriler 1g1ginda Turk toplumunda VEGF geni
936 C/T polimorfizminin dnemli bir halk saghgi problemi olan spontan abortus igin tek
basina yaklagsik 3,5 kat risk olusturdugunu saptadik. Sonug¢ olarak VEGF

polimorfizmleri spontan abortus patogenezinde rol oynayabilir.
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9. ABSTRACT

Spontaneous abortion, accepted as a noninduced embryonic or fetal death
before the 20th week of pregnancy. It is a very common problem among women. The
main etiology of spontaneous abortions in 50-60 % of cases is chromosomal
whereas the etiology of the remaining spontaneous abortions is unknown. In our
study, we aimed to investigate two common polymorphisms, -2578 C/A and 936 C/T
in the VEGF gene, which were previously reported to be associated with
spontaneous abortions. Eighty-one normal karyotyped spontaneous abortions found
at the Ege University Medical Faculty Medical Genetics Department between 2007-
2010 were included in the study.

VEGF, is a growth factor which plays a multifunctional role in the normal
female reproductive system, implantation of the embryo, and embryogenesis. The
primary functions of VEGF are to increase vascular permeability, angiogenesis,
invasion and infiltration of trophoblast, neovascularisation and the protection of
vascular endothel from apoptosis.

In previous studies the relation between VEGF and abortions were examined
in maternal serum. This is the first study to report the role of VEGF in fetal DNA
samples of spontaneous abortions and is also the first report to study the allele
frequencies of VEGF in a Turkish population. 936 C/T polymorphism was found to be
higher in the patient group compared to the control group which included 50 healthy
men and 50 women. The other polymorphism -2578 C/A did not differ statistically
between the cases and controls.

In our study, the VEGF gene 936 C/T polymorphism was found to increase the
risk of abortion 3.5 times. In conclusion, VEGF polymorphisms may play a role in the
pathogenesis of spontaneous abortions.

Key Words: Spontaneous Abortion, VEGF, polymorphism
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