I-GIRIS VE AMAC

Cocukluk yas gruplari arasinda trombozun en sik gortldigi dénem
yenidogan ddénemidir. Tromboz icin risk faktdrleri; damar igi kateter
kullanimi, dehidratasyon, polisitemi, hipoksi, dolagim bozuklugu, annede
diyabetes mellitus, intrauterin gelisme geriligi (IUGG), sepsis, konjenital
kalp hastalidi, yenidoganin respiratuar distres sendromu (RDS) ve
antikoagulan proteinlerin konjenital eksikligi gibi durumlardir (1).

Faktdr V (FV) kan koagulasyon sistemindeki en dnemli proteinlerden
biridir. FV, aktive edilmis protein C (activated protein C, APC)nin
kofaktdri olarak fonksiyon yapar. APC ile birlikte Faktor Vilia'yr (FVilla)
inaktive eder ve ayrica FV’in kendi aktive formu protrombinin proteolitik
aktivasyonunda kofaktér olarak rol oynar ve protrombin trombine
dénastaralir (2).

FV leiden (FVL) mutasyonu, FV geninin DNA’sinda 1691.
pozisyonundaki adeninin guanin ile yer degistirmesi sonucu, FV
genindeki 506. aminoasit olan argininin glutamine déndsmesine neden
olur. Bu mutasyonu tasiyan kisilerde FV’in inaktive olmasi, tagimayanlara
gobre belirgin azalmigtir. Bu da tromboza yatkinlik yaratir (3).

Heterozigot tasiyicilarda vendz tromboz gelistirme riski, normal
populasyona gbére 5-10 kat fazla iken, homozigot bireylerde tromboz
gelistirme riski 50-100 kat artmistir (4). Bu nedenle trombofili igin ylksek
risk tasiyan bireylerin taranmasi olduk¢a énemlidir.

Metilen tetrahidrofolat rediktaz (MTHFR), folat metabolizmasinda
6nemli bir enzimdir (5,6). 667. nukleotitteki T varyanti (MTHFR C677T) ve
1298. nikleotitteki C varyanti (MTHFR A1298C) olmak Uzere 2 tipi vardir.
MTHFR C677T varyanti, yiksek homosistein ve disik folat seviyesine
neden olur. Bunun da tromboz riskini arttirdigi gésterilmistir (7).



Protrombin G 20210A (PG 20210A) mutasyonu, protrombin geninin
3’ kisminda 20210’'uncu pozisyonundaki guanin nukleotidi yerine adenin
nilkleotidinin gelmesi ile olusmustur. Ulkemizde saglikli populasyonda
sikhgi %1-2'dir (8).

Tromboz, yenidoganlarda énemli morbidite ve mortalite nedeni
olmasi nedeni ile erken tanisi dnemlidir. Bu ¢alismada; tromboz riski
yiksek olan IUGG ve prematlr bebeklerde FVL, MTHFR, PG 20210A
gen mutasyonu arastiriimasi ve tanidaki éneminin ortaya konmasi

amagclanmistir.



II-GENEL BILGILER

Tromboz; koagllan ve antikoagllan sistem arasindaki dengenin
bozulmasi sonucu ortaya cikar. Bu denge ya fibrin olusumunun artmasi
ya da fibrin yikiminin azalmasi sonucu bozulmaktadir. Her iki durumda
da, tromboza egilim olusmakta ve bu duruma hiperkoagulabilite adi
verilmektedir (9).

Trombozun fizyopatolojisi ilk olarak 1847 yilinda Rudolf Virchow
tarafindan tanimlanmigtir. Tromboz olusumunda, G¢ faktorin rol aldig
disUnulmektedir. Bunlar, damar duvarinda, kan akiminda ve kanin
pihtilasmasindaki degisiklikler olarak bilinen faktérlerdir. Yenidogan
bebeklerde damar duvarindaki degisiklige yol acan en dnemli neden
damar ici kateterlerdir. Umblikal artere kateter takilan bebeklerin yaklasik
%1’inde siddetli semptomatik trombus bulgulari oldugu gértlmastar (10).

Arteriyel trombozlarda endotel hasari ve trombosit fonksiyonlari
6nem kazanirken, vendz trombozlarda staz ve pihtilasma, fibrinolitik
sisteme ait bozukluklar 6n plana ¢ikmaktadir (11). Kalitsal trombofililerin
tamaminin ven6z tromboza egilim yarattigi calismalarda gbésterilmistir
(12,13).

Yenidogan bebeklerde kateter uygulamalarn sirasindaki endotel
hasari en 6nemli neden olarak goérlilmektedir. Yenidogan déneminde
antikoagulan sistemde protein C (PC), protein S (PS), Antitrombin Il (AT-
[ll), heparin kofaktdr Il dizeyleri dusik; alfa 2 makroglobilin  ve
trombomodulin dizeyleri yUksektir. Ayrica plazminojen ve antiplazmin
dlzeyleri disuk olup, doku plazminojen aktivatér ve plazminojen aktivator
inhibitér 1 duzeyi ydksektir. AT-1ll, heparin kofaktér Il ve PS dizeyleri
ortalama 6. ayda normale ulasirken PC, erigkin diizeye 4 yildan sonra
ulagir. Ayrica hemoglobin ve hematokrit ylksekligi yenidogan dénemindeki
riskin artmasinda etkilidir (14,15). Adolesan dbénemde ise hormonal



degisikliklerle birlikte sigara, alkol, oral kontraseptif alimi gibi ¢evresel
faktérlerin daha etkin olmasinin ve azalan alfa 2 makrogobulin dlzeyinin
sorumlu olabilecedi dusunilmektedir (15,16). Hiperkoagulabilite, primer

(konjenital) ve sekonder patolojiler sonucunda olugur.

Hiperkoagulabilitenin primer (kalitsal) nedenleri:
1. Antitrombin Il eksikligi
2. P C eksikligi
3. P S eksikligi
4. FVL'e bagh APC direnci
5. Fibrinolizis anormallikleri
Plazminojen eksikligi
Displazminojenemi
Plazminojen aktivatér inhibitéri
Alfa 2 makroglobilin eksikligi
6. Diger sebepler
Disfibrinojenemiler
Histidinden zengin glikoprotein artisi
Homosistinemi

Heparin kofaktoér Il eksikligi

Hiperkoagulabilitenin sekonder nedenleri:
1. Trombosit anormallikleri
Trombositoz
Diyabetes mellitus
Myeloproliferatif hastaliklar
Hiperlipidemi

2. Koagulasyon ve fibrinolitik anormallikler
Oral kontraseptifler
Nefrotik sendrom

Vitamin K bagimli faktér konsantrelerinin inflzyonu



Malignite (Troussea’s Sendromu)

3. Vaskiler endotel anormallikleri
Ateroskleroz
Vaskdlit
Diyabetes mellitus

Homosistinemi

4. Diger sebepler ve kombine anormallikler
Dissemine intravaskuler koagllasyon
Lupus inhibitér sendrom
Gebelik, heparine bagl trombositopeni veya trombositoz

2.1. KOAGULASYON MEKANIZMASI

Pihtilasma proteinleri gerekenin ¢ok Uzerindeki miktarlarda
aktiflenmemis zimojenler halinde dolasimda bulunurlar. intrensek yol ve
ekstrensek yol olarak 2 aktiflesme yolu bilinmektedir (Sekil 1). Pihtilasma
proteinlerinin ¢ogu karacigerde yapilir. Faktor Il, VII, IX, X, PC ve PS’in
yapimi igin K vitamini gereklidir. Fibrinojen, FV ve proteaz inhibitérleri de

karacigerde yapilir. Yapim ve islevleri igin K vitamini gerekli degildir (17).

2.1.1.intrensek Pihtilasma Yolu

intrensek yol, koagiilasyon erken basamagini olusturmaktadir.
Aktivasyon basamaginin faktér XII’'nin (FXII) aktivasyonu ile basladigi
tam olarak anlasilmamakla beraber bdyle oldugu disuntlmektedir. FXII
aktivasyonuna neden olan baglica durumlar, kanin kollajenle ya da cam
gibi 1slanabilen ylizeyle temas etmesidir. Aktive edici ylzey ile karsilagan
FXII, enzimatik etki ile faktér XIi (FXIl) aktive eder ve intrensek
pihtilasmada ikinci basamagi olusturur. Bu basamak icin ylksek molekil
agirlikli kininojene ihtiyac vardir ve prekallikrein de reaksiyonu hizlandirici
rol oynamaktadir. Aktif haldeki FXII, FXI'i aktiflestirir. Kalsiyum varliginda



INTRENSEK YOL

EKSTRENSEK YOL
Kollojen
HMW kininojen Doku hasar
Prekallikrein
FXIl —Y— FXlla
Plak riiptar
FXI FXla

\
FVII-Doku fakt6ri
FiXa

FXa, FVa, PL, Ca

|

Protrombin ————— > Trombin

FIX

Fibrinojen > Fibrin

Sekil-1: Koagtilasyon Semasi

aktive F Xl ise hem faktor IX (FIX) hem de faktér VI (FVII) aktive
etmektedir ve fosfolipit bulunan ortamda da aktive haldeki FVIII, faktor
X'u (FX) aktiflestirmektedir. Béylece, ortak yolun aktivasyonu baslamig
olur. Asidik fosfolipitlerin ve kalsiyum’un bulundugu ortamda bir araya
gelen doku faktéra, faktér VII (FVII) ile birlesip FX'u aktive hale
getirmektedir. FVII, intrensek yolda FIX'u aktiflestirerek FX'un
aktiflenmesine neden olmaktadir. FX hem intrensek hem ekstrensek



yoldan da aktiflenebilmektedir. FX, faktér Va (FVa) ile kalsiyum ve
fosfolipitlerin ortamda bulunmasi ile protrombin trombine dénismektedir
(17-19).

2.1.2. Ekstrensek Pihtilagsma Yolu

Hasarlanmis dokulardan salinan doku faktéri dogrudan faktér VIl'yi
aktiflestirir. Bu da kalsiyum varliginda FX'u, FXa’ ya cevirir. Ayrica doku
faktor, FVIl-kalsiyum kompleksi, faktor XI'i aktiflestirebilir. Doku faktori
aktif endotel ve monositlerde, ayrica beyinde damarlarin

adventisyasinda, deride ve mukozada bulunur.

Aktiflenmis  trombositlerin  ylzeyinde, plazma protrombinaz
komplekslerinin toplanmasi, trombosit zarina baglanmis baska bir
kofaktér olan FV’in varliginda, protrombinin (faktér 11), trombosit
ylzeyinde trombine dbénismesini saglar. Trombin, fibrinojeni fibrine

dénlstrerek fibrinolitik sistemi aktive hale getirir.

Trombinin, pihtilagsma Uzerindeki bir baska etkisi de; trombositleri
uyararak onlarin pihtilagsmaya yardimci islevlerinin ortaya ¢ikmasini ve
tromboksan, kalsiyum, adenindintkleotitfosfor (ADP), von Willebrant
Faktord, fibronektin, trombospandin gibi trombosit kiimelegtirici faktdrlerin
salgilanmasini saglar. FVIIl ve FVa'yl parcalayarak pihtilasmaya, faktor
XIIG (FXII) pargalayarak ise fibrinin saglamlastirilmasina  katkida

bulunur.

Trombinin endotel Uzerine de etkisi vardir. YuUzey proteini,
trombomoduline baglanarak, FVa ve FVIla’y1 etkisizlestiren ve ayni
zamanda fibrinolizi uyaran PC’nin aktiflesmesini saglar. Trombin, endotel
hicrelerinin kasilmasina neden olur. Buna karsilik, endotel de trombini
baglayip etkisizlestirebilir ve bazi olgularda trombine yanit olarak
vazodilatér madde prostosiklini Uretebilir. Béylece trombin pihtilagsmanin
baslamasi kadar sinirlandiriimasinda da etkilidir.



Pihtilagsma olayinin son evresi fibrinolizis yani pihti erimesidir. Bu
islem, daha pihtilasmanin basinda trombinin, PC'yi aktiflestirerek damar
duvarindan plazminojen aktiflestiricilerin salinimina yol acmasi ile zaten
baslamistir. Plazminojeni plazmine c¢eviren, plazminojen aktivatérleri;
doku plazminojen aktivator (tissue plasminogen activator, t-PA), urokinaz

plazminojen aktivator (UPA) olmak Uzere 2 tanedir.

Doku plazminojen aktifleyicilerinin eylemleri fibrine baglanarak
glclenir, bdylece pazmin olusumu pihti ile sinirli kalir. Bu sistemin
kontroll ise inhibitérlerce saglanir. Plazmin, alfa 2 antiplazmin, t-PA da
plazminojen aktivatoér inhibitér 1 (PAI-1)’e baglanarak inaktive olur.
Pihtilagsma sistemi aktive oldugunda, pihtilagsmanin tim duvar sistemine
yayllmamasi i¢in olayin damar duvarinda hasarin oldugu yerde sinirli
tutulmasi gerekir. TFPI, heparin, AT-Ill, heparin kofaktdr Il, dermatan
sulfat, trombomodiilin, PC, PS koagllasyon sisteminin dogal
inhibitorlerdir (17).

2.2 ANTITROMBIN-III

Karacigerde sentezlenen AT-IIl, trombin ve diger serin proteazlari
(faktor Xlla, Xla, Xa, 1Xa) inaktive hale getirmektedir. AT-11I'lin, trombin ve
heparin baglayan olmak Uzere iki 6nemli fonksiyonel kismi vardir. AT-llI
eksikligi, otozomal dominant (OD) gecisli olup, eksikliginin baslica klinik
bulgusu trombozlardir. Homozigot AT-Ill eksikligi, cok nadirdir ve yasamla
bagdasmaz (20-21). 1966-1999 yillari arasinda literatirde 7 olgu
bildirilmistir (20). Heterozigot AT-IIl eksikligi; FVL, PC ve PS eksikligine

gbre nadir fakat daha ciddi tromboz riski olusturur (21).

2.3 PROTEIN S
Karacigerde, endotelde ve megakaryositlerde yapilmaktadir. PS,
PC’nin etki gbéstermesi icin gerekli bir kofaktérdir ve FVa (zerine olan

etkiyi arttirmaktadir (22). PS karacigerde sentez edilmekte olup,



plazmada hem serbest hem de akitif halde bulunmaktadir (23).
Heterozigot PS eksikligi OD gecisli olup ilk kez 1984 yilinda
tanimlanmistir. PS eksikliginde ilk trombotik olay, ortalama 28 yas
civarinda goérilmektedir. Olgularin yarisindan ¢ogunda, tromboz spontan
gelisirken, digerlerinde belirlenen bir sebep bulunmamaktadir (24). PS
eksikligi, PC eksikligine rastlanma oranina gére daha az olmaktadir (23).
Saglikh populasyonda gorilme sikligi; %1’den az iken, trombozlu
hastalarda; %5-7 kadar oldugu goésterilmistir (25).

2.4 PROTEIN C VE AKTIVE PROTEIN C’NiN ETKi MEKANIZMASI

Trombofili nedeni olarak, kalitsal bozukluklarin en sik rastlanilani
APC direncidir (26,27). Tuarkiye’de saghkl bireylerde tasiyicilik %7-10
arasinda saptanmistir  (28,29). PC’nin  optimal aktivasyonunun
gerceklesmesinde kalsiyum, trombin, PS, trombomoduline gereksinim
vardir. Trombin, koagllasyon mekanizmasindaki fonksiyonundan farkh
olarak, PC'’yi aktive hale getirir. Trombin, trombomodulin ile kompleks
olusturur. Bu kompleks olusumundan sonra trombinin substrat spesifikligi
degisir. PC’nin kalsiyum koprileri aracihidi ile komplekse baglandigi
asama, PC’nin aktiflesmesine eslik eden asamadir. Trombin, PCnin N
terminalini asarak aktif serin ucu ile bulustugunda, PC aktive hale
gelmektedir (18). APC fosfolipit bagh FVa ve FVIlia’y1 spesifik olarak
pargalayarak aktive halden, inaktive duruma getirir. Bu 6zelliginden dolay:i
koagilasyon inhibe olur. PS’nin serbest sekli, goésterdigi yUksek
afinitesinden  6tirt, APC’yi  trombosit  ylzeyindeki, trombosit
mikropartikillerindeki ve endotel ylzeyindeki fosfolipitlere baglayarak
antikoagulasyonda kofaktér olarak is gérmektedir. PS’nin, FV’in, APC’nin
FVIII'i indirgemesi olayinda kofaktér roli oynadigi ileri sartlmastar (30).
Heterozigotlarda 3-8 kat, homozigotlarda 50-80 kat tromboza yatkinlik
artmaktadir (26,27,31,32).

2.5. HIPERHOMOSISTEINEMi



Homosistein metioninden sentezlenen bir aminoasiddir (33-34).
Sistatiyon beta sentetaz ve MTHFR genlerindeki mutasyon sonucunda
plazma homosistein dizeyi artar (35). En sik, MTHFR ve sistatiyon beta
sentetaz enziminde defekt saptanmigstir (36). Toplumun yaklagik %10’nun
MTHFR C677T tasidigi ve hafif hiperhomosisteinemi oldugu bilinmektedir
(27). Hiperhomosisteineminin, tromboz riskini 2.5 kat arttirdigi bildirilmigtir
(37,38). Annede olan C677T mutasyonunun spina bifida igin 2.9 - 3.7 kat
risk artisina yol agtigi bildirilmigtir (38). Diger kalitsal nedenli trombozlar,
genellikle vendz tromboz nedeni olurken, hiperhomosisteinemi arteriyel

ya da vendz tromboz nedeni olabilir (39).

2.6. FAKTOR V LEIDEN GENi VE AKTIVE PROTEIN C REZISTANSI
Normal kosullarda APC, FVa ve FVIllla’yi parcalayarak tromboza
egilimi engellemektedir (4). Aktive PC rezistansinda (APCR) ise, FV, APC
tarafindan parcalanmaya rezistans géstermektedir. Buda tromboza egilim
yaratmaktadir (4,40). APCR olan hastalarin %80-95'den FVL
mutasyonunun sorumlu oldugu bildirilmigtir (4,40,41). APCR’nin, FVL
mutasyonu olmayan olgularda da pozitif oldugu bilinmektedir (42,43).
Bunun aksine FVL mutasyonu tasiyan bazi olgularda, APCR normal
bulunabilmektedir (44). FVL mutasyonunda, FV geninin 1691. nikleotidi
olan, guanin yerine adenin gelmistir. Bunun sonucu olarak 506.
aminoasid olan arginin, glutaminle yer degistirmigtir (2). Bu mutasyon
faktér V Q506, FV R506Q veya FV 1691 G-A olarak adlandiriimaktadir.
FVL mutasyonun saglikli populasyondaki sikhgr %2-10 olarak bildirilmigtir
(45,46,29). Bolgelere ve irklara gére FVL sikliginda bayuk farkhlik oldugu
goértlmagstir (45-47). Avrupa ve Kuzey Amerika’da, insidans ylUksek
olmasina kargin, Japonya, GCin, Afrika ve Amerika’nin yerli
topluluklarinda, mutasyona rastlanmamigtir (48). FVL sikligi, Avrupa
tlkelerinde 9%3-5, Yunanistan’da %14, Turkiye'de %7.1-10.3 olarak
saptanmistir (49-51). Kibns’h  Tirklerde bu oran %12.2 olarak
bildirilmistir (51). Avrupa’da en sik goérildigad yer, Yunanistan ve Kibris

Rum kesimidir (52). Avrupa disinda oranin en az Yunanistan kadar
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yUksek oldugu bir diger Ulke de Azerbeycan’dir ve siklik %14 olarak rapor
edilmistir (53). Heterozigot FVL mutasyonu tasiyanlarda, venéz tromboz
riskinin normallere gbére 5-10 kat, homozigot seklinde ise 50-100 kat
arttigi bildiriimektedir (4,45).

FVL gen mutasyonu ve PC eksikligi, FVL mutasyonu ve PS eksikligi
veya FVL ve AT-lll eksikligi gibi gen defektlerinin birlikteligi tek bir
defektin sahip oldugu riskten daha fazla tromboz riski tasir. Sadece PC
eksikligi olanlarda yasam boyu tromboz riski %31, sadece FVL gen
mutasyonu tastyicilarinda %13 iken; her iki defekti de tasiyan bireylerde
bu risk %73 olarak bulunmustur (54).

2.7. METILENTETRAHIDROFOLAT REDUKTAZ GEN MUTASYONU
Homosistein, metioninin metabolize olmasi ile olusur. Bu dénistim
icin hicre ici enzimlere ve vitamin kofaktérlerine gereksinim vardir.
Homosistein remetilasyonla tekrar metionine déndsimi metionin
sentetaz ve betaine-homosistein metiltransferaz isimli ki enzim
tarafindan saglanir. Ciddi homosisteineminin toplumda gérilen en sik
nedeni homosisteinin sistationine dénisimini saglayan sistationin B
sentetaz enzimindeki homozigot defekitir. %5-10 ise
metilentetrahidrofolatin  metil tetrahidrofolata d&énlsimini saglayan
MTHFR enzimindeki defekttir. Remetilasyon mekanizmasindaki bu en sik
gorulen defekt, nérolojik disfonksiyon, psikomotor retardasyon, periferal
ndropati, konvulziyon, prematir vaskuler hastaliklar ve tromboembolizmle
seyreder (55). MTHFR geninde gbérilen 677. nUkleotitde bir nokta
mutasyonu sonucu sitozinin timine degisimi olmakta ve alanin yerine valin
aminoasidi gegmektedir. Bu degisim sonucunda enzimin termolabilitesi
artmakta ve aktivitesi %50 azalmaktadir (56). Beyaz irkta homozigot
mutasyon gortlme sikhdi %5-20 arasindadir. Turkiye'de ise bu oran %6-
8 arasindadir. Bu mutasyon varliginda enzim aktivitesi %50 azalmasina
ragmen her olguda hiperhomosisteinemi gérilmez. Bu durum

hiperhomositeineminin ortaya c¢ikisinda baska faktorlerin de etkili
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olabilecegini dusundirmektedir. Caligmalar termolabil MTHFR’nin
genellikle disitk serum folik asit varliginda hiperhomosisteinemiye yol

actigini géstermistir (57,58).

MTHFR, folat metabolizmasinda &énemli bir enzimdir ve 656
aminoasitten olusur (59,60). MTHFR enzimi, homosisteinin remetilasyon
doénglisinde (homosistein, transsulfirasyon ve remetilasyon yollarini
kullanarak metabolize olur) gbérev vyapar (60). MTHFR, 5,10
metilentetrahidrofolat! (5,10-metilen THF) geri déntUsimsuz olarak 5-metil
tetrahidrofolata (5-metil THF) déndstarar (Sekil 2) (60,61). 5-metil THF;
DNA metilasyonu ve metiyonin sentezi i¢in metil grubu saglar. Bunun igin
5-metil THF, metil grubunu vererek, homosisteinin déntsimuinde rol
oynar. 5,10- metilen THF ise deoksitridilatin, timidilata déntsiminde
kullanilirken bir taraftan da pdrin sentezi igin 10-formil THF'a okside
olmaktadir (61). MTHFR geninde meydana gelen bir mutasyon (en yaygin
olani C677T polimorfizmi) enzim aktivitesini azaltmaktadir (62). Azalan
MTHFR aktivitesi sonucunda 5- metil THF dizeyi azalmakta, 5,10-metilen

THF miktar ile plazma homosistein diizeyi artmaktadir (59,62,63).
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FOLIK ASIT
Folik asit reseptorleri
Metillenmis DNA dinitrofolat dUMP
Protein,lipidler l a
f THF
Ado Met l \
metionin 5-10 metilen THF
dTMP
THFR
homosistein 5 metil THF
DNA
biyosentezi

Sekil-2: MTHFR enziminin rolinU goOsteren mekanizma. Enzim iki kol

arasinda metil transferinde rol oynar.
2.8. PROTROMBIN G20210A MUTASYONU

Kalitsal trombofiliden sorumlu tutulan PG 20210A mutasyonu,
1996’da tanimlanmistir. Bu mutasyonda, protrombin geninin translasyona
ugramayan 3’ bdlgesinde, 20210 pozisyonundaki guaninin, adenin ile yer
degistirmesi sonucunda glisin aminoasidi yerine, arjinin gelmektedir. Adi
gecen mutasyonu tasiyanlarda, protrombin dizeyinin yiksek oldugu tespit
edilmistir  (8). PG 20210A mutasyonunda, kesilme bdlgesinin
taninmasinda, 3’'ucunun islenmesinde sorun olmakta ve mRNA birikiminde
artma olmaktadir. Bu da, protein sentezinde artmaya sebep olmaktadir
(64). Bu mutasyonun heterozigot sekli, saglikli populasyonda %1-2, venéz
trombozu olan hastalarda %6-8 siklikta gorilmektedir (8,65,66). PG
20210A mutasyonu taslyanlarda, tromboz riskinin 2.8 kat arttig
bulunmustur (67,68). PG 20210A mutasyonu sikligi bdlgelere ve irklara
g6re blyuk farkliliklar gbéstermektedir (48,65). Dokuz farkh Glkedeki 11
merkezde 5527 birey Uzerinde tarama sonugclarinda hic homozigot birey
saptanmazken, tasiyici orani %0.7-4 arasinda saptanmistir (65). Kuzey
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Avrupa’da insidans %1.7 iken guneyde bu oran %3’dur (65). Turkiye'de
yapilan calismalarda ise kontrol grubunda heterozigot mutasyon sikligi
%2.2-%2.7 olarak bulunmustur (69,51). Kibris’li Ttrklerde bu oran %38.1
olarak bulunmustur (51). Ancak FVL’e gbére yaklasik 3 kat daha az
trombotik risk olusturur (65,70-72). FVL ile birlikteligi buyUk risk yaratir (72-
74).

PG 20210A mutasyonu olan Kisilerin blylk kisminda diger
trombofilik anormallikler de bulunmaktadir. Bunlardan en sik olani FVL
mutasyonu ve antifosfolipit antikorlaridir. PG 20210A mutasyonu
tasiyicilarinda %40 oraninda FVL mutasyon pozitifligi bulunmustur (64).
PG 20210A mutasyonu saptanan kisilerde %55 oraninda diger trombofilik
anormalliklere rastlanmistir. Bunlardan en sik %25 antifosfolipid antikor
mevcudiyeti ve %20 FVL mutasyonudur (75).
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II-GEREG VE YONTEM

Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Ahmet Necdet Sezer Uygulama
ve Arastirma Hastanesi Gocuk Sagligi ve Hastaliklar Klinigi’'nde Ocak 2006-
Aralik 2006 tarihleri arasinda dogan 96 olgu calismaya dahil edildi. Calisma
icin fakilte etik kurul karari alindindiktan sonra, tim olgularin evebeynlerine
calisma hakkinda s6zIU ve yazili olarak bilgi verildi ve génlld olur formu
imzalatildi. Tim olgularin kordon kani érnekleri, pithtilasmayi engellemek
icin, etilendiamintetraasetik asitli (EDTA) tlplere 2 ml kadar alindi.

Olgularda, tromboza egilim yaratan risk faktérleri ile MTHFR,
PG20210A, FVL mutasyon sikligi arasindaki iliskiye bakildi. Risk faktorleri
olarak; annede hipertansiyon, ailede tromboz &yklsu, evebeynlerin sigara
icme durumu sorgulandi. Ailede tromboz arastirilirken; annede, babada,
birinci derece akrabalarda derin ven trombozu, ateroskleroz éykisu olmasi,
tromboz varligi olarak kabul edildi. Evebeynlerin sigara igme durumu
sorgulanirken; ginde 1 tane ve daha fazla sigara icen evebeynler sigara
iciyor kabul edildi. Olgular kendi icinde prematur, term, IUGG, AGA olarak
ayrihp, MTHFR, PG20210A, FVL mutasyon sikligi agisindan degerlendirildi.
Term, prematir, IUGG, AGA olarak siniflama yapilirken, asagidaki tanimlara
uyuldu:

Term: 37 gebelik haftasi ve 37 gebelik haftasinin Gzerinde dogan
yenidoganlar.

Premattir: 37 gebelik haftasinin altinda dogan yenidoganlar.

IUGG: Cinsiyete ve gebelik haftasina gore dogum agirhgr 10
persentilin altinda olan yenidoganlar.

AGA (Appropriate for gestastional age): Cinsiyete ve gebelik haftasina
g6re dogum agirhgi 10-90 persentilde olan yenidoganlar.
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Bu calismaya dahil edilen 96 olgunun kordon kani &rneklerinden
genomik DNA elde edildi. Amplifiye edilen DNA’nin basit nikleotid primer
uzama reaksiyonunu takiben “Pronto ThromboRisk” kiti kullanilarak ELISA

(Enzyme linked immunosorbent assay) yontemiyle genotiplemesi yapildi.

Ydéntem teorik olarak 3 basamaktan ibaret olup DNA ekstraksiyonu,
genotipleme ( DNA amplifikasyonu, amplifiye edilen ekzonlarin agoroz jelde
goriintilenmesi, post amplifikasyon, primer uzatma, ELISA) islemlerini
cermektedir.

Degerlendirme
DNA Ekstraksiyonu:

Olgulara ait kordon kan 6rneklerinden genomik DNA izole edildi. DNA

izolasyonunda “Pronto’s® DNA extraksiyon” kiti kullanildi.

Genotipleme icin Kullanilan Calisma Yéntemi Akis Semasi
DNA Amplifikasyonu:

Test edilen mutasyonlari iceren DNA parcalari amplifiye edildi. Amplifiye
olan DNA primer uzama reaksiyonlar igin substrat olarak kullanildi.
Amplifikasyon islemi igin 0,2 ml'lik tiplere 19 pl amplifikasyon miks, 0,4 ul Taq
DNA polimeraz ile 5 pl 6rnek DNA konuldu ve “thermal cycler cihazi” 94
°C’de 5 dakika, 94 °C’de 30 saniye, 66°C’de 20 saniye, 72 derecede 20
saniye (15 déngu), 72 °C’de 2 dakika 94 °C’de 30 saniye, 58 derecede 30
saniye,72 derecede 30 saniye (25 dbéngl) ve 72 derecede 5 dakika
olmak Uzere ayarlanarak Orneklere polimeraz zincir reaksiyon
(polymerase chain reaction- PCR) islemi uygulandi.

Post Amplifikasyon

Post amplifikasyon hazirlanisinda amplifiye edilen her 15ul PCR
arininin 5ul’'si post amplifikasyon isleminde kullanmak icgin, 5ul’si pozitif
Ornekleri tekrar galismak igin ayrildi. Amplifikasyon Grandnin 5 pl'si 5 pl

yUkleme tamponu ile %2’lik agoroz jele yUklendi ve yarataldi.
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Ana karigim

icin 15 pllik bir tip hazirlanip isaretlendi. Post

amplifikasyon karigsimi kullanilimadan hemen 6nce hazirlandi. Tablo I'e

gore Pronto Buffer, Soliisyon C ve Sollisyon D test tlpl icerisinde
kanstirldi. Tablodaki hacimler test edilecek drnek sayisinin bir fazlasiyla

carpildi.

Tablo-I: Post Amplifikasyon Karisiminin Hazirlanisi

Cozeltiler

Bir Ornek Icin Kullanilacak Hacimler

Pronto Buffer 2

60.0 pl

Soltsyon C

3.0 ul

Sollsyon

D 2 ul

Toplam Hacim

65 pl

Sollsyon pipetaj yapilarak kanstirildi. Test tlplerine 65 pl post

amplifikasyon karisimi kondu ve 15 pl 1. PCR rina ilave edildi. Pipeta;

yaparak post amplifikasyon karigim ile amplifiye olan DNA &rnegdinin

karismasi saglandi ve bir damla “ColoRed ™ yag eklendi. 37 °C’'de 30
dakika, sonra 95 °C’de 10 dakika inkibe edildi. Hemen kullanilmayacak

durumlarda maksimum 4 saat 2-8 °C de saklandi.

Primer uzatma

“Thermocycler cihaz1” asagidaki protokole gére programlandi.

Tablo-1l: “Thermocycler” cihaz protokoll

A Baslangic | 94°C 15 saniye

B 20 déngl | 94°C 30 saniye
52°C 10 saniye

C Sonlanma | 18-25°C sicakhidi oda sicakligina
indirildi

Kuyunun dibindeki renge dikkat edildi. Test edecegdimiz her érnek

icin bir pembe kuyu ve bir mavi kuyu kullanildi. Post amplifikasyon

uygulanmig érnekten 8'er ul kuyucuklara dagitildi. Amplifikasyon Grininin

her bir kuyunun dibinde bulundugunu kontrol edildi. Her kuyu bir damla
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“ColoRed-Oil” ile kaplandi. Bu sirecte damlaligin agziyla kuyulara

dokunulmamasina 6zen gdésterildi.

"Termal cycler” cihazi calistirildi ve siklus protokoll basglatildi.
Sicaklik 90° C'ye ulastiginda plate yerlestirildi. Basit primer uzama
reaksiyonu tamamlandiktan sonra ELISA ile belirleme asamasina gegildi.

ELISA islemleri

Biyotinle etkilenmis primerlerin belirlenmesi ELISA prosediri ile
gerceklestirildi. Biyotinle etkilenmis primerler streptavidin kaplanmis ELISA
plagina baglanir ve primerin 5 antijenik ucuna yénlenmis peroksidaz
reaksiyon TMB (Tetramethylbenzidine) substratin varliginda meydana
gelir.

ELISA islemleri uygulanmaya baslandiginda éncelikle bitin reaktifleri
oda sicakligina getirildi. 20 x “Wash Sollisyon” deiyonize su ile dilue edilip

1x ylkama solisyonu hazirlandi. “Plate” kenarina test ismi ve tarihi
yazildi.”Pronto plate” ve “Detection plate” ayni oryantasyonda yan yana

sekil-3'de gbsterildigi Gzere yerlestirildi.

Jclolelelelejelolelelele) ~A@O0000000O000
B@OOO0O0000O00O0 E@OO0O00000000
cOOOOOO0OOOO0O c@6000000OO00O0O0
@O OOOOOOO0O0OO t®@00000000000
E@OOOOO000O0O0O0O0 E@OOOOOO0OO000O
FOOOOOOOOOO0OO FOOGOCOOOOOO000O
c@O0OO000OO0OOOO c@®@00000000000
H@@QQQQQQ?QOO @B OOOOOOOOOO

PRONTO™ Plate Detection Plate

Sekil-3: Pronto plate ve Detection plate yerlestiriimesi

Bundan sonra asagida siralanan basamaklar izlenerek ELISA ile
belirleme iglemi yapildi.

Cok kanalli pipet ile “"Pronto plate’’deki her kuyuya mineral yagin
altina girilerek 100 pl “Assay Solisyon” eklendi, birka¢ kez pipeta;
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yapilarak assay solisyonu ile érnegin karismasi saglandi. Assay ve érnek
karisimi detection plate’ye aktarildi. Oda sicakliginda ve karanhkta 10
dakika inkibe edildi.

inkibasyon devam ederken 3,3 pl “Konjugat HRP 330 pl Assay
Soltsyon” igcinde 1:100 oraninda dilue edildi. Kullanilan her Detection
Plate icin gerekli olan 11 pl “Assay solUsyon’da dilue edilmis Konjugat
HRP” her testte taze olacak sekilde hazirlandi.

inkiibasyon sonrasinda “Detection Plate 1xWash Sollisyon” ile 4 kez
yikandi. Son ylkamadan sonra kuyular kurumaya birakildi. Tim kuyulara
cok kanall pipet ile 100 pl taze hazirlanan konjugat HRP ilave edildi. Plate
oda sicakliginda ve karanlikta 10 dakika inkibe edildi.

inkiibasyon sonrasinda “detection plate 1 x Wash soliisyon” ile 4 kez
yikandi. Son ylkamadan sonra kuyular kurumaya birakildi. Tim kuyulara
cok kanalli pipet ile 100 pl “TMB-Substrat” eklendi, oda sicakhdinda ve
karanlhkta mavi renk olusuncaya kadar 15 dakika slreyle inkibe edildi.

Sonuglarin analizi

Sonuclar TMB substrat ¢6zeltisinin ilavesini takiben gérilebilir hale
geldi. Sonuglarin degerlendiriimesinde test icin kullanilan “Pronto Plate”
kitinde belirtilen test degerlendirme &lciutleri g6z dninde bulunduruldu.
Mavi rengin olustugu kuyucukta test edilen mutasyon noktasinda pozitif

sonug¢ olduguna karar verildi.

istatistik Yontemi

Cahsma sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel analizi bilgisayarda,

“SPSS 10.0” paket programi ile yapildi. istatistiki ydntem olarak Ki-kare ve

mutasyon varligi Uzerine etkili oldugunu distndigimiz degiskenlerden

(hipertansiyon, sigara, tromboz) hangisinin gergekten etkili oldugunu anlamak

icin iki ileri istatistiksel analiz yéntemi (lojistik regresyon, tek yoénli varyans
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analiz) kullandik. Lojistik regresyon analizi ve tek yonll varyans analizi icin
p<0,001, ki-kare yéntemi icin p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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IV-BULGULAR

Galismaya dahil edilen 96 olgunun, 46’si (%48) kiz, 50’si (%52)
erkek idi. Bunlarin 25 tanesi IUGG, 71 tanesi AGA, 44 tanesi prematur,
52 tanesi term idi.

Olgularin dogum agirhgi, dogum boyu, dodum haftasi, UGG
olgularda ponderal indeks ortalamasi tablo III'de verildigi gibidir (Tablo

1Y

Tablo-1ll: Olgularin ortalama degerleri

Dogum agirhgi (gram) Dogum boyu (cm) | Dogum haftasi | Ponderal indeks
(ort£SD) (ort£SD) (ort£SD) (ort£SD)
(min-maks) (min-maks) (min-maks) (min-maks)
2373.00 + 872.85 44.69 £ 5.69 35.96 £ 4.07 2.39 £ 045
(450 - 3980) (29 - 52) (24 - 41) (1.5-34)

Olgular dogum sekillerine gére gruplandirildiginda 39 olgu normal
vajinal yolla dogum (%40.6), 57 olgu sezeryan ile dogum (%59.4) olarak

saptandi.

Tromboza egilimi arttiran risk faktérleri acisindan gruplara
bakildiginda; 42 tanesinde evebeynlerden higbirisi sigara igmiyorken
(%43.9), 54 tanesinde babanin sigara icme (%56.3) éyklsli mevcuttu.
Hastalarin hi¢c birinde annede sigara icme 6yklsl saptanmadi. Calisma
grubuna 1. dakika APGAR’I 7’nin altinda olan olgular dahil edilmedi.

72 Hastada (%75) annede hipertansiyon 6ykisU yokken, 24 hastada

(%25) annede hipertansiyon éykisi saptandi. Ailede tromboz dykisi 5
hastada (%5.2) mevcuttu.
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Annedeki hipertansiyonun, bebekteki mutasyonlar Gzerine gercekten
etkili ve dnemli olan degisken oldugunu bulduk (r=0,421 ; p<0,001 ;
lojistik regresyon p<0,001 ; Tek yonll varyans analiz p<0,001). Ailede
tromboz varligi ile babanin sigara icme durumunun ise bebekteki

mutasyonlara etkisi yoktu (Tablo IV-Tablo V).

Tablo-IV: Risk faktorleri - mutasyon iligkisi

Mutasyon Ailede tromboz | Babanin sigara | Annede
icme durumu hipertansiyon
Yok Var icmiyor | igiyor | Yok Var
Yok 47 0 26 21 44 3
Var 44 5 16 33 28 21
P 0.99 0.60 0.0003
OR 0 0.26 8.65

Lojistik regresyon analizi
OR: Odds Ratio

Tablo-V: Risk faktdrleri - mutasyon iligkisi

Mutasyon Ailede tromboz | Babanin sigara | Annede
icme durumu hipertansiyon
Yok Var icmiyor | igiyor | Yok Var
Yok 47 0 26 21 44 3
Var 44 5 16 33 28 21
P 0.24 0.51 0.001

Univariate analiz
Prematdr, term  olgular, mutasyona  egilim  acisindan

kiyaslandiginda; prematir olgularla, gen mutasyonlari arasinda pozitif
iliski saptandi (Tablo VI).
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Tablo-VI: Prematir, term olgular ile mutasyon iligkisi

Mutasyon
Yok Var
Premattr 16 28
Term 31 21
P 0.02

P= Ki-kare testi

IUGG, AGA olgular mutasyonlara egilim agisindan kiyaslandiginda

anlamli fark bulunmadi (Tablo VII).

Tablo-VII: IUGG, AGA olgular ile mutasyon iligkisi

Mutasyon
Yok Var
IUGG 10 15
AGA 37 34
P 0.35

P=Ki-kare testi

IUGG: intrauterin gelisme geriligi, AGA: Appropriate for gestationel age

IUGG olgular kendi icinde ponderal indeksine gore; simetrik ve

asimetrik olarak gruplandirildi. Her iki grup arasinda, mutasyonlara egilim

acisindan anlamli fark saptanmadi (Tablo VII).

Tablo-VIII: Simetrik, asimetrik IUGG olgular ile mutasyon iligkisi

Mutasyon
Yok Var
Asimetrik IUGG 3 4
Simetrik IUGG 7 11
P 1

P=Ki-kare testi

IUGG: intrauterin gelisme geriligi
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V-TARTISMA

Tromboz, erigkin yas grubunun hastaligi olmasina ragmen son
yilllarda cocuklarda da gértilme sikhgi giderek artmaktadir. Andrew ve
arkadaslarn (20), tromboz insidansini yenidogan bebekler icin her 100 000
hastane basvurusunda 240, daha blylk c¢ocuklar icin ise 53 olarak
bildirmektedirler. Tromboz insidansi, erigkin dénemi igin 78/100000'dir.
Manco-Johnson grubunun (83) verdigi rakam ise 12/100000°dir.
Ulkemizde Giirgey ve arkadaslar (26) tarafindan yapilan calismada,
cocuklarda hastaneye basvuru sirasinda tromboz orani 78/100000 olarak
bildiriimekte ve yurdumuz icin énemli bir sorun olarak vurgulanmaktadir.
Calismalarda trombotik atak geciren c¢ocuklarda trombozun tekrarlama
olasihgr %7-18.5, tromboza bagl 6élim orani %2.2 olarak belirtilmistir
(71,75). Cocuklarda hemostatik sistemin spesifik 6zelliklerinden dolayi,
tromboembolik olaylarin pik insidansi yenidodan ve 1 yasinin altindaki
cocuklardadir (76). Vaskuler olaylarin insidansi 1 yasindan sonra azalir,
ikinci pik adolesan dénemindedir (77).

Yapilan calismalar yetiskinde ve c¢ocuklarda hemostatik sistemin
farkhlik gésterdigini ispatlamistir (33,78-82). Yenidodanlarda K vitaminine
baglh koagulasyon faktérleri olan F 11, VII, IX, X ve bunlarla iligkili faktérler
olan F Xl, Xll, prekallikrein ve yiksek molektl agirlikli kininojenin plazma
konsantrasyonlari yetigkin deg@erlerinin  %50’si kadardir. Bu degerler
yasamin ilk haftasinda hizh bir sekilde ylkselerek 6. ayda yaklasik eriskin
dlzeye ulagir. Buna ek olarak K vitaminine bagl antikoaguilan olan PC, PS
dizeyi yenidogan déneminde dusuktlr. Bununla birlikte plazmadaki total
PS antijeni disik olsa da, aktive PS dizeyi ylUksektir. Bunun da
belirlenememis C4b binding protein seviyesine bagh oldugu ve bdylece
vaskuler olaylardaki riski azalttigi 6n goértimektedir (79). Antitrombin,
heparin kofaktérii 2 ve PC seviyesi eriskinlerdeki degerinin %50’si
kadardir. Alfa 2 makroglobulin dizeyi ise dogumda erigkin dizeyinden
yUksektir ve 6. ayda erigkin seviyesinin 2 katina ulasir (78-80). Ayrca
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protrombin konsantrasyonunun yenidogan plazmasindaki azalma, trombin
dretimini azaltir, bdylece cocuklarda ve c¢ocukluk déneminde, trombotik
olaylara karsi koruma saglar. Yenidogan dénemi boyunca prokoagulan
koagtilasyon sisteminin bazi kompenentlerinin 6zellikleri, tromboembolizm
riskini azaltir ama ¢ocuklarda, fibrinolitik proteinlerin vaskdler olaylara karsi
koruyucu olduguna dair kanit yoktur. Yenidogan ddneminde t-PA
konsantrasyonunun artmasina ragmen aktive plazminojenin azalmasi ve

t-PA inhibitérl seviyesinin artisi hipofibrinolitik durumdan sorumludur (82).

Perinatal asfiksi, septisemi, preeklampsi, maternal diyabet,
antifosfolipit antikoru, polisitemi, dehidratasyon, distUk kardiyak output,
santral kateterizasyon, FVL, MTHFR, PG20210A gibi ¢esitli mutasyonlar,
PC, PS yetmezlikleri, yenidoganda trombozis gelisiminde rol oynar. Son
calismalarda kalitsal 6zellik tagiyan yenidoganlarin, %20’sinde yenidogan
trombozisi saptanmistir (83). Cocukluk déneminde erken vaskiiler bulgular
icin en yaygin protrombotik risk faktérii FVL iken, adolesanda PG 20210A
mutasyonu daha énemlidir (84).

Riskli  gebeliklerin, yenidogandaki trombofili (zerine etkisi
calisiimasina ragmen, literatiirde kalitsal trombofili ve UGG arasindaki
iliskiyi inceleyen sadece birka¢ ¢alisma mevcuttur. Ancak, hasta segiminde
kullanilan ydntemler ve hasta sayilari farkliik arz ettiginden, galismalar
heterojen grup olusturmakta ve sonuclar birbiriyle celismektedir. IUGG ile
kalitsal trombofililer arasindaki iliskiyi inceleyen ve olgu sayisi nispeten
dislk olan calismalar, kalitsal trombofilinin IUGG nedenlerinden birisi
olabilecegini distndirmektedir (85, 86). Ancak daha buyilk serilerde bu
iliski g6zlenmemistir (87,88).

Arias ve arkadaslari (89), yapmis olduklari calismada, preeklampsi
ve IUGG olgularinda, daha yiksek oranda trombotik streglerin izlendigini
bildirmiglerdir. Salafia ve arkadaslarinin (90) yapmis oldugu calismalarda

da, preeklampsi ve IUGG olgularinda, trombofiliye egilim oldugu
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bulunmustur. Aksi yénde calismalar mevcut olmakla birlikte, kalitsal
trombofililerin plasentada tromboza ya da plasenta olusumu sirasinda
bozukluga yol acarak, plasenta yetersizliine ve IUGG'e neden
olabilecekleri digtinulmustdr (89,91-93).

Martinelli ve arkadaslarinin (94) calismasinda, 61 IUGG ve ayni
irktan olan 93 kontrol grubu ile yapilan calismada FVL, protrombinG
20210A, MTHFR gen mutasyonlari arasinda iligski incelenmistir. Sonuglar,
IUGG ile FVL, MTHFR, PG20210A gen mutasyonlari arasinda iligki

oldugunu vurgulamistir.

Riward ve arkadaslarinin (95), 493 IUGG ve 472 kontrol grubundan
olusan, olgu kontrol calismasinda, maternal trombofilik mutasyon
acisindan korelasyon bulunmamistir. Ayni arastiricilar (95) 250 olgu daha
ekleyerek, PAI-1, 4G-5G ve faktér Xl Val134Leu varyanti ile IUGG
arasinda iliski olmadigini géstermislerdir. Ayni zamanda FVL, PG 20210A
gen mutasyonlari ile IUGG arasinda da, iligki olmadigi saptanmistir.
Robertson ve arkadaslarinin  (96), 195 olgu Uzerinde yapilan
calismalarinda, IUGG ile trombofili arasinda iligski saptanmistir.

Verspyck ve arkadaslarinin (86), dogum agirliklari %3 persentilin
altinda olan 203 bebegdin dahil edildigi, toplam 406 olgu ile yaptiklari
calismalarinda, IUGG ve FVL, PG 20210A gen mutasyonlari arasinda iligki
saptamamiglardir. Bizim ¢alismamizda olgu sayisi nispeten az olmasina
ragmen, literatlrde bUylk serilerle yapilan calismalarla uyumlu olacak
sekilde, MTHFR, PG 20210A ve FVL gen mutasyonlarinin, IUGG ile iligkisi
saptanmadi. Bu da, IUGG olgularin trombofili ile iligkili olmadigini

disUndirmektedir.
Bir metaanalizde, Howley ve arkadaslan (97) FVL ve PG 20210A

gen mutasyonlari ile UGG iligkisini arastirmiglardir. Bu calismada

metaanalize dahil edilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
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heterojenite saptanmakla birlikte bizim ¢alismamizdan farkli olarak FVL /
PG 20210A gen mutasyonlan ile IUGG arasinda bir iligki olabilecegi
bildirilmistir.

Howley ve arkadaslarinin (97) yaptigi calismada, ilging olarak, IUGG
tanisini dogum agirligr %10 persentil ve %5 persentilin altinda olan seriler,
ayri ayri ele alindiklarinda, FVL, PG 20210A gen mutasyonlari ile IUGG
arasindaki iligki yalnizca fetal agirhgi %»5’in altinda olan olgularda
saptanmistir. Plasenta yetersizligine bagl olarak gelisen siddetli IUGG
olgularinin, dogum agirligi %5’in altinda oldugu grupta daha sik rastlandigi
g6z Onlne alindiginda, siddetli IUGG ile FVL ve PG 20210A gen
mutasyonu arasinda, bir iligki olabilecedi gorulmustar. Bizim
calismamizda, IUGG sinin %10 persentilin altt kabul edilmis olup,
sonuglarin anlamsiz c¢ikmasi ile iligkili olabilecegini diastndirmektedir.
Howley ve arkadaslarinin (97) calismasi, bir metaanaliz olmasi nedeni ile
olgu sayisi ¢ok fazla olup, bizim c¢alismamizdaki olgu sayisinin azligi
nedeni ile IUGG olgulari %5 ve %10 persentilin alti olarak, tekrar
gruplandiriimadi.

Disik dogum agirlikli  bebekler ve kalitsal trombofili iligkisini
inceleyen calismalarin hemen timinde IUGG; dogum agirhdina goére
belirli persentil ya da standart sapmanin altindaki olgular olarak tarif
edilmig, plasenta yetersizligi saptanan olgular ayrica siniflandiriimamigtir.
Tarkiye'de Al ve arkadaslarinin (98) yapmis oldugu bir calismada IUGG ve
plasenta yetersizligi saptanan grupta olgularin %64.7’de en az bir
trombofilik faktér tespit edilmistir. Mc Cowan ve arkadaglan (87), 145
IUGG olgusu ile 290 kontrol grubunu kapsayan ¢alismalarinda, trombofili
insidansi agisindan IUGG bebekler ile kontrol grubu arasinda bir fark
g6zlememiglerdir. Ancak, plasenta yetersizligi saptanan, 6zellikle dogum
agirhgr %3 persentil altinda olan bir grup bebekte, istatistiksel olarak fark
bulunmamakla beraber trombofili sikhdinda artis bildirmiglerdir.

Farkli olarak, Verspyck ve arkadaslarinin (86) yapmis oldugu c¢alismada,
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34 plasenta yetersizligi saptanan olgunun hicbirisinde trombofilik faktér
saptanmamistir. Bizim calismamizda ise, bu calismalardan farkli olarak,

plasenta yetersizligi saptanan olgular, ayrica belirtiimedi.

Kupferminc ve arkadaslari (85), %66’sin1 prematirlerin olusturdugu,
44 UGG olgusu ile yaptiklari calismada, %50 oraninda en az bir
trombofilik faktdér saptamislardir. Ayni arastirmacilarin yayinladiklar diger
bir seride, 22-26 gebelik haftalarinda, plasenta yetersizligi saptanan ve
ciddi gelisme yetersizligi olan bir grup olguyu, kontrol grubu ile
karsilastirmiglardir (99). IUGG grubunda trombofili sikligi %69, kontrol
grubunda ise %14 olarak saptanmistir. IUGG grubunda %33 sikliginda iki
ve daha fazla trombofilik faktdér saptanirken, kontrol grubunda higbir
hastada trombofili gézlenmemistir. Bizim calismamizda kalitsal trombofili
faktérlerinden MTHFR, FVL, PG 20210A gen mutasyonlari bakildi, ancak
Kupferminc ve arkadaslarinin (95) calismasinda, bizim c¢alismamizdan
farkl olarak, APC rezistansi, PC, PS, lupus antikoagllan, antikardiyolipin
IgG, IgM, antifosfolipit 1gG, M testlerine de bakilmistir. Kupferminc ve
arkadaslarinin (99) yaptigi calismada, bakilan trombofilik faktér sayisinin
daha fazla olmasi nedeni ile, anlamli fark bulunmus olabilir. Kalitsal
mutasyonlar agisindan, ayri bir istatiksel analiz yapiimadigindan, bizim

calismamiz ile karsilastirmak mumkdn olmamaktadir.

Galismamizda, annede hipertansiyon Oykisu ile mutasyon pozitifligi
arasinda pozitif iliski saptandi. Anteby ve arkadaslarinin (100) yaptidi
calismada, annede hipertansiyon éyklst ve PG 20210A gen mutasyonu
arasinda pozitif iligki saptanmistir. Ancak bu calismada diger iki mutasyon
bakilmamistir. Kupferminc ve arkadaslarinin calismasinda (85), annede
hipertansiyon dykusu olan olgularda trombofiliye egilim bildirilmistir. Ancak
daha 6énce yukarida belirttigimiz gibi bu calismada cok sayida trombofili
faktérl bakilmistir. Kahtsal gen mutasyonlar ayrica degerlendiriimemistir.
Verspyck ve arkadaslari (86), calismalarinda annede hipertansiyon

Oykisl olanlarda FVL, PG 20210A gen mutasyonlarinin, istatistiksel
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olarak daha fazla oldugunu saptamiglardir. Bu c¢alismada, MTHFR
mutasyonu bakilmamistir. Bizim galismamiz, trombofiliye egilim yaratan 3
gen mutasyonuna da bakiimis olmasi agisindan, diger calismalardan
farklidir.

Verspyck ve arkadaslarinin (86), yukarida s6zU edilen ¢calismasinda
annede sigara icme OykUsl olanlarda, trombofili sikhginda artis
saptanmistir. Calisma grubumuzda, gebelik sirasinda annede sigara icme
OykUsu saptanmadi. Babasi sigara icen grupta, mutasyona egilim
saptanmadi. Literatlirde, annenin aktif igici oldugu durumlar ile ilgili ¢cok
calisma olmasina ragmen, annenin pasif igiciligini degerlendiren
calismaya rastlamadik. Bizim c¢alismamiz annenin akitif igi¢ci olmadidi,
ancak yaninda sigara icildigi pasif icicilik durumunu degerlendirmesi
acisindan diger calismalardan farkhdir.

Prematlr ve term olan gruplar arasinda MTHFR, PG 20210A, FVL
gen mutasyonlari igin anlamli fark bulduk. Verspyck ve arkadaglarinin (86)
yapmis oldugu calismada, 37 gebelik haftasinin altinda dogan olgularda
trombofili sikliginda anlamh artis saptanmistir. Bu ¢alisma toplam 406
olguda yapilmig olup, bizim c¢alismamiz toplam 96 olgu Uzerinde
yapimistir.

Gibson ve arkadaslarinin (101) calismalarinda, 28 gebelik
haftasindan édnce dogan prematdrler ile PG 20210A gen mutasyonu iligkili
bulunmustur. 28-31 gebelik haftasinda dogan olgularda, MTHFR gen
mutasyon sikliginin arttig1 saptanirken, 32-36 gestasyon haftasinda dogan
olgularda trombofiliye egilim saptanmamistir. Bizim c¢alismamizda,
prematirlerde gen mutasyon egilimi saptandi. Bu sonug¢, mutasyon
pozitifliginin, prematir dogumlara sebep olabilecegini, distindirmektedir.

MTHFR geninde, C677T ve A1298C olarak 2 yaygin polimorfizm

tanimlanmistir. Homozigot C677T polimorfizmi, hiperhomosisteinemi ile
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sonuglanir.  Hiperhomosisteinemi, endotelin  antitrombotik fenotipini
degistirerek, FXII ve V’in aktivitesini arttirarak, PC aktivitesini azaltarak
trombofilik  etki yaratir. MTHFR  A1298C  polimorfizmi ise
hiperhomosisteinemi ile iligkili degildir. Gibson ve arkadaslarinin (101)
yapmis olduklar ¢alismada MTHFR C677T mutasyonunun premattr ve
IUGG ile iligkisi olmadigi, MTHFR A1298C mutasyonunun premattr ve
IUGG ile iligkili oldugu bulunmustur. Bizim calismamizda da MTHFR
C6777T mutasyonu calisildi. Ancak homosistein diizeylerine bakilmamig
olmasi nedeni ile hiperhomosisteinemi ile MTHFR C677T mutasyonu
arasindaki iliski gésterilememistir.

Gibson ve arkadaslarinin (101) galismasinda, FVL gen mutasyonu ile
IUGG ve prematir (32 gebelik haftasinin altl) dogum arasinda iligki
olmadigl saptanmistir. Ayni ¢calismada IUGG ve prematir dogum (28-31
gestasyon haftasi) ile MTHFR A1298C gen mutasyonu iliskili
bulunmustur. infante - Rivard (99) ve McCowan (87) calismalarinda,
MTHFR gen mutasyonunun IUGG ve prematir dogum riskini azalttigini,
PG 20210A mutasyonu ile prematur olgularin iligkili olmadigini
bulmuslardir. Bu galismalar arasindaki tutarsizhgi, farkh etnik gruplarda,
farkli kalitsal trombofilik mutasyonlarin secilmis olmasi, olgu sayisinin
farkhh@i ile agiklamiglardir. infante - Rivard (99) ve McCowan (87)'nin
calismalarinda, annesi hipertansif olan olgular calismaya dabhil
edilmemistir. Bizim g¢alismamizda etnik farkhlik yoktu, annesi hipertansif
olanlar da cgalismaya dahil edildi. Her 3 gen mutasyonu agisindan
prematir olgularda anlamli fark bulunurken, IUGG olgularda anlamh fark
bulunmadi. Bu sonug; daha cok calismaya ihtiyag olmakla beraber Turk
toplumunda prematir olgularda trombofilik mutasyonlara egilim oldugunu,
IUGG olgularda  trombofilik  mutasyonlara  egilim  olmadigini
disUndirmektedir.

Schlembach ve arkadaslari (102), HELLP (Hemolysis, elevated liver

enzymes and low platelet count) sendromlu annelerin bebeklerinde
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bakilan; FVL, PG 20210A gen mutasyonu ile IUGG arasinda anlamli iligki
bulmuslardir. Fetal trombofilik mutasyonun, plasental mikrotromboz,
fetoplasental kan akimini engellemeye yol acarak, gelisme geriligine yol
actigini savunmuslardir. Bizim calismamizda, bu calismadan farkli olarak
HELLP sendromlu anne yoktu.

Verspyck ve arkadaslan (86), 203 IUGG olgu ile kontrol grubunu
karsilastirdiklarinda trombofiliye egilim saptamamiglardir. Ancak UGG
olgulari, ponderal indeksine gbre, normal bas cevresine sahip asimetrik
IUGG’lar ile simetrik IUGG’lar olarak 2 gruba ayirdiklarinda; asimetrik
IUGG’larda simetrik olanlara gére trombofili sikhiginin anlamli sekilde
arttigini géstermislerdir. Bu calismada, MTHFR varyantinin trombofili risk
faktéri  olabilmesi igin, beraberinde hiperhomosisteinemi varligi
gerektiginden sadece FVL ile PG20210A gen mutasyonu bakilmistir.
Calismamizda ponderal indeksine gdre olgular simetrik ve asimetrik olarak
ayrildiklarinda; MTHFR, PG 20210A, FVL gen mutasyonlarina egilim
acisindan, anlaml farklilik saptanmadi. Bizim ¢alismamizda IUGG’li olgu
sayisi 25 olup, Verspyck ve arkadaslarinin (86) calismasindaki IUGG’li
olgu sayisinin 203 oldugu dusundldiginde, bu sonuc olasilikla olgu
sayisinin azligindan kaynaklanmaktadir. Asimetrik IUGG’larda trombofiliye
egilimin arttigini sdyleyebilmek icin olgu sayisinin daha fazla oldugu baska
calismalara da gereksinim vardir. Asimetrik IUGG fetlsteki oksijenin ve
substratin saglanmasinin azaldigi son trimestrde daha sik olup, aslinda
simetrik IUGG’larin  etyolojisinde genetik faktdrlerin  roli  oldugu
disdndldiginde, Verspyck ve arkadaglarinin (86) calismasi klasik
bilgilerimize ters digmektedir.

Mevcut literatiirde trombofilinin, riskli gebelik sonuglari Gzerine etkisi
calisiimasina ragmen, IUGG ve prematir ile iligkisini inceleyen az
sayida calisma vardir. Biz calismamizda, IUGG ile MTHFR, PG 20210A
ve FVL gen mutasyonu arasinda iliski olmadigini, prematdrite ile ilikili
oldugunu saptadik.
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Ayrica galismamizda, evebeynlerin sigara igme durumu, annede
hipertansiyon, ailede tromboz éykist ile MTHFR, PG 20210A, FVL gen
mutasyonlari arasindaki iliskiye de baktik. Bu parametreler icinde en
6nemli oldugunu dusindigumuz literatirde annedeki aktif igicilik
degerlendiriimis  olmasina ragmen, c¢alismamizda pasif igicilik
degerlendirilmigtir. Pasif iciciligin de, mutasyon sikligini arttirmadigi
saptanmistir.

Sonug olarak; MTHFR, PG 20210A, FVL gen mutasyonlar ile
annede hipertansiyon varliginin iligkili oldugu, evebeynlerin sigara icme
durumu, ailede tromboz Oykasunun iligkili olmadigr buduk. Prematir
olgularla her 3 gen mutasyonu iligkili iken, IUGG olgularla her 3 gen
mutasyonunun iligkili olmadigini saptadik. Simetrik ve asimetrik

IUGG’larin mutasyona egilim agisindan farkhlik géstermedigini bulduk.

IUGG ve prematir bebeklerde rutin trombofili taramasini
destekleyen, kesin bir kanit yoktur. Bu konunun aydinlatiimasi i¢in daha
fazla calismaya ihtiyag vardir. Yapilacak c¢alismalarda plasenta
yetersizliginin ayrica siniflandiriimasinin, olgu sayisinin arttirlmasinin
ve daha fazla trombofilik mutasyon taranmasinin konunun

aydinlatilmasina yardimci olacag! kanatindeyiz.
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VI-SONUCLAR

1.) Annede hipertansiyon varligi, yenidoganlarda, MTHFR, PG20210A,

FVL gen mutasyonu ile pozitif iligkili bulundu.

2.) Annede pasif igicilik (babasi sigara icen) ve ailede tromboz
6ykusunin olmasi, MTHFR, PG20210A, FVL gen mutasyonu ile iligkili

saptanmadi.

3.) Prematdirite ile MTHFR, PG20210A, FVL gen mutasyonu arasinda
pozitif iliski saptandi.

4.) IUGG ile MTHFR, PG20210A, FVL gen mutasyonlari arasinda iligki

bulunmadi.

5.) Simetrik ve asimetrik IUGG ile MTHFR, PG20210A, FVL gen

mutasyonlari arasinda iliski bulunmadi.
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VIl- OZET

AMAC: IUGG ve prematir yenidoganlarda, Faktdr V Leiden (FVL)
Metilentetrahidrofolatrediktaz (MTHFR) ve Prothrombin G 20210A (PG

20210A) gen mutasyonu arastiriimasini amagladik.

GEREC ve YONTEM: Calismaya 96 yenidogan dahil edildi.
Olgularda tromboz risk faktorleri ile MTHFR, PG20210A, FVL mutasyon
sikligi arasindaki iligkiye bakildi. Tromboz risk faktorleri olarak annede
hipertansiyon, ailede tromboz &yklsul, evebeynlerin sigara icme durumu
sorgulandi. Prematire ve IUGG olan yenidoganlar ¢alisma grubu olarak
degerlendirilirken, term ve AGA gruplari kontrol grubu olarak
degerlendirildi. Tim gruplarda MTHFR, PG20210A, FVL gen mutasyon
sikhgi arastinldi. IUGG yenidoganlar da, ponderal indeksine gére simetrik
ve asimetrik olarak ayrildi. MTHFR, PG20210A, FVL mutasyon sikhgi hem

simetrik hem asimetrik IUGG olan yenidoganlarda arastirildi.

BULGULAR: Tromboza egilimi arttiran risk faktorleri agisindan
gruplara bakildiginda; 42 tanesinde evebeynlerden hicbirisi sigara
icmiyorken (%43.9), 54 tanesinde babanin sigara icme (%56.3) dykisu
mevcuttu. Hastalarin hi¢ birinde annede sigara icme dykust saptanmadi.
Calisma grubuna 1. dakika APGAR’I 7’nin altinda olan olgular dabhil
edilmedi. 72 Hastada (%75) annede hipertansiyon yokken, 24 hastada
(%25) annede hipertansiyon saptandi. Ailede tromboz éykist 5 hastada
(%5.2) mevcuttu. Annede hipertansiyon varlidi ile  mutasyonlar arasinda
istatiksel olarak anlamli fark saptandi. Ailede tromboz varhgi,
evebeynlerin sigara igcmesi ile mutasyonlar arasinda istatiksel olarak
anlamli  fark saptanmadi. Term grupla kiyaslandiginda, prematdr
yenidogan grubunda, MTHFR, PG20210A, FVL gen mutasyon sikligi
acisindan istatiksel anlamli fark saptandi. 1UGG, AGA olgular
mutasyonlara egilim acisindan kiyaslandiginda anlaml fark bulunmadi.
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Simetrik ve asimetrik IUGG gruplarinda MTHFR, PG20210A, FVL gen
mutasyon sikhdr acisindan anlamlh fark saptanmadi.

SONUC: Annede hipertansiyon tromboza egilim yaratan MTHFR, PG
20210A, FVL gen mutasyon sikhginda artis ile iligkili bulundu, Annenin
pasif sigara iciciligi ve ailede tromboz éykisiu; MTHFR, PG 20210A, FVL
gen mutasyonlari ile iligkili bulunmadi. MTHFR, PG 20210A, FVL gen
mutasyonlan sikliginda artis ile prematir yenidoganlarin iliskili oldugu
ancak IUGG ile iligkili olmadigi saptandi. Simetrik ve asimetrik IUGG olan
yenidoganlar ile MTHFR, PG 20210A, FVL gen mutasyon sikhgi arasinda
iliski saptanmadi.
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VIIl-SUMMARY

OBJECTIVE: We aimed to evaluate the gene mutation of
Methylenetetrahydrofolatereductase = (MTHFR),  Prothrombin  gene
20210A (PG20210A), Factor V Leiden (FVL) in IUGR and premature

newborns.

MATERIAL and METHODS: 96 newborns were included in this
study. In those newborns, we evaluated the association between the risk
factors for the thrombosis and MTHFR, PG20210A and FVL gene
mutation frequencies. Maternal hypertension, family history of thrombosis
and smoking history of the parents were questioned as risk factors for
the thrombosis. While premature and IUGR newborns were evaluated as
study group, term and AGA groups were evaluated as control group.
MTHFR, PG20210A and FVL gene mutation frequencies were analyzed
in all groups. IUGR newborns were determined as symetric and
asymetric according to ponderal index. The mutation frequencies of
MTHFR, PG20210A, FVL were searched in both symetric and asymetric
IUGR newborns.

RESULTS: When we evaluated the groups according to the risk
factors for the thrombosis; in 42 (43.9 %) newborns parents were not
smoking and in 54 newborns (56.3 %) the fathers were smoking. No
maternal smoking history was present for the cases. The cases who had
APGAR scores below 7 in the first minute were not included in the study
group. Maternal hypertension was present in 24 (25 %) of the cases no
maternal hypertension was present in 72 (75 %) of the cases. Familial
thrombosis history was present in the 5 cases (5.2 %). Statistically
significant difference was detected between the presence maternal
hypertension and presence of the mutation. No statistically significant
difference was determined between the history of thrombosis in the family

of newborns, parental smoking and the presence of mutations.

36



Statistically significant difference was detected in the premature newborn
group compared to the term group in the point of gene mutation
frequencies. No statistically significant difference was determined
between the IUGR newborn and AGA group in the point of gene mutation
frequency. No statistically significant difference was both the symetric
IUGR and asymetric IUGR groups for the gene mutation frequencies.

CONCLUSION: The presence of maternal hypertension was
associated with the increased gene mutation frequencies of MTHFR,
PG20210A and FVL. Maternal passive smoking and the history of
thrombosis in the family were not found to be associated with the
increased MTHFR, PG20210A and FVL gene mutation frequencies.
There was an association between the presence of premature newborns
and increased MTHFR, PG 20210A and FVL gene mutation frequencies.
There was no association betweeen the presence of IUGR and increased
MTHFR, PG20210A and FVL gene mutation frequencies. There was no
association between the increased MTHFR, PG20210A and FVL gene
mutation frequencies and the presence symetric and asymetric IUGR

newborns.

37



IX-KAYNAKLAR
1) Greenway A, Massicotte MP. Monagle P. Neonatal thrombosis and
treatment. Blood Rev. 2004;18:75-84.
2) Bertina RM, Koeleman BPC, Koster T. Mutation in blood coagulation
factor V associated with resistance to activated protein C. Nature.
1994:;369:64-67.
3) Rossing J, Hemker CH, Tans G. Molecular biology and pathophsiology
of APC resistance current insights and clinical implications. Semin
Thromb Hemost. 1998;24:329:335.
4) Van Cott EM,Laposata M. Laboratuary eveluation of hypercoagulable
states. Hematol Oncol Clin N Am. 1998;12:1141-1166.
5) Rosenblatt DS, Methylenetetrahydrofolate reductase. Clin Invest Med.
2001;24:56-59.
6) Homberger G, Linnebank M, Winter C, Genomic structure and transcript
variants of the human Methylenetetrahydrofolate reductase gene Eur J
Hum Genetic. 2000;8:725-729.
7) Bailey PJ, Jacob S, Common mutation in the Methylenetetrahydrofolate
reductase gene is associated with an accumulation of formulated
tetrahydrofolates in red blood cells Med Sci.1998;95:13217-13220.
8) Poort SR, Rossendal FR, Reistma PH, Bertina RM. A common genetic
variation in the 3- prime- untranslated region of the prothrombin gene is
associated with elevated plasma prothrombin levels and an increase in
venous thrombosis.Blood.1996;88:3698-3703.
9) Bertina RM. Molecular risk factors for thrombosis. Thromb Haemost
1999;82:601-609.
10) Yurdakdk M. Yenidodanda tromboz. Katki Pediatri Dergisi 2001;22:
161-169.
11) Lankowsky P. Manual of pediatric Hematology and Oncology 3 th.ed.
San Diego Academic pres. 2000;3:233-287.
12) Revel VS, Massirotte P. Thromboembolic diseases of childhood. Blood
Rewiews. 2003;17:1-6.

38



13) Seligsohn U, Lubetsky A. Genetic susceptibility to venous thrombosis.
N Engl J Med. 2001;344:1222-1231.

14) Schmidt B, Andrew M. Neonatal thrombosis report of a prospective
Canadian and international registry. Pediatrics. 1995;96:939-943.

15) Bokenkamp A, Von Kries R, Nowak-Géttl U, Gobel U, Hoyer PF.
Neonatal renal venous thrombosis in Germany between 1992 and 1994
epidemiology, treatment and outcome. Eur J Pediatr. 2000;159: 44—48.

16) Monagle P, Adams M, Mahoney M. Outcome of pediatric
thromboembolic disease a report from the Canadian childhood
thrombophilia registry. Pediatr Res. 2000;47:763—766.

17) LaFranchi S. Disorders of the thyroid gland. Richard E, Behrman RE,
Kliegman RM, Jenson HB. Nelson Textbook of Pediatrics. Philedelphia,
WB Saunders, 2004: 1651-1653.

18) Bithell TC. Wintrobe‘s Clinical Hematology, 9 th edition Blood
coagulation. 1993: 566-615.

19) Bauer KA. Hypercoagulability A New cofactor in protein C
Anticoagulant pathway. N Eng J Med. 1994;330:566-567.

20) Andrew M, Monagle PT, Broker L. Thromboembolic complications
during infancy and childhood. In: Andrew M (ed) Congenital Prothrombotic
Disorders: Presentation During Infancy And Childhood. London:
B.C.Decker Hamilton 2000: 51- 102.

21) Goodnight SH, Griffin JH. Hereditary Trombophilia. In Beutler E,
Lichtman MA, Coller BS, Kipps TJ, Seligsohn U (ed.). Willams
Hematology. 6th edition. McGraw-Hill 2001: 1697-1707.

22) Nowak-Géttl U, Kosch A, Schlegel N. Thromboembolism in newborns,
infants and children. Thromb Haemost;2001;86:464-474

23) Schwarz HP, Fischer M, Hopmeier P, Batard MA, Griffin JH. Plasma
protein S deficiency in familial thrombotic disease.Blood.1984;64:1297-
1300.

24) Engesser L, Broekmans A, Briet E. Hereditary protein S deficiency.
Clin Manifest. 1987;106:677.

39



25) Glines AM, Baytan B, Ginay U. Cocukluk Caginda Kalitsal Tromboz.
Gulncel pediatri. 2004;2:1-8.

26) Gurgey A. Tromboz Katki Dergisi 2001;22:170-217.

27)Griffin  JH. Beutler E, Lichtman MA, Coller BS, Kipps TJ, Seligsohn U
(eds). Williams Hematology. 6th Edition. McGraw-Hill. 2001:1551-1581.
28) Akar N, Akar E, Dalgin G, S6zidz A, Omiirlii K. Frequency of Factor V
1691 (G-A) mutation in Turkish Population. Thromb Haemost.1997;78:
1527- 1528.

29) Gurgey A, Mesci L. The prevelance of Factor V Leiden 1691 (G-A)
mutation in Turkey. Turk J Pediatr. 1997;39:313-315.

30) Dahlback B. Inherited thrombophilia resistance to activated Protein C
as a pathogenic factor of venous thromboembolism. Blood. 1995;85:607-
614.

31) Hagstrom JN, Walter J, Bluebond-Langner R, Amatniek JC, Manno
CS, High KA. Prevalence of the factor V leiden mutation in children and
neonates with thromboembolic disease. J Pediatr. 1998;133:777-781.

32) Nowak-Gottl U, Dibbers A, Kececioglu D. Factor V Leiden, protein C,
and lipoprotein (a) in catheter-related thrombosis in childhood a
prospective study. J Pediatr. 1997;131:608-612.

33) Andrew M, Developmental hemostasis relevance to thromboembolic
complication in pediatric patients. Thromb Haemost.1995;74:415-425.

34) Kavakl K, Ozkayin N, Mir S. Hypercoagulability and preventive
mechanism in childhood nephrotic syndrome. Thromb Haemost. 1999;82:
317-318.

35) Yap S, Naughten ER, Wilcken B, Wilcken DE, Boers GH. Vascular
complications of severe hyperhomocysteinemia in patients with
homocystinuria due to cystathionine betasynthase deficiency: effects of
homocysteine lowering therapy. Semin Thromb Hemost.2000;26:335—-340.
36) Brattstorm L, Wilcken D.E, Ohrvick J, Brudin L. Common
methylenetetrahydrofolate  reductase gene  mutation leads to
hyperhomocysteinemia about not to vascular disease the result of a
metaanalysis.Circulation.1998;24:24-29.

40



37) Akar N, Akar E, Misirlioglu M, Avcu F, Yalgin A, Cin S. Search for
genetic  factors  thrombosis in  Turkish  population.  Thromb
Research.1998;79:79-82.

38) Bushey CJ, Beresford SA, Omenn GS, Motulsky AG. A quantitative
assesment of plasma homocystein as a risk factor for vascular dissease.
Probable benefits of increasing folic asid intakes. JAMA.1995;274:1049-
1057.

39) Nowak-Gottl U, Strater R, Heinecke A, Junker R. Lipoprotein a and
genetic polymorphisms of clotting factor V, prothrombin and
methylenetetrahydrofolate reductase are risk factors of spontaneous
ischemic stroke in childhood.Blood.1999;94:3678-3682.

40) Streif W, Andrew ME. Venous thromboembolic events in pediatric
patients. Haematol Oncol Clin North Am.1998;12:1283-1312.

41) Lawson SE, Butler D, Enayat MS, Wiliams MD. Congenital
thrombophilia and thrombosis: a study in single centre. Arch Dis Child.
1999;81:176-178.

42) Williamson D, Brown K, Luddington R, Baglin C, Baglin T. Factor V
Cambridge: a new mutation (Arg 306 —Thr) associated with resistance to
activated protein C. Blood.1998;91:1140-1144.

43) Bernardi F, Faioni EM, Castoldi E, Lunghi B, Sacchi E, Mabnucci PM.
A factor V genetic component differing from factor V R506Q contributes to
activated protein C resistance phenotype. Blood. 1997;90:1552-1557.

44) Chan WP, Lee CK, Kwong YL, Lam CR, Liang R. A novel mutation of
Arg 306 of factor V gene in Hong Kong Chinese.Blood.1998;91:1135-
1139.

45) De Stefano V, Finnazzi G, Mannucci PM. inherited thrombophilia
pathogenesis clinical syndromes and management. Blood.1996;87:3531-
3544.

46) Zoller B, Svensson PJ, He X, Dahlback B. Identification of the same
factor V gene mutation in 47 out of 50 thrombosis prone families with
inherited resistance to activated protein C. J Clin Invest.1994;94:2521-
2524.

41



47) Rees DC, Chapman NH, Webster MT, Guerreiro JF, Rochette J, Clegg
JB. Born to clot the European burden. Br J Haematol.1999;105:564-566.
48) Beauchamp NJ, Daly ME, Hampton KK, Cooper PC, Preston FE,
Peake IR. High prevelance of mutation in the factor V gene within UK
population relationship to activated protein C resistance and familial
thrombosis. Br J Haematol.1994;88:219-222.

49) Gurgey A, Mesci L, Renda Y, Olcay L, Kogak N, Erdem G. Factor VQ
506 mutation in children with thrombosis Am J Haematol. 1996;53:37-39.
50) Gul A, Ozbek U, Oztiirk C, inanc M, Konige M, Ozcelik T. Coagiilation
Factor V gene mutation increases the risk of venous thrombosis in
behcet’s disease. Br J Rheumatol.1996;35:1178-1180.

51) Akar N, Akar E, Dalgin G, S6zi6z A, Omiirli K, Cin S. Frequency of
factor V mutation Turkish population. Thromb Haemost.1997;78:1527-
1528.

52) Chadia C, Gialeraki A, Tsoukala C, Mandalaki T. Prevelance of the
factor v Q506 mutation in the Hellenic population. Thromb Haemost.1994;
73:739-742.

53) Girgey A, Rustemov R, Parlak H, Balta G. Prevelance of Factor V
leiden and MTHFR C677T mutation in Azerbaijan.Thromb Haemost.
1998;80:520-521.

54) Koeleman BPC, Reitsma PH, Allaart CF, Bertina RM. Activated protein
C resistance as an additional risk factor for thrombosis in protein C
deficient families. Blood.1994;84:1031-1035.

55) Mudd SH, Levy HL, Skovby F, Pettigrew KD, Wilcken B. The natural
history of homocystinuria due to cystathionine beta-synthase deficiency.
Am J Hum Genet.1985;37:1-31.

56) Ma J, Stampfer MJ, Hennekens JH, Frost P, Selhub J, Horsford J,
Malinow MR, Willet WC, Rozen R. MTHFR poymorphism, plasma folate,
homosistein risk of myocardial infarction in US Physicians. Circulation.
1996;94:2410-2416.

57) Deloughery TG, Evans A, Sadeghi A, McWilliams J, Henner D, Taylor
LM, Pres RD. Common mutation in MTHFR corelation with homocysteine

42



metabolizm and late onset vascular disease. Circulation.1996;94:3074-
3078.

58) Jacques PF, Bostom AG, Willams PR, WEllison RC, Eckfeldt JH,
Rosenberg JH, Selhub J, Rozen R. Relation between folate status a
common mutation MTHFR and plasma homocysteine
conentration.Circulation.1996;93:7-9.

59) Rosenblatt DS. Methylenetetrahydrofolate reductase. Clin Invest Med,
2001;24:56-59.

60) Homberger G, Linnebank M, Winter C. Genomic structure and
transcript variants of the human methylenetetrahydrofolate reductase
gene. Eur J Hum Genet. 2000;8:725-729.

61) Bagley PJ, Jacob S. A common mutation in the
methylenetetrahydrofolate reductase gene is associated with an
accumulation of formylated tetrahydrofolates in red blood cells. Med Sci,
1998;95:13217-13220.

62) Peng F, Labelle LA, Rainey B. Single nucleotide polymorpisms in the
methylenetetrahydrofolate reductase gene are common in US Caucasian
and Hispanic American populations. Int J Mol Med. 2001;8:509-511.

63) Bailey LB, Duhaney RL, Maneval DR. Vitamin B-12 status is inversely
associated with plasma homocysteine in young women with C677T and/or
A1298C methylenetetrahydrofolate reductase polymorphisms. J Nutr.
2002;132:24665-24709.

64) Gehring NH, Frede U, Yilik G. Increased efficiency of mRNA 3 prime
end formation a new genetic mechanism contributing to hereditary
thrombophilia.Nat Genet.2001;28:389-392.

65) Rosendaal FR, Doggen CJM, Zivelin A. Geographic distrubition of the
20210G to A prothrombin variant. Thromb Haemost.1998;79:706-708.

66) Franco RF, Trip MD, Ten Cate H. The 20210G mutation in the 3 prime
untranslated region of the prothrombin gene and the risk for arterial
thrombotic disease. Br J Haematol.1999;104:50-54.

67) Walker I. Thrombophilia in pregnancy J Clin Pathol. 2000;53:573-580.

43



68) Higgins J. Pregnancy and the impact of inherited thrombophilias. Aust
NZJ Obstet Gynaecol 2000; 40: 118-121.

69) Gurgey A, Hicsénmez G, Parlak H, Balta G, Celiker A. Prothrombin
gene 20210 GA mutation in Turkish patients with thrombosis. Am J
Haematol.1998;59:179-180.

70) Kavakli K. Cocukluk ¢agi trombozlari. XXXVII.Ttlrk Pediatri Kongresi.
izmir, Bildiri Ozet Kitabi.2001:81-92.

71) Kemahh S. Cocuklarda trombozlar. XXXVI.Tlrk Pediatri Kongresi,
Ankara, Bildiri Ozet Kitabi.1999:43-54.

72) McColl MD, Chalmers EA, Thomas A. Factor V Leiden, prothrombin
20210 GA and the MTHFR C677T mutation in childhood stroke. Thromb
Haemost.1999;81:690-694.

73) De Stefano V, Martinelli I, Mannucci PM. The risk of recurrent deep
venous thrombosis among heterozygous carriers of both factor V Leiden
and the G20210A prothrombin mutation. N Engl J Med.1999;341:801-806.
74) Souto JC, Coll I, Liobet D, Del RE, Oliver A, Mateo J, Borrel M,
Fontcuberta J. The prothrombin 20210 A allele is the most prevelant
genetic risk factor for venous thromboembolism in the Spanish population.
Thromb Haemost.1998;80:366-369.

75) Girgey A. Cocukluk cagi tromboembolilerinde klinik bulgular. 21.
Pediatri Glinleri. Istanbul, Bildiri Ozet Kitabl.1999:149-154.

76) David M, Andrew M. Venous thromboembolic complication in children
J Pediatr.1993;123:337-346.

77) Nowak-Géttl U, Glnther G, Kurnik K. Arterial ischemic stroke in
neonates, infants, and children: an overview of underlying conditions,
imaging methods, and treatment modalities. Semin Thromb Hemost.
2003;29:405-414

78) Ries M, Klinge J. and Rauch R. Age releated reference values for
activation markers of the coagulation and fibrinolytic systes in children
Thromb Res.1997;85:341-344.

44



79).Schwarz H.P, Muntean W, Watzke H. Low total protein S antigen but
higher protein S activity due to decreased C4b binding protein in
neonates. Blood.1988;71:562-565.

80) Cvirn G, Gallist S, Muntean W. Effects of antithrombin and protein C
on thrombin generation in newborn and adult plasma. Thromb
Res.1999;93:183-190.

81) Andrew M, Schmidt B, Mitchell L, Paes B, Ofosu F. Thrombin
generation in newborn plasma is critically dependent on the cocentration
of prothrombin. Thromb Haemeost.1990;63:27-30.

82) Ries M, Klinge J, Rauch R. In vitro fibrinolysis after adding low doses
of plasminogen activators and plasmin generation with and without
oxidative inactivation of plasmin inhibitors in newborns and adults. J
Pediatr Hematol Oncol.1996;18:346-351.

83) Manco Johnson M, Nuss R. Neonatal thrombotic disorders.
Neoreviews. 2000;10:201-204.

84) Schobess R, Junker R, Auberger K. Factor V G1691A and PG 20210A
in child hood spontaneous venous thrombosis evidence of an age
dependent thrombotic onset in carriers of factor V G 1691A and PG
20210A Mutation. Eur J Pediatr.1999;158:105-108.

85) Kupferminc MJ, Eldor A, Steinman N, Many A, Bar-Am A, Jaffa A.
Increased frequency of genetic thrombophilia in women with complications
of pregnancy. N Engl J Med. 1999;340:9-13.

86) Verspyck E, Borg JY, Le Cam Duchez V, Goffinet F, Degre S, Fournet
P. Thrombophilia and fetal growth restriction. Eur J Obstet Gynecol
Reprod Biol.2004;113:36-40.

87) McCowan LM, Craigie S, Taylor RS, Ward C, McLintock C, North RA.
Inherited thrombophilias are not increased in "idiopathic" small-for-
gestational-age pregnancies. Am J Obstet Gynecol.2003;188:981-985.

88) Rivard C, Rivard GE, Yotov WV, Genin E, Guiguet M, Weinberg C.
Absence of association of thrombophilia polymorphisms with intrauterine
growth restriction. N Engl J Med. 2002;347:19-25.

45



89) Arias F, Romero R, Joist H, Kraus FT. Thrombophilia a mechanism of
disease in women with adverse pregnancy outcome and thrombotic
lesions in the placenta. J Matern Fetal Med. 1998;7:277-286.

90) Salafia CM, Pezzullo JC, Lopez-Zeno JA, Simmens S, Minior VK,
Vintzileos AM. Placental pathologic features of prematir preeclampsia.
Am J Obstet Gynecol. 1995;173:1097-1105.

91) Salafia CM, Minior VK, Pezzullo JC, Popek EJ, Rosenkrantz TS,
Vintzileos AM. Intrauterine growth restriction in infants of less than thirty-
two weeks' gestation: associated placental pathologic features. Am J
Obstet Gynecol. 1995;173:1049-1057.

92) Mousa HA, Alfirevic Z. Do placental lesions reflect thrombophilia
state in women with adverse pregnancy outcome Hum Reprod.
2000;15:1830-1833.

93) Many A, Schreiber L, Rosner S, Lessing JB, Eldor A, Kupferminc

MJ. Pathologic features of the placenta in women with severe pregnancy
complications and thrombophilia. Obstet Gynecol. 2001;98:1041-1094.

94) Martinelli P, Grandone E, Colaizzo D, Paladini D, Sciannama N,
Margoglione M. Familial thrombophilia and the occurence of fetal growth
restriction. Haematologica. 2001;86:428-431.

95) Rivard C, Rivard GE, Guigiet M Gauthier R, Thrombophilic
polymorphism and ntrauterine growth restriction. Epidemiology.
2005;16:281-287.

96) Robertson L, Wu O, Langhorne P. Thrombophilia in pregnancy
aaystematic review. Br. J. Haematol 2006;132:171-196.

97) Howley HE, Walker M, Rodger MA. A systematic review of the
association between factor V Leiden or prothrombin gene variant and
intrauterine growth restriction. Am J Obstet Gynecol. 2005;192:694-708.
98) Al RA, Yalvac S, Oztirkoglu E, Akkék E, Kandemir O, Délen I.
Frequency of Genetic Thrombophilia in Severe Intrauterine Growth
Restriction 2005;13:138-141.

46



99) Kupferminc MJ, Many A, Bar-Am A, Lessing JB, Ascher- Landsberg J.
Mid-trimester severe intrauterine growth restriction is associated with a
high prevalence of thrombophilia. BJOG 2002;109:1373-1376.

100) Anteby EY, Musalam B, Milwidsky A, Blumenfeld A, Gilis S, Valsky D,
Fetal inherited thrombophilias influence the severity of preeclampsia,
IUGG and plasental abruption Eur J Obstet Gynecol Reprod
Biol.2004;113: 31-35.

101) Gibson CS, Maclennan AH, Hague WM, Haan EA, Priest K, Chan A.
Association between inherited thrombophilia and adverse pregnancy
outcomes. Am J Obstet Gynecol. 2006; 194: 947-957.

102) Schlembach D, Beinder E, Zingsem J, Wunsiedler U, Beckmann M,
Fischer T. Association of maternal and FVL, PG 20210A mutation with
HELLP syndrome and Intrauterine growth restriction. Clin Sci
2003;105:279-285.

47



