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OZET

Trombofili, tekrarlayan gebelik kayb1 etiyolojisinde Onemli bir yer
tutmaktadir. Bu giine kadar yapilan caligmalar, Factor V Leiden, Protrombin ve
Metilen Tetra Hidrafolat Rediiktaz 1n tekrarlayan gebelik kayiplarinda oynadig: rolii
ortaya koymustur.

Bu calismamiz, tekrarlayan gebelik kaybi etiyolojisinde, bu ii¢ mutasyonun
disinda trombofiliye sebep olan farkli mutasyon veya polimorfizmlerin de etkisi
olabilir mi sorusundan hareketle planlandi. Bu calisma ayrica tekrarlayan gebelik
kaybi1 olan kadinlarda farkli trombofili etkenlerinin goriilme sikligini ortaya koymasi
acisindan da onemliydi.

Calismamzda hasta grubu olarak 3 veya daha fazla gebelik kaybi olan,
sitogenetik incelemelerinde herhangi bir sitogenetik degisiklige rastlanmamis
hastalar secildi. Kontrol grubu olarak ise en az 3 tane saglikli dogumu olan ve hig
diisiik hikayesi olmamis kadinlar segildi.

Hasta ve kontrol grubuna Vienne Lab’a ait CVD paneli, DNA izolasyonu
sonrasit Multiplex PCR ve daha sonra PCR iiriiniine Western blot teknigine dayali
hibridizasyon yontemi uygulandi. Boylelikle Faktor V G1691A (Leiden), Faktor V
H1299R, Protrombin G20210A, Faktor XIII V34L, B-Fibrinojen -455G>A, Metilen
Tetra Hidrofolat Rediiktaz C677T, Metilen Tetra Hidrafolat Rediiktaz A1298C, Apo
B R3500Q mutasyonlari ile PAI-1 (4G/5G), HPA-1 (a/b), ACE (I/D), Apo E (E2, E3,
E4) genotipi a¢isindan normal ve mutant alleller inceledi.

Eyliil 2006-Haziran 2007 tarihleri arasinda Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma Hastanesi Kadin Dogum Poliklinigine bas vuran tekrarlayan gebelik kaybi
hikayesi olan 52 hastada ve kontrol grubuna ait 52 kadinda yapilan bu testte su
sonuglar elde edildi.

Istatistiksel degerlendirme SPSS 12.0 paket programu ile yapildi. Iki
orneklemedeki yas degiskeni T-Testi ile degerlendirildi. Elde edilen degerler
aritmetik ortalama (X) ve standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir. Her iki grup
arasinda iliski bulunup bulunmadigir Ki-kare bagimsizlik testiyle ortaya koyuldu.

Beklenen frekanslarin 5’den kiiciik oldugu durumlarda Fisher Kesin Ki-Kare testi



uygulandi. p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Bu
sonuglara gore Faktor V G1691A (Leiden), Metilen Tetra Hidrofolat Rediiktaz
C677T, Metilen Tetra Hidrafolat Rediiktaz A1298C, ACE (I/D) tekrarlayan
diisiiklerle iliskili bulunmustur.

Bu sonuglar 1siginda, tekrarlayan gebelik kayiplarinin  sebeplerinin
anlagilmasinda ve tedaviye yonelik girisimlerin daha da basarili olabilmesi agisindan
tromborisk paneli dedigimz Faktor V Leiden, protrombin ve MTHFR nin yani sira
diger faktorlerinde incelenmesinin de anlamli olacagi sonucuna varilmistir. Ayrica
bu calismanin ileride daha biiyilk hasta gruplarinda uygulanmasinin diger

parametreler i¢in de baglantinin anlagilmasi agisindan manidar olacagi acgiktir.
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ABSTRACT

Thrombophilia plays an important role in multiple abortus ethiology. The
studies showed that Factor V Leiden, Prothrombin and Methylen Tethra
Hydrofolate Reductase are linked with abortus.

Our this study planned to show if any other thrombophilia mutation or
polymorphism takes role in multiple abortus ethiology. This study is also to see
the rate of these thrombophilia factors in multiple abortus.

We have taken the women whom have 3 or more abortus to this study and
whose cytogenetics analysis is normal. The control group was chosen from
women whom has 3 healthy children and has not abortus story.

We have used Vienna Lab. CVD Strip Assay to analys the mutations and
polymorphisms. After DNA isolation and multiplex PCR we hybridised the
product with strips by technic of western blot. By this way we analysed normal
and mutant alleles for Factor V G1691A (Leiden), Factor V H1299R, Prothrombin
G20210A, Factor XIII V34L, pB-Fibrinogen -455G>A, Methylen Tethra
Hydrofolate Reductase C677T, Methylen Tethra Hydrofolate Reductase A1298C,
Apo B R3500Q mutations and PAI-1 (4G/5G), HPA-1 (a/b), ACE (I/D), Apo E
(E2, E3, E4) genotyps.

We analysed 52 women as patient group, who apply to Diizce Universty
Medical Faculty Hospital obstetric and gynocology polyclinic, have multple
abortus story and 52 women as control group between september 2006 and june
2007.

The statistics of the study is counted by SPSS 12.0 packet programme. The
age variable of control and patient group is analysed by T-Test. The results observed
by Chi-square test and we have found linkage to Factor V G1691A (Leiden),
Methylen Tethra Hydrofolate Reductase C677T, Methylen Tethra Hydrofolate
Reductase A1298C, ACE (I/D) between multiple abortus.
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GIRIS

Kalittm materyali olan DNA’nin gorevi, hiicresel fonksiyonel RNA ve
proteinlerin sentezi icin gerekli olan bilgiyi tasimaktir. DNA, orijinal genetik bilgiyi
koruma egiliminde olan bir birim olmasina ragmen mutasyonlara da maruz
kalabilmektedir. Mutasyon terimi genetik materyaldeki daimi degisiklikleri ifade
etmektedir. Bu, niikleotid dizisindeki bir degisiklik veya genomik DNA’daki yeni bir
yapilanma anlamina gelmektedir. Mutasyonla DNA’nin yapis1 daimi olarak degisir
ve bu degisiklik hiicre boliinmesi ile anne hiicreden yavru hiicrelere aktarilir.

Mutasyonlar germ-line hiicrelerde ve somatik hiicrelerde gerceklesebilirler.
Sadece gametleri olusturan germ-line hiicrelerde gerceklesen mutasyonlar bir
jenerasyondan digerine aktarilir ve kalitsal bir hastaligin veya ozelligin temelini
olusturabilir. Germ-line mutasyonlarin yan1 sira somatik hiicrelerde olusan
mutasyonlar da tibben o6nemlidirler. Tek bir zigottan 10' hiicrenin olusmasi
tamamiyla somatik boliinmenin sonucudur ve mutasyonlarin ¢ogunlugu bu esnada
gerceklesebilir.

Mutasyonlarin hem yararli hem de zararli etkileri vardir. Mutasyonlar
hayatin devamlilig1 icin, tiirlerin degiserek cevrelerine uyum saglamalarina imkan
veren varyasyonlar1 olustururlar. Diger taraftan bir¢ok kalitsal insan hastalig
mutasyona ugramis genlerin bir sonucu olarak ortaya cikar. Deri kanseri ve akciger
kanseri gibi hastaliklar da DNA mutasyonlarina sebep olduklar1 bilinen cevresel
faktorlerce olusturulmaktadirlar.

Mutasyonlar ii¢ gruba ayrilmaktadirlar:

1. Kromozom mutasyonlari: Kromozom yapisindaki degisiklikleri icermektedir.

2. Genom mutasyonlari: Kromozom sayisindaki degisiklikleri kapsamaktadir.

3. Tek gen mutasyonlari: Tek bir gen icerisindeki DNA’nin yapisinda meydana gelen
kiiciik degisiklikleri ifade etmektedir.

Kromozom mutasyonlar1 ve genom mutasyonlar1 151tk mikroskobu ile goriilebilecek

kadar biiylik degisikliklerdir.



1. Tek Gen Mutasyonlari:

Tek gen mutasyonu, bir gen igerisindeki DNA sekansinin daimi degisimi ile
olugsmaktadir ve bu degisiklik bir veya birden fazla niikleotidin bu sekansa ilave
edilmesi veya cikarilmasi olayr ile gerceklesmektedir. Nokta mutasyonu (point
mutation), DNA’da tek bir baz ¢iftinin degismesi ile olusan mutasyondur. Bunun
yani sira mutasyonlar bir veya daha fazla baz ciftinin artmasi ve azalmasi yani
insersiyon ve delesyon olaylar ile de gerceklesir. Triniikleotid tekrar artislari da

yine genetik hastaliklara sebebiyet verebilen degisikliklerdir.

1.1. Nokta Mutasyonlari:

Nokta mutasyonlar1 ayn1 zamanda baz substitiisyonu olarak da
adlandirilmaktadir. Yer degistirme olayina katilan bazlar dikkate alindiginda, bir
pirimidin bazinin diger bir pirimidinle (C<>T) veya piirin bazinin diger bir piirinle
(A>G) yer degistirmesi olayr transisyon olarak ifade edilmektedir. Bu tip
mutasyonlar transversiyon olarak adlandirilan ve bir piirin bazi ile bir pirimidinin
bazinin yer degistirmesini ifade eden mutasyonlardan daha yaygin goriilmektedirler.

Bir yapisal genin kodlama bolgesinde olusan herhangi bir mutasyon bu gen
tarafindan kodlanan polipeptid zincirindeki aminoasid sekansi iizerinde degisik
etkiler meydana getirir. Nokta mutasyonlari, genlerin fonksiyonlarini engelleme veya

irtiniin fonksiyonunu bozma mekanizmalarina gore tiplere ayrilmaktadir:

1.1.1. Sessiz Mutasyonlar (silent mutation):
Baz dizisindeki her niikleotid degisimi kodlanan protein {izerinde bir aminoasit
degisimine neden olmaz. Bu tip mutasyonlarda degisiklige ugrayan baz c¢ifti yine
ayni aminoaside karsilik gelen farkli bir kodonun olugsmasina neden olur ve sonugta
aminoasit sekansi degismeden kalir. Sessiz mutasyonlar kodlama bolgelerindeki

mutasyonlarin %23’iine karsilik gelmektedir.



1.1.2. Yanhs Anlamh Mutasyonlar (missense mutation):
DNA dizisindeki tek bir niikleotid degisikligi bazlarin triplet yapisindaki kodu
degistirerek gen iiriiniinde bir aminoasidin yerini bagka bir tanesinin almasina neden
olur. Bu tip mutasyonlar genin kodlanan boliimiinde anlam degisikligine yol agarak
farkli bir aminoasidin polipeptid zincirinde yer almasina neden olurlar. Yanlis

anlamli mutasyonlar kodlama bolgelerindeki mutasyonlarin %73’{inii olusturur.

1.1.3. Anlamsiz Mutasyonlar (nonsense, chain termination mutation):
Normalde mRNA’nin translasyonu bir terminasyon kodonuna (UAG, UGA ve UAA)
rastlandiginda biter. Bir terminasyon kodonu olusturan mutasyonlar translasyonun
prematiire olarak tamamlanmasina, bir terminasyon kodonunu ortadan kaldiran
mutasyonlar ise translasyonun bir sonraki terminasyon kodonuna kadar devam
etmesine neden olurlar. Eger bir mutasyon ii¢ “stop” kodonundan herhangi birinin
olusmasina neden oluyorsa anlamsiz mutasyon olarak ifade edilir. Genelde bu
mutasyonlarin transkripsiyon iizerine etkisi yoktur fakat kesilmis translasyon iiriinii
sekil ve fonksiyonel olarak anormal ve ayn1 zamanda da dayaniksiz olurlar.

Anlamsiz mutasyonlar kodlama bolgelerindeki mutasyonlarin %4’ tinii teskil ederler.

1.1.4. RNA Tslenmesi Mutasyonlar1 (RNA splicing mutation):
Transkripsiyon sonucunda sentezlenen islenmemis RNA’ya “heterojen nuklear RNA
(hnRNA)” denilmektedir. RNA splicing mekanizmasi, hnRNA’dan intronlarin
cikarilarak ekzonlarin bir araya gelip baglanmasiyla mRNA’nin olusturulmasi
seklinde gerceklesir. Bu olayda intron/ekzon (akseptor tarafi) ve ekzon/intron (donor
taraf1) sinirinda spesifik niikleotid dizileri gorev alir. RNA islenmesi mutasyonlari
sonucunda ya mevcut donor-akseptor bolgeler fonksiyonlarini kaybederler ve
splicing gerceklesmez ya da alternatif donor-akseptor taraflar ortaya cikarlar ve

bunlar RNA’nin islenmesi olay1 esnasinda normal taraflarla yarisirlar.

1.2. Delesyonlar ve Insersiyonlar:

1.2.1. Cerceve Kaymasi Mutasyonlar1 (frameshift mutation): Insersiyonla

DNA zincirine katilan veya delesyonla zincirden ayrilan bazlarin sayist 3’iin katlar



olmadiginda kodlama dizisindeki mutasyon, translasyondaki okuma c¢ercevesini
mutasyonun oldugu noktadan itibaren karboksil terminaline kadar degistirir. Bu tip
mutasyonlar cerceve kaymasit mutasyonlart olarak adlandirilir. Bu mutasyonlar peptit
zincirinin aminoasit dizisini biiylik Olciide degistirmekle birlikte zincirin erken
asamada sonlanmasma da neden olabilirler. Uc veya iigiin katlar1 seklinde olan
delesyon ve insersiyonlar ise yalnizca mutasyonun oldugu bolgede aminoasit kaybina
veya ilavesine neden olarak peptit zincirinin bir kismim etkilerler. Ozellikle

insersiyonlar 6nemli frameshift mutasyonlara neden olmaktadirlar.

1.2.2. Biiyiik Delesyon ve Insersiyonlar: Bir genin tamamini veya ardisik olan
bir grup geni etkileyen delesyon veya insersiyonlardir. Biiyiik delesyonlar bir genin
kodlayan kisminin tamamini ortadan kaldirabilir ve iki genin birleserek fiizyon

protein olusturmasina neden olabilir.

1.2.3. Triniikleotid Tekrar Artislari: Triniikleotid tekrar dizilerindeki tekrar
sayllarinin artmasi yeni bir mutasyon mekanizmasidir. Bu tiir mutasyonlarin
hastaliga neden olma mekanizmalar1 tam olarak bilinmemekle birlikte
transkripsiyonu engelledigi veya fonksiyonunu kaybetmis ya da anormal fonksiyonlu
hiicreye toksik proteinlerin sentezlenmesine neden oldugu ifade edilmistir. Bu tip
mutasyonlara Fragile-X Sendromu, Kennedy Hastaligi ve Huntigton Hastalig1 gibi

kalitsal hastaliklarin olusumunda rastlanilmaktadir.

2. Mutasyonlarin Adlandirilmasi:

2.1. Aminoasit Substitusyonlari;

Eger isimlendirme yapilan olgunun bir protein olduguna isaret etmek istenirse
‘p’ ile baslanmalidur.

Tek harflik kodlar kullanilmalidir. Alanin:A, Sistin:C, Aspartik Asit:D,
Glutamik Asit:E, Fenilalanin:F, Glisin:G, Histidin:H, 1izolosin:I, Lisin:K,
Metionin:M, Asparajin:N, Prolin:P, Glutamin:Q, Arginin:R, Serin:S, Treonin:T,
Valin:V, Triptofan:W, Tirosin: Y

X stop kodon manasina gelmektedir.



Ornegin;

p.-R117H veya Argll17His 117. siradaki aminoasit olan histidinin arginine
doniistiigiinii anlatir.

p-G542X veya Gly542Stop 542. siradaki aminoasit olan glisinin bir stop

kodonuna doniistiigiinii anlatir.

2.2. Niikleotid Substitusyonlari;

Genomik DNA i¢in ‘g’, C DNA i¢in ‘c’ ile baglanmalidir.

ATG dizisini ele alacak olursak burada A niikleotidi +1. kodonda yer alir.
Baslangigtaki ilk niikleotid +1. dir.

Intronlardaki degisimleri anlatirken sadece cDNA sekansi tam olarak
biliniyorsa intron numarast IVSn den veya en yakin pozisyondaki introna gore
adlandirilir.

Ornegin;

g2.1162G—A 1162. pozisyondaki Guaninin Adenine degistigini anlatir.

g.621+1G—T veya IVS4+1G—T intron 4 ilk bazinda Guaninin Timin e
degistigini; egzon 4 iin 621. niikleotidde bittigini anlatir.

2.3. Delesyon ve Insersiyonlar:

Delesyonlari belirtemek icin ‘del’ ve insersiyonlar icin de ‘ins’ kullanilir.

Omegin;

p-F508del 508. pozisyondaki fenilalaninin delesyonunu anlatir.

€.6232_6236del veya c.6232_6236delATAAG cDNA nin 6232. niikleotidinden
itibaren 5 niikleotidin delesyona ugradigini anlatir. Istenirse bu niikleotidlerin
isimleride verilebilir.

2.409_410insC Genomik DNA da 409 ve 410. bazlar arasina Sitozin girdigini

anlatir.

3. Genetik Hastaliklar
Bir ¢ok hastaligin olusumu, hasta kisinin bireysel genetik yapisi ile ¢evresel

faktorlerin etkilerinin bir sonucudur. Bir hastalik, baslica veya 6zellikle hiicre ve



dokularin genetik programindaki hatalar nedeni ile olusuyorsa, genetik hastalik
olarak ifade edilmektedir. Genetik hastaliklar, mutasyonlarin ve gevresel faktorlerin
genetik materyal {izerindeki etkilerine baglh olarak tek gen hastaliklari, kromozomal

hastaliklar ve multifaktoriyel hastaliklar olmak iizere gruplandirilmaktadir.

3.1.1. Tek Gen (monogenik) Hastaliklar1: Tek gen hastaliklar bir tek genin
mutasyona ugramasi sonucu ortaya ¢ikarlar ve genellikle Mendel kanunlarina uygun
olarak kalitilmalar1 nedenyle Mendeliyen hastaliklar olarak ta adlandirilirlar.
McKusick kataloguna gore Mendeliyen kalitilan hastalik ve fenotiplerin sayisi
altibine, dizisi bilinen genlerin sayis1 onikibine ulagmistir (OMIM). Bunlar, ilgili
genlerdeki genetik bilgi kadar degiskendirler ve hemen tiim yas gruplarinda ve organ
sistemlerinde goriilebilirler.

Tek gen hastaliklart homolog kromozomlar iizerinde yer alan allellerden
birisinde veya her ikisinde birden meydana gelen mutasyonlarin sonucunda ortaya
cikarlar ve her 1000 canli dogumdan 10’unda goriilen tek gen hastaliklart aym

zamanda cocukluk donemi 6liimlerinin %5-10 kadarina da neden olmaktadir

3.1.2. Kromozomal Hastaliklar: Kromozomlardaki kirilma, yer degistirme,
parca degisimi gibi yapisal degisiklikler ve sayisal degisiklikler ile olusan hastalik
grubudur. Bu tip hastaliklarda tek bir genden ziyade birden fazla gen etkilenmekte ve
sonucta multisistem anomalileri ile giden sendromlar ortaya c¢ikmaktadir. Canli
dogan cocuklarin yaklasik %0.7’sinde ve ilk ii¢ ay icinde gerceklesen diisiiklerin
yaklasik %50’sinde kromozomal bozukluklar goriilmektedir.

3.1.3. Cok Gen (poligenik multifaktoriyel) Hastahklari: Hastaliklarin
onemli bir grubu, cevresel faktorlerle etkilesen genetik yatkinlik sonucu ortaya
cikmaktadir. Yiiksek tansiyon, hiperlipidemi, diabetes mellitus, gut, psikiyatrik
hastaliklar, kanser ve noral tiip defektleri gibi nispeten yaygin bircok hastalik bu
kapsamdadir. Multifaktoriyel hastaliklar aile igerisinde tekrarlama egilimi

gostermelerine karsin bilinen tek gen kalitim kaliplarina uymamaktadirlar.



Genetik Hastaligin Tipi Goriilme

Siklig1 (1/1000)

1. Tek gen hastaliklar1 (Toplam) 4.5-15.0
Otozomal dominant 2-9.5
Otozomal resesif 2-3.5
X’e bagh 0.5-2

2. Kromozomal hastaliklar 5-7

3. Multifaktoriyel hastaliklar 7-10
Toplam 16-32

Tablo 1: Genetik Hastaliklarin Goriilme Sikliklar:

4. Tek Gen Kalitim Kaliplar1 (Mendeliyen Kalitim)

Mendel ilkeleri, iki ya da daha fazla 6zelligin olusumunu saglayan iki yada
daha c¢ok gen ciftinin ayr1 ayri kromozomlarda yerlesmis olmalar fikrini
ongormektedir. Mendel’in ayrisim ve bagimsiz diizenlenme ilkelerine gore davranis
gosteren Ozelliklere “Mendeliyen ozellik”, ve bunlarin kalitmina da “Mendeliyen
kalitm” denilmektedir. Tek bir mutant gene bagl olarak ortaya c¢ikan hastaliklar,
genellikle Mendel kurallarina uyar sekilde davranirlar ve belirli kalittm kaliplar
gosterirler.

Bir birey birbirinin tipkisi bir ¢ift allele sahip ise homozigot, birbirinden farkli
yani bir tanesi normal digeri mutant olan iki allele sahip ise heterezigot, iki farkli
mutant allele sahip ise compound heterozigot ve eger birey erkek ise yalnizca bir adet
X kromozomu tagimasi nedeni ile X kromozomu genleri bakimindan hemizigot
olarak nitelendirilir.

Bireylerin fenotipik yapilart iizerinde etkili olan genlerden hem heterezigot
hem de homozigot durumda ayni fenotipi veren genler dominant, sadece homozigot
olarak bulundugu durumlarda fenotipte kendisini gosterebilen genler ise resesif

olarak ifade edilmektedir.



4.1. Otozomal Dominant Kalitim: Kisinin hasta anne ya da babasindan tek
kopya hastalik genini almasi hastaligin ortaya ¢ikmasi icin yeterlidir. Hastalik her
kusakta goriiliir. Hasta olanlarin ¢cocuklarinda hastalik %50 oraninda ortaya ¢ikar.
Kiz ve erkekler esit olarak etkilenirler. Baz1 bireyler geni tasidiklari halde hastalig
ortaya c¢ikartmazlar fakat sonraki kusaklara kalitirlar. Bu duruma penetrans eksikligi
denir. Hasta bireylerde klinik agidan farkliliklar goriilebilir (expressivitede

degisiklik).

4.2.0tozomal Resesif Kalitim: Kiside hastalifin ortaya ¢ikmasi i¢in hem
anne hem de babasindan hastalikli geni almis olmasi gerekir. Tek kopya halinde
hastalik genini tasiyan bireyler tasiyict olarak nitelendirilirler ve hastaligi
gostermezler. Akraba evlilikleri tasiyic1 bireylerin karst karsiya gelmesi ihtimalini
arttirdig1 icin hastaligin ortaya c¢ikmasi ihtimalini de arttirir. Hastalik kizlarda ve
erkeklerde esit olarak goriiliir. Tasiyic1 bir anne ve tastyict bir babanin ¢ocuklarinda
hastalik goriilmesi olasilig1r %25’tir. Ebeveynler arasinda akrabaligin olusu ve tek bir
kusakta birden fazla hasta bireyin goriilmesi otozomal resesif kalitimi1 destekleyen

verilerdir.

4.3. X’e Bagh Resesif Kalitim: Hastaligin ortaya ¢ikmasi acisindan kizlar ve
erkekler arasinda fark vardir. Kizlar iki adet X kromozomu tasidigi icin tek bir X
kromozomunda hastalik genini tasimalar1 hasta olmalari i¢in yetmez ancak tasiyici
olurlar. Erkekler ise bir X ve bir Y kromozomu tasimaktadirlar. X kromozomunda
hastalik geni bulundugu zaman bunu dengeleyecek ikinci bir X kromozomu olmadigi
icin hastalik ortaya ¢ikar. Boylelikle bu kalitim kalibinda genellikle erkekler hasta
kizlar ise normal fakat tasiyicidir. Aile igerisinde tipik “dayi-yegen” kalitimi goriiliir.
Tasiyict bir annenin erkek cocuklarinin %50’si hastadir. Klasik olarak hastalik
babadan erkek ¢ocuga ge¢cmez. Kizlarin ise hepsi normal fakat zorunlu tasiyicidir. Bu

kizlarin erkek ¢ocuklarinda da yine %50 oraninda hastalik ortaya cikar.

4.4. X’e Bagh Dominant Kalitim: Bu kaliim kalibinda kizlar ve erkekler
esit olarak etkilenir. Tek bir X kromozomunda hastalik geninin bulunmas: hastaligin

ortaya ¢ikmasi i¢in yeterli oldugundan X’e bagh reresif kaliitmdan farkli olarak



kizlar da hastalig1 gostermeye baglar. Ailedeki kalitim tamamiyla otozomal dominant
kalittma benzer. Tek fark, babadan ogula kalittmin olmayisidir. Hasta erkekler

niteligi ogullarina gecgiremezler.

5. Gebelik Kayiplarinda Genetik Yaklasim

Gebelik kayiplarinin tibbi Oonemini anlamak icin su bilgileri incelememiz
yerinde olacaktir. Diinyada her 10 gebelikten birinde gebelik kaybi goriiliir. Tiim
ailelerin %20’si en az bir kez spontan abortus ile tanisir. Toplumda rekiirren gebelik
kaybi siklig1 %5’ dir

Tekrarlayan gebelik kayiplart getirdigi psisik, fiziksel ve ekonomik
zorluklarin yam sira etiyoloji arama ve tedavideki zorluklarla da problem olusturan
bir durumdur. Zigot kaybinin insidansi bilinmemekle beraber serum human
koryonik gonadotropin diizeylerinin belirlenmesi ile yapilan ¢alismalarda fertilize
ovumlarin %50-70’inin, klinik olarak tanimlanmis gebeliklerin %10 unun abortusla
sonuglandigr bildirilmistir.

Gebelik kayiplarinin onemli bir kismi (%60) genetik kokenlidir ve sonraki
gebeliklerin prognozunu etkiler. Genetik hastaliklar agisindan bakildiginda rekiirren
diyebilmek icin kayiplarin arka arkaya olmasi geregi yoktur. Bunun nedeni genetik

hastaliklarda rekiirrens riskinin her gebelik i¢in s6z konusu olmasi ve %0-100 arasi

degismesidir.
DUSUK SAYISI RISK %
0 12
CANLI DOGUM 1 24
VAR 2 26
3 32
CANLI DOGUM Y
2 ve USTU 40-45
YOK

Tablo 2: Erken gebeliklerde abortusun tekrarlama sikligi



6. Gebelik Kayiplarina Neden Olan Genetik Etkenler
Gebelik kayiplarina neden olan genetik etkenleri baslica su sekilde
gruplandirabiliriz.
1. Sitogenetik Diizensizlikler
- Oploidi (triploidi tetraploidi)
- anoploidi
- yapisal diizensizlikler
- plasental mozaisizm
2. Molekiiler Diizensizlikler
- tek gen defektleri
- trombotik hastaliklar
- otoimmiinite ve HLA
- X kromozomal hastaliklar
- genomik imprinting
Tek gebelik kayiplarinda ve tekrarlayan gebelik kayiplarinda en biiyiik etken
sitogenetik  diizensizliklerdir (%50). Tekrarlayan gebelik kayb1 ailelerinde
ebeveynlerde kromozom diizensizligi sikligt % 2.5-4’diir. Bu kromozomal
diizensizligin kadinda goriilme ihtimali ise 2-3 kat fazladir. En sik rastlanan
kromozom  diizensizligi translokasyonlardir. Eslerde gozlenen kromozom
degisikligine bagli sonraki gebeliklerde dengesiz kromozom degisikligi goriilme
orani, etkilenen kromozom ve degisikligin tipine gore %1-100 arasinda degisir.
Sonraki gebeliklerin takibi acisindan 6nem tasidigindan sebebi saptanamayan tiim
tekrarlayan gebelik kaybi ailelerinde kromozomal mutasyonlar arastirilmalidir.
Molekiiler diizensizlikler gruplandiginda trombofilik hastaliklarin da
abortusla sonuclanan diizensizliklere neden oldugu goriiniir. Bu trombofilik

hastaliklar1 baslica su gruplara ayirabiliriz.
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1. Faktor V Leiden mutasyonu

2. Protrombin [T (20210 mutasyonu)
3. Protein S defekti

4. Protein C defekti

5. Antitrombin III defekti

6. Active protein C resistance Factor

Bu trombofilik hastaliklar1 tasiyan ebeveynlerde ise klinik tablo olarak
genelde vendz tromboz (Ozellikle oral kontraseptif kullananlarda), derin ven
trombozu, gebelik kaybi, pulmoner emboli, safra kesesi disfonksiyonu, preeklapsi

ve/veya eklampsi, inme ve miyokard infaktiisii gozlemlenebilir.

I intrensek yol ]
| Ekstrensek yol
I Negatif yiiklii alan I iF VI
Xi X HMWK X e,
~ l .# ca
r 3
Xlla ¥ HMWKa U TP |:|
Xla 1 Y d A
- TFRPI  TFPI

Cleinh v

IXa
Protrombin

i Ca PL
Tenaz kompleksi
.\gua AT ¥ AT

~ Xa ;
Vi & Va
7 PL

v

A Trombin

AT

Fibrinojen ———— o Fibrin

Sekil 1. Intrensek ve ekstrensek yollar (40)
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GENEL BILGILER
Mutayonlar Hakkinda Kisa Bilgi

1. Faktor V G1691A (Leiden )

Faktor V Leiden’in olusumuna neden olan G1619A mutasyonunun
bulundugu bolge, Aktive Protein C (APC)’nin Faktér Va’yr yiktigr iic kesim
noktasindan birisidir. Tiim tromboz olaylarinin %?20’sini, ailevi tromboz olgularinin
da %80’ini olusturmaktadir (Gilines A.M. ve ark. 2001).

Protein C 62 kilodalton agirliginda, karacigerde sentez edilen ve K vitaminine
bagimhi bir plazma proteinidir. Aktive protin C koagulasyon sisteminde
nonproteolitik diizenleyici proteinlerden Faktor Va ve Faktor VIII a y1 inhibe etme
ozelligindedir. APC ile Faktor Va da ilk olarak Arginin 506 bdlgesinden
parcalanmaya baslar. Faktor V geni 1. kromozom iizerinde yer alir 25 ekzona
sahiptir. Faktor V gen bolgesinde 1691. siradaki guaninin yerine adenin bazinin
gecmesi sonucu 506. siradaki arginin glutamine doniisiir ve mutant allel, FVQ506
veya Faktor V Leiden (FVL) molekiilii olusur (Paidas MJ. ve ark. 2005).

G1691A mutasyonu sonucu Faktor V’in aktive protein C tarafindan yikimi
gerceklesmemis olur ve Faktor V’in inaktivasyonu normale gore 10 kat daha yavas
gerceklesir. Sonuc¢ olarak trombinin prokoagulant aktivitesinde artma yani
hiperkoaguabl konum ortaya c¢ikar (Giines A.M. ve ark. 2001). APC direncinin
%85’ini Factor V Leiden mutasyonu olusturmaktadir (Giines A.M. ve ark. 2001).
Otozomal dominant olarak kalitilir. FVL mutasyonunun tromboemboli riskini
homozigotlarda 80, heterozigotlarda ise 7 kez arttirdig1 bildirilmistir (Giines A.M. ve
ark. 2001). Ayrica preeklamptik ve eklamptik gebelerde FVL mutasyonu sikligi
saglikli topluma gore daha sik bulnmustur (Giines A.M. ve ark. 2001). FVL
mutasyonunun prevalansi biiylik cografik ve etnik farkliliklar gosterebilir (Giines
AM. ve ark. 2001). A.B.D.’de yapilan calismada Asya kokenli Amerikalilarda
mutasyon sikligt %3.4 iken, Afrika kokenli Amerikalilarda %0.7 saptanmustir.
Ulkemizde yapilan galigmalarda ise ; Ozbek ve ark. %6.4, Akar ve ark. %9.4,
Giines ve ark. %10,4 bulmuslardir (Giines A.M. ve ark. 2001).
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2. Faktor V H1299R (R2)

Bu mutasyon sonucu Faktor V Leiden de oldugu gibi APC direnci olusur.
Fakat H1299R mutasyonu sonucu olusan APC direncinin Faktor V Leiden’e gore
daha hafif oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda HI299R mutasyonunun da
tromboza yatkinligi arttirdigi ve preeklamptik ve emplamptik gebelerde saglikli
topluma gore anlamli sekilde daha sik rastlandig belirtilmistir (Castoldi E. ve ark.
2003).

3. Protrombin G20210A

Protrombin karacigerden sentez edilen tek zincirli bir glikoproteindir.
Trombin Onciilidiir. Faktor V, faktdr VIII, trombosit aktivasyonu ve fibrinojenin
fibrine donitisiimii gibi kritik olaylarda rol oynar. 11. kromozomda lokalize olmus
protrombin geninin 20210 pozisyonundaki guaninden adenine baz degisimi
protrombin diizeyinde yiikselme ile sonuclanir (Paidas MJ. ve ark. 2005). .
Trombozlu hastalarda FVL mutasyonundan sonra en sik karsilasilan genetik
bozukluklardandir. Toplumda %?2-3, trombozlularda ise %6 oraninda saptanir. Ancak
FVL’e gore daha az (yaklasik 3 kat) trombotik risk olusturur (Giines A.M. ve ark.
2001). Faktor V Leiden ile kombineligi daha biiyiik trombotik risk olusturur. Ayrica
serebral tromboz acisindan da ciddi bir risk faktorii oldugu belirtilmistir (Giines A.M.
ve ark. 2001). Mutant allel i¢in fonksiyonel bir 6l¢iim yoktur. Plazma protrombin
aktivitsinin Ol¢limii tarama testi olarak yarar saglamaz. Mutasyona ugramis allelin
taninmast i¢in molekiiler genetik analiz yapilmalidir. Heterozigot mutasyon
tagiyanlarda tromboza yatkinlik konusundaki sonuglar tartismali olsa da, mutasyonu
homozigot olarak tasiyanlarda arteryel ve vendz tromboz icin artmis risk vardir.
Mutasyonun fetal kayiplarla iliskisi de gosterilmistir. Cok biiyiik bir hasta grubunda
yapilan bir ¢alismada hamilelikteki tromboembolilerin %17’sinden sorumlu oldugu
gosterilmistir. Ayrica bir bagka calismada da hamilelik doneminde homozigot PGM
tagtyrciligimmin Faktor V Leiden homozigotlugu kadar riskli oldugu gosterilmistir

(Paidas MJ. ve ark. 2005).

13



4. Faktor XIII V34L

FXIII ilk defa Robbins tarafindan 1944’te kesfedilmis ve ‘‘fibrin stabilize
edici faktor’” ya da ‘‘FSF’’ olarak adlandirilmistir (Dossenbach Glaninger A ve ark.
2003). Faktor XIII, koagiilasyon kaskatinin son basamaginda fibrin
stabilizasyonundan sorumlu bir transglutaminaz enzimidir. A ve B olarak
adlandirilan iki alt iiniteden olugmus, trombin aktivitesinde rol oynayan ve A alt
biriminde bir¢ok polimorfizmin tanimlanmis oldugu bir proteindir. Faktor XIII'iin
serumdaki normal degeri (%5) kadardir. %3-4 seviyeleri diisiik degerler olmasina
ragmen kanama komplikasyonlarimi olusturmaz. In vitro ve in vivo calismalar B alt-
grubu sentezinin cogunlukla hepatositte, A alt-grubunun ise kemik iligindeki
trombosit ve monosit prekiirsor hiicrelerinden sentezlendigi  bildirilmistir
(Dossenbach Glaninger A ve ark. 2003).

Faktor XIII eksikligi, yaklasik 1/2.000.000 goriilen, ender kanama
bozukluklarindan biridir ve plazmadaki fibrin monomerlerinin ¢apraz baglanmasinda
yetersizlikle sonuclanmaktadir (OMIM 11.12.2008).

FSF yoklugunda olusan fibrin unstabildir, zayif asit, zayif baz ve 5 M iirede
coziiniir. Faktor XIII aktivitesi olmayan hastanin pihtisi, sadece iyonik baglarla
kusatilmig basit bir fibrin polimerinden ibarettir.

A alt biriminde meydana gelen polimorfizmlerden en ©Onemlisi V34L
polimorfizmidir ve artmis Faktor XIII aktivitesine neden olur. Bu polimorfizmin
miyokard infaktiisii acisindan koruyucu rol oynadigr calismalarla gosterilse de
serebral hemoraji i¢in artmis risk olusturdugu da ayrica belirtilmistir (Kohler HP ve
ark. 1998).

Mikkota ve arkadaslart 1994‘te FI13A1 genindeki 106sinin valine
substitiisyonuyla sonu¢lanan G—T doniisiimiinii  gostermistir. Bu aminoasit
substitiisyonu bir trombin aktivasyon bolgesine cok yakinda lokalizedir. Bu
mutasyonu homozigot olarak tasiyanlar wild genotiptekilere gore asir1 derecede
artmis enzim aktivitesine sahiptirler. V34L mutasyonun venoz tromboza kars1 giiclii
bir koruyucu faktor oldugu 1999‘da Franco ve arkadaslar tarafindan gosterilmistir.
1500 gramin altinda dogan 531 c¢ocuk ve 301 saglikli kontrolde yapilan V34L

polimorfizmi arastirmasinda iki grup allel frekanslar1 arasinda fark bulunmamustir.
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Fakat ventrikiiler hemoraj agisindan V34L polimorfizmini homozigot ve heterezigot
tasiyanlarin avantajli oldugu goriilmiistiir (OMIM 12.12.2007).

Reiner ve arkadaslar1 2003 ‘te 6strojenin protrombik etkilerini ve dolayisi ile
postmenapozal donemdeki arteriyal trombik olaylarin replasman terapisinde V34L
polimorfizminin hastaya avantaj sagladigin1 gostermistir. (Dossenbach Glaninger A

ve ark. 2003).

S. B-Fibrinojen -455 G-A

Bu promotor bolge mutasyonunu heterezigot olarak tasiyanlarda fibrinojen
diizeyi artmistir. Homozigot olarak tagyanlarda artis daha belirgindir. Bu durumun
plazma fibrinojen miktarin1 %20 kadar etkiledigi ortaya koyulmustur. Mutasyonu
tastyanlarda ozellikle iskemik stroke i¢in artmis risk vardir. Bu polimorfizmi
tasiyanlarin ayrica MI i¢in de artmis bir riske sahip oldugu bildirilmistir ( Kessler C.
ve ark.1997).

Fibrinojen karacigerde sentezlenen bir plazma glikoproteinidir. Yapisal
olarak o (FGA), B(FGB) ve y(FGG) olmak tiizere 3 farkl alt iiniteden olusur. Fu ve
arkadaslar1 1992’de bu alt birimlerden FGA’nin FGB ve FGG gibi 6 egzonunun
oldugunu gostermistir. Bu 3 alt birim de plazma fibrinojeninin fibrine doniisiinde rol
oynadigr goriilmiistiir. Bu rol trombin zamani protrombin zamani ve reptilaz
tizerinedir. Bu mutasyonu tasiyanlarda biyokimyasal ve immiinolojik testler
genellikle normaldir fakat varyantlar asemptomatik anormal kanama anormal
pithtilasma gosterebilirler. Disfibrinojeneminin ve hipofibrinojeneminin bir¢ok soy
agacinda dominant kalitildig goriilmiistir. Kalittm sekli olarak otozomal
kodominant kalittm kalibina uyarlar. Bu mutasyon sonucunda anstabil agregat bir
molekiil olusur. Homozigotlarda pihtilagmaya yatkinlik ¢ok daha fazladir. Bu
mutasyonu tasiyanlarda vendz ve arteriyel tromboz goriilme riski tasimayanlara gore
artmistir. Metz ve Bethesda 1987°de tekrarlayan diisiikleri olan kadinlarda anlamh
bir sekilde plazma fibrinojen diizeylerinde artma oldugunu gostermistir. Ayrica bu
mutasyonla birlikte sigara kullanimi ve sismanligin pithtilagsmaya yatkinlik
olusturmada arttirici bir rolii oldugu gosterilmistir. Derin ven trombozu geciren 122

ve pulmoner embolili 99 hasta iizerinde yapilan bir calismada FGA genindeki 4266
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A—G mutasyonunun pulmoner emboli ile baglantili oldugu bulunmustur. Fakat bu

caligsmalarda venoz trombozla iliski saptanamamistir (OMIM 11.12.2007).

6. PAI-1 (Plazminojen Aktivator Inhibitor 1 (4G-5G)

Plazminojen, serin proteazlarin etkisi ile plazmin haline doniisiir ve fibrini
parcalayarak asiri pithti olusumuna engel olur. Yeterli fibrinoliz saglandiktan sonra
etkisini kaybetmelidir. Fibrinolitik aktiviteyi sinirlama gorevini ise plazminojen
aktivator inhibitorleri (PAI) saglar (Dossenbach Glaninger A ve ark. 2003). PAI-1
doku ve iirokinaz kaynakli plazminojeni en hizli ve giiclii sekilde inaktive eden
proteindir. Eksikligi olduk¢a nadirdir. Diizeyinin arttig1 durumlarda ise plazminojen
aktiflesemeyecegi icin tromboza egilim olur. Genotip analizlerinde promoter bolgede
—675. pozisyondaki G niikleotid delesyonu PAI-1 diizeyini arttirarak plazminojen
diizeyini diisiiriir ve fibrinolitik aktiviteyi azaltir (Dossenbach Glaninger A ve ark.
2003).

Bir¢ok calisma PAI-1 genotipi homozigot 4G olan bireylerin PAI-1 5G/5G
olan bireylerden PAI-1 seviyesinin yaklasik %25 daha fazla oldugunu gostermistir.
Populasyonda yaygin olarak bulunan (wild) allelde 5 Guanin bulunurken; 4G/4G
homozigot ve 4G/5G heterozigot variantlarinin diger kalitsal trombofili nedenleri
kadar etkili olmasa da trombozlu olgularda diger trombofili sebeplerinden daha sik
saptandig1r gosterilmistir. Edinsel PA eksikliklerine kalitsal PAI-1 mutasyonlu
olgulardan daha sik rastlanilir (akut miyokard enfartiisii, diabetes mellitus, iilseratif
kolit, crohn hastaligi vb). Amerikada Gardeman ve arkadaglar tarafindan 1999
yilinda 2565 koroner anjiografi gecirmis hasta tizerinde yapilan bir ¢calismada 4G
allelinin koroner arter hastaliklariyla anlamli bir iliski gosterdigi belirtilmistir

(OMIM 11.12.2007).
7. GPIIIa L33P (HPA-1) (=Integrin)

Glikoprotein Illa (GPIIla) trombosit membrani iizerinde bulunan fibrinojen
reseptoriidiir. Bu proteini kodlayan gen 17q21.32 de yer alir. o ve  olmak iizere iki
alt tiniteden olusur. a alt {initesi GP2b, ITGA2B geni tarafindan kodlanir. Normal
allel Al(a) olarak ifade edilir. A2(b) alleli erken yasta akut koroner olaylara,

myokard infaktiisiine, stroke’a yatkinliklik olusturur. Yapilan caligmalar erken
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yastaki MI vakalarimin ¢ogunda HPA-1 mutasyon tastyiciligl saptamistir (Slovik A.
Ve ark. 1997). Weiss ve arkadaslari 1995°te A2 alleli i¢in homozigot olanlarin erken
koroner olaylarda yiiksek prevalans gosterdigini gozlemlenmislerdir. Myokard
enfaktiislii 71 hasta {izerinde yapilan ¢alismada A2 allelinin normal topluma gore 2.1
kat fazla oldugu gozlemlenmistir. 60 yasin altindaki MI‘l1 hastalarda bu oranin 3.6
oldugu saptanmistir. Ardissino ve arkadaslarinin 1999 yilinda 200 MI gecirmis hasta
tizerinde yapmis oldugu bir ¢alismada 45 yas altinda MI gecirmis hastalarda bu
polimorfizm tasiyicist ve ayni zamanda sigara igmekte olan hastalarin icmeyenlere
gore yaklasik iki kat riske sahip oldugunu hesaplamistir (Ridker PM ve ark 1997).
Bu calismalar sigara kullanimi ve HPA-1 tasiyiciliginin birlikteliginin MI i¢in bir

risk faktorii olusturdugunu gostermistir.

8. MTHFR C677T

Son zamanlarda, total homosistein diizeyindeki artis, tromboz risk faktorii
olarak belirtilmektedir. Hiperhomosisteinemi ile gebelik kaybi1 arasindaki iligkinin
tam mekanizmasi heniiz bilinmemekte, fetusta yapisal ve norolojik etkiler ya da
etkilenmis kadinlarda trombojenik potansiyelin artmasi ve tromboz olugmasi gibi
farkli mekanizmalar ortaya atilmaktadir.

Hiperhomosisteinemi, methionin-homosistein  yolagindaki kalitsal ~ bir
defektten ya da Vitamin B12 ve folat(Bg)’tan eksik beslenmeden kaynaklanabilir.
Homozigot sistathionin-B-sentaz (cBS) ya da metilen tetrahidrofolat rediiktaz
(MTHFR) eksikligi siddetli hiperhomosisteinemi nedenidir ve mental retardasyon,
iskelet anomalileri, prematiir vaskiiler hastalik ya da tromboz ile sonuglanabilir.
Kanda homosistein diizeyinin yiikselmesi noral tiip defekti, fetal kayip, plasental
abrupsiyon ve plasental enfarkt riskini arttirir. MTHFR, homosistein metabolizmasi
icin gereklidir (Miris Dikmen, 2004).

5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi (MTHFR), bir flavoprotein olup
MTHFR familyasinin (EC 1.5.2.20) bir iiyesidir. Memelilerde MTHFR ’nin yapisi
hakkindaki ilk bilgiler, domuz karacigerinin saflastirilmasi ile elde edilmistir. Enzim
sitoplazmik bir protein olup, iki alt birimden olusan homodimer yapidadir. Insanlarda
yapilan Western analizler sonucu 2 izoformunun oldugu aciklanmistir. Bu izoformlar
dokulara 6z olup, 70 kDa’luk kiiciik alt birimlere sahip izoform karacigerden,

77 kDa’luk biiyiik alt birimlere sahip izoform ise diger dokulardan piirifiye
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edilmistir. Enzim, tripsinle proteolizise ugratildiginda, 77 kDa’luk alt birim 40 kDa
ve 37 kDa’luk kisimlara ayrilmaktadir. Bu ayrilma sonucunda S-adenozil metiyonin
(SAM) inhibisyonu ortadan kalkar, ancak enzimin katalitik aktivitesi degismez
(Miris Dikmen, 2004).

Metilentetrahidrafolat rediiktaz (MTHFR) enzimi, folat metabolizmasinda rol
oynayan onemli bir enzimdir. MTHFR geni 1p36.3 de lokalize olmustur ve 656
aminoasitten olusan MTHFR enzimini kodlar. MTHFR enzimi, homosisteinin
remetilasyon dongiisiinde (homosistein, transsiilfiirasyon ve remetilasyon yollarini
kullanarak metabolize olur) gorev yapar. MTHFR, 5,10 metilentetrahidrofolat1 (5,10-
metilen THF) doniisiimsiiz olarak 5-metil tetrahidrofolata (5-metil THF) doniistiirtir.
5-metil THF; DNA metilasyonu ve metiyonin sentezi i¢in metil grubu saglar. 5,10-
metilen THF ise deoksiiiridilatin timidilata doniisiimiinde kullanilirken bir taraftan
da piirin sentezi i¢in 10-formil THF a okside olmaktadir (Miris Dikmen, 2004).

MTHFR geninde meydana gelen C677T polimorfizmi enzim aktivitesini
azaltmaktadir. Bu bagkalasim, enzimi termolabil hale getirir ve in vitro kosullarda
MTHFR aktivitesi homozigot ve heterozigotlarda sirasiyla %70 ve % 35 oraninda
azalir. C677T alleline homozigot formda sahip olan bireylerde plazma homosistein
diizeyi orta siddette artar ki bu Ozellikle folat yetersizligi donemlerinde dikkat
cekicidir. Azalan MTHFR aktivitesi sonucunda 5-metil THF diizeyi azalmakta 5,10-
metilen THF miktar1 ile plazma homosistein diizeyi artmaktadir (Miris Dikmen,
2004).

MTHFR enziminin eksikligi durumunda klinik semptomlarin genis bir
dagilim gosterdigi anlasilmistir. Hiperhomosisteinemi ve homosisteiniirinin ortaya
ciktigi ciddi MTHFR eksikliginde, periferal noropati, gelisme geriligi, hipotoni,
strok, tromboz, gibi klinik ozellikler goriiliir. MTHFR eksikliginin hafif oldugu
durumlara populasyon genelinde olduk¢a sik rastlanir, bu durum da arterial
hastaliklarin olusumunda bir risk faktoriidiir (Miris Dikmen, 2004).

C677T polimorfizmi, MTHFR proteininin N-terminal katalitik bdolgesini
etkileyen 4. ekzonda meydana gelir. MTHFR C677T polimorfizminde, MTHFR
enzimini kodlayan gende 677. niikleotid olan C (sitozin)’in T (timin)’e degisimi
sonucu ortaya cikan bir nokta mutasyonu vardir. Bu mutasyon, genin iiriinii olan

proteinin 226. pozisyonunda Alanin’in yerine Valin’in gecmesine neden olur. Bunun
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sonucu olarak MTHFR aktivitesi azalir. Azalan MTHFR aktivitesi, 5-metil
tetrahidrofolat seviyesinde azalmaya ve bunun sonucu olarak da homosisteinin
metionine doniisememesi nedeniyle plazma homosistein seviyesinde artmaya neden
olur.

MTHFR nin C677T polimorfizminde, CC (Alanin-Alanin) homozigot
normal, CT (Alanin-Valin) heterozigot ve TT (Valin-Valin) homozigot mutant
genotipler goriilmektedir.

MTHFR nin C677T polimorfizminin, kardiyovaskiiler hastaliklar, noral tiip
kusurlari, stroke, down sendromu, meme ve endometrial kanser gibi hastaliklarda bir
risk faktorii oldugu aciklanmistir. Ayrica bu alleli heterozigot formda tasiyan
bireylerde plazma homosistein diizeyi intermediyer araliklardadir.

Bu mutasyonun prevelansi etnik gruba gore biiylik degiskenlikler gosterir.
Tiirk populasyonunda heterozigot ve homozigot siklig1 yaklasik % 47,4 ve % 9,6’dir
(Miris Dikmen, 2004).

8.1. Folat

Folat niikleik asid sentezinde onemli bir role sahip olup, eritrosit voliimiinii
arttirmada, biiyliyen uterus, plasenta ve fetusun ihtiyaglarim1 karsilamada onemli bir
rol oynamaktadir. Diyetle yetersiz alim ve maternal genetik faktorler diisiik folat
diizeylerine yol acar. Kotii gebelik sonuglarina sahip toplumlarda folat gibi mikro
besinlerin az tiiketildi-gi goriilmiistiir. Sigara i¢imi, alkol kullanimi ve uzun siireli
oral kontraseptif kullanim1 da maternal folat diizeylerini azaltir. Diisiik serum folat
diizeyleri,artmis preterm dogum riski ve fetal biiyiime kisitlanmasi ile

iliskilendirilmistir. Cilek, brokoli ve yaprakli sebzeler folattan zengin gidalardir.

9. MTHFR A1298C

Ikinci sik goriilen MTHFR polimorfizmi, 1298A>C baskalasimidir ve
MTHFR’nin regiilatér bolgesinde yer alan Glutamat’in Alanin’e doniisiimiine sebep
olur. Bu bagkalasim enzim aktivitesini azaltir ama 677T allel degisimi kadar belirgin
degildir. In-vitro kosullarda 1298C alleli homozigot olan bireylerde enzim aktivitesi

diisiiktiir ancak plasma homosistein diizeyleri kontrollere gore yiiksek degildir.
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Bununla beraber, kombine MTHFR C677T ve A1298C mutasyonlarinin birlikte
bulunmast MTHFR aktivitesinin %40-50 oraninda azalmasina buna bagli olarak da
hiperhomosisteinemi gelisimine ve plazma folat diizeylerinin azalmasina neden
oldugu rapor edilmistir. Diinya iizerindeki genel populasyonun %15-20 kadar
MTHER varyantlarinin biri agisindan heterozigottur (Miris Dikmen, 2004).
Idiyopatik gebelik kayiplarinin patogenezinde MTHFR mutasyonlar1 risk
faktorlerinden biri olarak ifade edilmektedir. Baz1 ¢alismalarda ii¢ ve daha fazla
tekrarlayan gebelik kayb1 olan kadinlar arasinda homozigot varyantlarin frekansinin
yiilksek oldugu ifade edilirken, digerlerinde MTHFR mutasyonlar1 ile gebelik
kayiplart arasinda herhangi bir iligki saptanamamuis, idiyopatik gebelik kayiplart olan
olgularda kontrollere benzer ya da daha diisik MTHFR mutasyon prevelanslari

saptanmustir (Miris Dikmen, 2004).

10. ACE I/D

ACE (Anjiotensin Converting-Doniistiiriicii- Enzim) tek bir genin iiriintidiir
ve polimorfiktir. Cambien ve ark. 1988’de ile Rigat ve ark. 1992°de ACE kodlayan
genin 17. kromozomun uzun kolunda (17q23) bulundugunu ve 16. intronda bulunan
287 baz ciftlik Alu tekrar dizisinin insersiyon/delesyon (I/D) polimorfizmini
gostermistir. Yine yapilan ¢alismalar ACE geninin 16. intronunda 287 baz ciftinin
varliginin ‘insersiyon’, yoklugunun ise ‘delesyon’ olarak iki farkli allele yol actigini
belirtmektedir. ACE geni insanda insersiyon/insersiyon (I/I), insersiyon/delesyon
(I/D) ve delesyon/delesyon (D/D) seklinde ii¢ genotiple bulunmakta ve plazma ACE
seviyesi I/ genotipine sahip kisilerde en diisiik oranda saptanirken, D/D genotipine
sahip kisilerde en yiiksek bulunmaktadir. Kisiler arasi plazma ACE seviyesindeki
degisikliklerden biiyiik oranda ACE geni sorumludur. Boylece farkli bireylerde ACE
seviyesinin farkli olmasi, bu enzimin ayni genin farkli genotipleri tarafindan
olusturuldugunu, yani polimorfizm gosterdigini kanitlamistir.

Bir dipeptidil karboksipeptidaz olan ACE, bradikinini degrade eder ve
anjiotensin-II sentezindeki son aktivasyon asamasin katalizler. ACE anjiotensin-I in
karboksi terminalindeki histidin-10sin aminoasitlerini koparir ve anjiotensin-II
olusumunu saglar. Anjiotensin-II, vazopressor bir hormondur. Bununla beraber,

vazodilator bir hormon olan bradikininden arka arkaya iki tane karboksil u¢ peptidini
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ayristirarak bu hormonun aktivitesini kaybetmesini saglar. Tek basina anlamh
degisiklikler yapmak icin yeterli olmasa bile, anjiotensin-I vazokonstriiktor 6zellige
sahiptir; ancak fizyolojik rolii yoktur. Olusan anjiotensin-II ise gii¢li bir
vazokonstriiktordiir. Dolasimda 1-2 dakika kalan anjiotensin-II, daha sonra kanda ve
dokularda bulunan anjiotensinazlar tarafindan yikilir.

Kalp kaslart iizerinde yapict bir etkisi bulunmasindan ve arteryel
konstriksiyona neden olup kalp basincimi da etkilemesinden dolayi, anjiotensin-II
hormonu kardiyovaskiiler sistem i¢in c¢ok oOnemlidir. Kalp dokusundaki ACE
aktivitesinin daha fazla olmasi, daha yiiksek anjiotensin-II seviyesine neden olur. Bu
da daha fazla koroner arter hastaliklarina yol acar. Baz1 calismalarda bu durumun
ACE inhibitorlerinin antihipertansif etkilerinin yaninda, plazmadaki ACE
inhibisyonundan bagimsiz olarak proliferasyonu onleyici ve kalbi koruyucu etkisini
sagladig1 gosterilmistir.

Anjiotensin-II nin etkileri D/D genotipine sahip kisilerde diger fenotiplere
oranla daha belirgindir. Yani D/D genotipine sahip kisilerde dolasimdaki ve
dokulardaki ACE seviyesi (dolayisiyla anjiotensin-II seviyesi) diger genotip ve
allellere oranla daha yiiksek olacagindan, DD genotipi ve D alleli kardiyovaskiiler
hastaliklar1 arttirmada bir risk faktoriidiir.

ACE D alleli hem gen¢ hemde yashh populasyonda yiiksek ACE
aktivitesinden sorumlu tutulur. ACE aktivitesi D/D genotipine sahip kisilerde I/I
genotipine sahip kisilere oranla iki kat kadar daha yiiksek olabilmektedir. Bu
durumun ise; erken baslangicli hipertansiyon, Alzheimer hastaligi, hem non diabetik,
hemde diabetik renal hastalikta ilerleyici fonksiyon kaybi icin risk faktorii oldugu
bilinmektedir. IDDM’lii hastalarda D genotipi hem hipertansiyon hemde
kardiovaskiiler risk artig1 ile iligkilidir. NIDDM’li kadinlarda periferal noropati
riskini arttirdigi bildirilmektedir. D genotipinin ARDS’nda mortaliteyi arttirici
bagimsiz bir risk faktorii oldugu bildirilmistir (Siffert W 2006). Gayagay ve ark.
Avustralyali sporcularda II genotipinin genel populayondan daha sik oldugunu

bildirmis ve daha saglikli kardiyovaskiiler sistemle iligkili oldugunu one siirmiistiir.
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11. APO B R3500 Q

SM,VLDL, IDL ile LDL lipoproteinlerin apoproteinidir. VLDL ve LDL’de
bulunan apo B; 4536 amino asitlik, 512 kDa molekiil agirliginda olan ve KC’de
sentezlenen apo B-100 seklinde, SM’larda bulunan ise 2152 amino asitlik, 244 kDa
molekiil agirliginda barsakta sentezlene Apo B-48 seklindedir. Sinir sistemleri ve kan
hiicreleri hari¢ biitiin dokular Apo B-100 tasir. Apo B-100 ligand olarak is goriir ve
reseptor araciligiyla KC’e alinarak hiicre icindeki lizozomal enzimlerce katabolize
edilirler (Soria LF ve ark. 1989).

Weisgraber ve arkadaslar1 1988‘de APO B‘nin 3350 ve 3506 residiileri
arasinda anormal LDL‘yi normal LDL‘den farkli olarak algilayan izotop yapisinda
bir antikor buldular. MB47 anormal LDL‘ye daha yiiksek afinite ile baglandi. Bu
sayede biiyiikk populasyonlar iizerinde calismay1 saglayacak bir protokol gelistirildi.
Illingworth ve arkadaslar1 1992‘de bu metodla 12 hiperkolestoremik hastada LDL
kolesteroliin APO B ARG3500GLN mutasyonu sonucu yiikselmis oldugunu gosterdi
(OMIM 11.12.2007).

APO B‘ye ait bu iki allelin sekans analizi sonucunda heterezigot durumda
apolipoprotein iizerine yikici etkisi oldugu ve 3500’iincii amino asitin glutaminden
arginine substutisyonuyla meydana geldigi gosterilmistir. Yiiksek kolesterol seviyeli
bir ailenin 3 probant ve 4 etkilenmis bireyinde yapilan sekans analizinde restriksiyon
enziminin farkli yerde kesim yaptig1 gosterilmistir. Buna gore 3500 {incii aminoasit
kodonundaki CGG‘nin CAG‘ye doniistiigi mutasyon APO B alleli islevini
azaltmakta ve boylece lipoproteinlerin azalmasi ve sonugta hiperkolestrolemiyle
klinikte kendisini gostermektedir. Farkli bir grupta yapilan calisma ise APO B
geninin 26°‘nc1 egzonundaki 10708 ‘inci guaninin adenine transisyonunu gostermistir
(OMIM 11.12.2007).

Loux ve arkadaslart allel spesifik oligoniikleotidlerle APO B 3500
mutasyonunu PCR amplifikasyonu ve hibridizasyon yontemleri ile 101 ailesel
hiperkolesterolemili fransiz hastada yaptiklar1 deneyde sadece 1 vakada mutasyon
saptamislardir. Bu vakanin 45 yasindaki oglu da ayni mutasyonu tagimaktadir. Bu

calismalardan da goriilecegi gibi bu mutasyonun goriilme sikligi oldukga diisiiktiir.
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Rauh ve arkadaglarinin yaptig1 calisma ise Kuzey Amerika ve Avrupa’daki
Kafkas 1rkinda yaklasik 1/500 ila 1/700 oraninda APO B ARG3500GLN mutasyon
tagiyicilig gostermistir (OMIM 11.12.2007).

Humphries 1992°de ailesel hiperkolesterolomi hastalarinin
heterozigotlarindan erkeklerin %40 ‘inin kadinlarinsa %?20 ‘sinin ilerde koroner arter
hastalig1 gosterdigini bildirmistir (OMIM 11.12.2007).

Horvath ve arkadaslar1 2001 ‘de Bulgaristan ‘da 130 hiperkolesterol
hastasinda yaptiklar1 calismada bunlarin %8.17 ‘sinin ailesel APO B mutasyonu

tasidigint gosterdi. Bu oran Polonyada %?2.5 bulunmustur (OMIM 11.12.2007).

12. APOE

Apo E (Apolipoprotein E) KC’de ve viicutun degisik bolgelerinde (beyin,
deri, testis, dalak) sentezlenen, kandaki lipoproteinlerde bulunan belli bagh
apolipoproteinlerden biridir. Apo E, VLDL, LDL ile HDL yapisinda bulunur.
Karboksil ucunda alanin bulunan Apo E, doku ve plazma arasinda kolesteroliin
reseptor aracili aktarilmasini saglar. Yiiksek trigliserit igerikli lipoproteinlerin
(Silomikronlar, VLDL, LDL, ve baz1 HDL alt gruplarinin) normal katabolizmas1 i¢in
gereklidir. Bu baglamda Apo E 'nin islevi, lipoproteinlerin karaciger ve diger
organlara alimindan sorumlu olan, LDL ve Apo E reseptorleri i¢in ligand olmaktir.
Apolipoprotein E, ilk olarak lipid metabolizmasi ve kalp hastaliklarinda oynadig
rolden dolayr o©nem kazanmistir. Daha yakin zamanlarda lipoprotein
metabolizmasiyla dogrudan ilgili goriilmeyen, Alzheimer Hastaligl, immiin
(bagisiksal) regiilasyon ve bilis (cognition) gibi biyolojik siireglerle olan iligkisi
oldugu da gosterilmistir. Apo E bozukluklari, silomikron ve VLDL artiklarinin yavas
atilmasina yol agtigindan, bu durum kolesterol ve trigliserit diizeylerinin yiiksek
oldugu kalitsal disbetalipoproteinemi veya tip 3 hiperproteinemide goriiliir.

299 amino asitden olusan ve mA’lig1 34 kDa olan Apo E, polimorfik bir
proteindir. Apo E geni, 19. Kromozom'da Apolipoprotein C1 ve Apoliprotein C2'nin
de dahil oldugu bir gen kiimesinde bulunur. ApoE geni, dort ekson ve {i¢ introndan
olusan 3597 niikleotit uzunlugunda bir RNA molekiilii kodlar. Bu genin E2, E3 ve
E4 diye adlandirilmis iic ana cesidi (alleli) vardir. Bu alleller, Apo E proteinin

yalnizca 112. ve 158. amino asitlerinde birbirlerinden farkli olan ii¢ protein tiiriiniin
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sentezlenmesine yol acar, ancak bu ufak farkliliklar ¢ok 6nemli fizyolojik sonuglar
dogurur. Niifusun biiylikk ¢ogunlugu en az bir E3 alleli tasir. E2 alleli, tip 3
hiperlipoproteinemi ile, ve diyabet ya da obezitenin de olmasi durumlarinda,
hiperlipidemi ile iliskilidir. E4 alleli ile, ateroskleroz, Alzheimer Hastaligi, zayif
diisiinsel yetenek ve sinir hiicrelerinde yeni uzantilarin (ndrit) olusmasinda
yavaslama arasinda baglanti bulunmustur. E2 veya E4 homozigot kisilerde bu

bozukluklarin goriilme olasiligi, heterozigot olanlara gore daha yiiksektir.
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GEREC ve YONTEM

1. Materyal

1.1. Calisma Grubu

Bu tez calismasi, Eyliill 2006-Haziran 2007 tarihleri arasinda, Diizce
Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum AD. ve Tibbi Biyoloji ve
Genetik AD.’na tekrarlayan diisiikleri nedeni ile bagvuran kadinlarin rizasi alinarak,
o hastalardan alinan kanlarla yiirtitiilmiistiir. Bu hastalar calismaya katilirken en az
tic diisiiklerinin olmasi, baska herhangi bir sistemik hastaliklarinin veya kromozomal
anomalilerinin bulunmamasi agisindan degerlendirilmis ve bu tiir bulgusu olmayan
hastalar caligmaya dahil edilmistir. Kontrol gurubu olarak en az 2 saglikli ¢ocugu
olan; diisikk ya da gebelik komplikasyonu (preeklampsi, ablatio plasenta, plasenta
previa, 2.-3. trimester kayiplar1) olmayan goniilliilerden analiz yapilmstir.

Adi gecen calismaya katilmay1 kabul eden hastalardan, hastanemiz kan alma
boliimiinde, 3mL lik K3EDTA’l1 (mor kapakli) tiiplere 2mL vendz kan alindi. Daha
sonra bu kanlardan izole edilen DNA lardan bu kisilerin adi1 gegcen polimorfizmler
acisindan genotiplerinin  belirlenmesi amaciyla laboratuvarimizda mutasyon

analizleri yapildi.

1.2. Gerecler

Termocycler Applied Biosystems ABD
Yiiksek devirli santrifiij Eppendorf 5415R Almanya
Laminair flow Niive Tiirkiye
Hibridizator TwinCubato Almanya
Su Banyosu Poly science ABD
Vortex IKA ABD
Buzdolab1 Vestel Tiirkiye
Otomatik pipet seti Eppendorf ABD
Invisorb Spin Blood Mini Kit Invitek Almanya
(DNA izolasyon Kiti)

CVD StripAssay ViennaLAB Diag. GmbH  Avusturya
Thromborisk StripAssay ViennalLAB Diag. GmbH  Avusturya
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3mL EDTA 11 tiip
Ependorf tiipler

2 mL lik receiver tiip
1.5 mL lik receiver tiip

DNA izolasyon filtresi

1.3. Soliisyonlar

Lysis Buffer
Proteinaz K

Wash Buffer I

Wash Buffer II
Ellution Buffer D
Amplifikasyon Mix A
Amplifikasyon Mix B
Taq Dilution Buffer
Taq DNA polimeraz
HYB (Hybridization Buffer)
Wash Solution A
DEN

Wash Solution B
Conjugate Solution

Color Developer

greiner bio-one

Axygene ABD

Almanya

Invisorb Spin Blood Mini Kit Icerigi
Invisorb Spin Blood Mini Kit Icerigi
Invisorb Spin Blood Mini Kit icerigi

Invisorb spin blood mini kit icerigi
Invisorb spin blood mini kit icerigi
Invisorb spin blood mini kit icerigi
Invisorb spin blood mini kit icerigi
Invisorb spin blood mini kit icerigi
CVD Strip Assay kit igerigi

CVD Strip Assay kit igerigi

CVD Strip Assay kit igerigi
Fermentas (recombinant) Su/pl
CVD Strip Assay kit igerigi

CVD Strip Assay kit igerigi

CVD Strip Assay kit igerigi

CVD Strip Assay kit igerigi

CVD Strip Assay kit igerigi

CVD Strip Assay kit igerigi

- *_a‘

' m—‘# i
J—
| ,

Resim 1: izolasyonda kullanilan kimyasallar
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2. Metod

2.1. DNA izolasyonu:

DNA izolasyonu i¢in Invitek (Berlin, Almanya) firmasinin iiretmis oldugu
Invisorb Spin Blood Mini Kit kullanildi. DNA, 3 ml’lik EDTA’l tiiplere alinan
periferik kandan izole edildi. Bu islem icin 1.5 mL lik ependorf tiipiine 200 uL tam
kan, 200uL Lysis Buffer, 20 uL Proteinaz K konarak kisa bir siire vortexlendi. 56°C
deki su banyosu icerisinde 10 dk inkiibe edildi. Inkiibe edilerek bekleyen karisima
400uL Binding Buffer B6 konup kisa bir siire vortexlenerek karigmasi saglandi. 2mL
lik receiver tiipiin igerisine filtre yerlestirildi. Inkiibe edilen karigim filtre iizerine
dokiildii ve 1 dk bekletildikten sonra 12000 rpm de 2 dk santrifiij edildi. Filtre yeni
bir 2 mL lik receiver tiipiine alind1 ve alttaki siipernatan tiip ile birlikte atildi. Filtre
tizerine 500 uL. Wash Buffer I eklenip 12000 rpm de 1 dk santrifiij edildi. Tiipiin alt
kismindaki sivi kisim bosaltilarak filtre tekrar yerlestirildi. 800 pL. Wash Buffer II
eklenen filtre 12000 rpm de 1 dk santrifiij edildi. Receiver tiip tekrar bosaltilip filtre
tekrar igerisine yerlestirildi. Bu agsamada filtre maksimum santrifiij devri olan 13200
rpm de 4 dk santrifiijlenerek etanoliin tamamen uzaklasmasi saglandi. Filtre 1,5 mL
lik yeni bir receiver tiipe kondu. Uzerine 200 uL 56°C ye 1sitilmis Ellution Buffer D
eklendi ve 1 dk inkiibe edildi. 10000 rpm de 1 dk santrifiij edilen tiipiin alt kisminda
saf halde DNA izole edilmis oldu. Elde edilen DNA -20°C de saklandi.

Resim 2: DNA izolasyonu ve mutasyon analiz kitleri
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2.2. In Vitro Amplifikasyon (PCR)

Calismanin amaci; daha Once ili¢ veya daha fazla sayida diisiik yapmis
kadinlarda daha once adi gecen pihtilagsma faktorlerini iceren genomik bolgeleri in
vitro sartlarda birlikte ¢ogaltarak (multipleks PCR) bu bolgelerin 6zelliklerini ortaya
koymakti.

Izole edilmis DNA lar PCR asamasindan &nce 98°C de 10 dk inkiibe edildi.
Amplifikasyon 200ul’lik ependorf tiipler icinde 25 pL’lik toplam hacimde yapildi.
Reaksiyon karisimi buz iizerinde hazirlandi. Bir 6rnek i¢in iki farkli PCR yapildi. Bu
PCR lar A ve B olmak {izere iki farkl tiipte gerceklestirildi. Her bir tiip i¢in farkli

olan ise amplifikasyon mix (Primer karigimi) idi.

Master Mix:

Reaktif Miktar (bir 6rnek icin)
Amplifikasyon Mix A veya B 15 uL
Taq DNA polimeraz ( 1u ) 0,2 uL
Taq Dilution Buffer 4,8 uL
DNA 5,0 ul
PCR Dongiileri:

94°C 2 dk

94°C 15sn ------

58°C 30 sn 35 siklus

72°C 30 sn ------

72°C 3 dk
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2.3. Hibridizasyon

Su banyosu 45°C ye ayarlanir ve HYB ile Wash A burada 45°C’ye 1sitilir.
20uL DEN soliisyonu trayin kuyucuklarinin koselerine pipetlenir. Bu DEN
soliisyonu icerisine PCR sonucu elde edilen iiriinden 10uL A ve 10uL B tiipiinden
olmak iizere toplam 20 pL karistirilip oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilir. Trayin
her bir kuyucuguna 1mL daha 6nceden 1sitilmigs HYB soliisyonu eklenir ve homojen
renk elde edinceye kadar calkalanir. Daha sonra stripler trayin kuyucuklarina
yerlestirilir. Tray, twincubator de 45 C’de 30 dakika calkalanarak inkiibe edilir.
Hibridizasyon soliisyonu kuyucuklardan tamamen bosaltilir. Her bir kuyucuga 1 mL
WASH A soliisyonu eklenir. 1 dakika calkalanarak bosaltilir ve 1mL WASH A
soliisyonu ile 15 dk 45°C’de calkalanarak inkiibe edilir. Bu islem iki kez tekrarlanir.
Daha sona bosaltilan kuyucuklara Conjugate Solution eklenir. Oda sicakliginda 15
dakika calkalanarak inkiibe edilir. Her bir kuyucuga 1 mL WASH B eklenip
calkalandiktan sonra iki defa ImL WASH B ile 5’er dk yikama yapilir. Daha sonra
her bir strip tizerine 1 mL Color Developer eklenerek renk kaybi olmamasi icgin
trayin iizeri aliminyum folyo ile kapatildi. 15 dk c¢alkalanarak inkiibe edilen stripler
daha sonra iki kez distile su ile ¢alkalanip durulandiktan sonra kurutma kagidiyla

kurutularak degerlendirmeye alindilar.

AT

Resim 3: Hibridizasyonda kullanilan Twincubator
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BULGULAR

Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme SPSS 12.0 paket programi ile yapildi. Iki
orneklemedeki yas degiskeni T-Testi ile degerlendirildi. Elde edilen degerler
aritmetik ortalama (X) ve standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir. Her iki grup
arasinda iliski bulunup bulunmadigr Ki-kare bagimsizlik testiyle ortaya koyuldu.
Beklenen frekanslarin 5’den kiiciik oldugu durumlarda Fisher Kesin Ki-Kare testi

uygulandi. p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

— T-Testi
GRUP n X SD Anlamlilik (p)
HASTA 52 27.78 3.75
p<0,05
KONTROL 52 37.26 7.68

Tablo 3: Hasta ve kontrol grubunda yas degiskenine ait istatistiksel degerlendirme

Tabloda goriildiigii gibi kontrol grubunun yas ortalamasi hasta grubuna gore yiiksek
olup aradaki fark anlamlidir.

FVL GENOTIPLERI

W Het Hom
GRUP TOPLAM

N f (%) N f (%) N | f(%)

HASTA 44 9%42.3 8 %7.7 - - 52
KONTROL | 51 %49.0 1 %1.0 - - 52
P <0.05

Tablo 4: FV G1691A (Leiden) mutasyonunun diisiik yapan hastalar ve kontrol grubu
acisindan istatistiksel degerlendirmesi
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Tabloda goriildiigii gibi istatistiksel degerlendirme sonucu elde edilen asymp. Sig.
(2-sides) degeri (p<0.05) anlaml1 oldugu icin heterozigot FVL genotipi diisiige sebep
olma ile iligkilidir. Hasta ve kontrol grubunda homozigot vakamiz olmadigindan
homozigot FVL nin diisiiklerle iliskisi hakkinda istatistiksel degerlendirme

yapilamamustir.
FV2 GENOTIPLERI
GRUP W Het Hom TOPLAM
N f (%) f (%) f (%)
HASTA |46 | %442 %5.8 ; 52
KONTROL | 50 %48.1 %1.9 - 52
P >0.05

Tablo 5: FV H1299R mutasyonunun diisiik yapan hastalar ve kontrol grubu a¢isindan

istatistiksel degerlendirmesi

Tabloda goriildiigii gibi istatistiksel degerlendirme sonucu elde edilen asymp. Sig.
(2-sides) degeri (p>0.05) anlaml1 olmadig: i¢in heterozigot FV2 genotipi diisiige
sebep olma ile iliskili degildir.
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PTH GENOTIPLERI

GRUP W Het Hom TOPLAM
N |f@®) |N |t £ (%)
HASTA |46 | %442 |6 | %58 i i 52
KONTROL | 50 | %481 |2 | %19 i i 52
P >0.05

Tablo 6: Protrombin G20210A mutasyonunun diisiik yapan hastalar ve kontrol grubu
acisindan istatistiksel degerlendirmesi

Tabloda goriildiigii gibi istatistiksel degerlendirme sonucu elde edilen asymp. Sig.
(2-sides) degeri (p>0.05) anlaml1 olmadig1 i¢in heterozigot PTH genotipi diisiige
sebep olma ile iliskili degildir.

FXIII GENOTIPLERI
GRUP W Het Hom TOPLAM
N f(%) |N |f(%) F (%)
HASTA 32 | %30.8 |18 |%17.3 %1.9 52
KONTROL |32 | %30.8 |18 |%17.3 %]1.9 52
P >0.05

Tablo 7: FXIII Val34Leu mutasyonunun diisiik yapan hastalar ve kontrol grubu
acisindan istatistiksel degerlendirmesi

Tabloda goriildiigii gibi istatistiksel degerlendirme sonucu elde edilen “asymp. Sig.
(2-sides) degeri (p>0.05) anlaml1 olmadig1 i¢in heterozigot ve homozigot FXIII
genotipi diisiige sebep olma ile iliskili degildir.
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FGB GENOTIPLERI

GRUP W Het Hom TOPLAM
N |f@®) |N | f®) £ (%)
HASTA |27 | %260 |23 |%22.1 %1.9 52
KONTROL |31 | %29.8 |21 |%20.2 i 52
P >0.05

Tablo 8: B-Fibrinojen -455G>A mutasyonunun diisiik yapan hastalar ve kontrol

grubu acisindan istatistiksel degerlendirmesi

Tabloda goriildiigii gibi istatistiksel degerlendirme sonucu elde edilen asymp. Sig.
(2-sides) degeri (p>0.05) anlaml1 olmadigi i¢in heterozigot FGB genotipi diisiige
sebep olma ile iliskili degildir.

PAI GENOTIPLERI
GRUP W Het Hom TOPLAM
N [f@® [N |t £ (%)
HASTA |12 | %115 |34 | %327 %5.8 52
KONTROL | 15 | %144 |30 |%288 %6.7 52
P >0.05

Tablo 9: PAI-1 4G/5G mutasyonunun diisiik yapan hastalar ve kontrol grubu
acisindan istatistiksel degerlendirmesi
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Tabloda goriildiigii gibi istatistiksel degerlendirme sonucu elde edilen asymp. Sig.
(2-sides) degeri (p>0.05) anlaml1 olmadig1 i¢in heterozigot ve homozigot PAI
genotipi diisiige sebep olma ile iliskili degildir.

HPA GENOTIPLERI
GRUP W Het Hom TOPLAM
N |[f@®) |N |f@ [N |F@®)
HASTA |37 | %356 |15 |%144 | - | %00 52
KONTROL |35 |%33.7 |16 |%154 | 1 | %1.0 52
P >0.05

Tablo 10: HPA1 a/bmutasyonunun diisiik yapan hastalar ve kontrol grubu agisindan
istatistiksel degerlendirmesi

Tabloda goriildiigii gibi istatistiksel degerlendirme sonucu elde edilen asymp. Sig.

(2-sides) degeri (p>0.05) anlaml1 olmadig1 i¢in heterozigot HPA genotipi diisiige
sebep olma ile iliskili degildir.
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M677 GENOTIPLERI

GRUP W Het Hom TOPLAM
N [f@®) [N [f@®) |N |E@®)
HASTA |19 |%183 |28 |%269 | 5 | %48 52
KONTROL |37 | %356 |15 |%144 | 0 | %0.0 52
P <0.05

Tablo 11: MTHFR C677T mutasyonunun diisiik yapan hastalar ve kontrol grubu
acisindan istatistiksel degerlendirmesi

Tabloda goriildiigii gibi istatistiksel degerlendirme sonucu elde edilen asymp. Sig.
(2-sides) degeri (p<0.05) anlaml1 oldugu icin heterozigot ve homozigot MTHFR
M677 genotipi diisiige sebep olma ile iligkilidir.

M1298 GENOTIPLERI
GRUP W Het Hom TOPLAM
N f(%) |N |f(%) |N F (%)
HASTA 23 | %22.1 |26 | %25.0 3 | %29 52
KONTROL |34 | %327 |18 |%17.3 0 | %0.0 52
P <0.05

Tablo 12: MTHFR A1298C mutasyonunun diisiik yapan hastalar ve kontrol grubu
acisindan istatistiksel degerlendirmesi
Tabloda goriildiigii gibi istatistiksel degerlendirme sonucu elde edilen “asymp. Sig.
(2-sides) degeri (p<0.05) anlamli oldugu i¢in heterozigot MTHFR M 1298 genotipi
diisiige sebep olma ile iliskilidir.
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ACE GENOTIPLERI

GRUP W Het Hom TOPLAM
N |f@®) |N |t@®) |N |t
HASTA |4 | %38 |26 |%250 | 22 | %212 52
KONTROL | 14 | %135 |27 | %263 | 11 | %106 52
P >0.05 P <0.05

Tablo 13: ACE I/D mutasyonunun diisiik yapan hastalar ve kontrol grubu agisindan
istatistiksel degerlendirmesi

Tabloda goriildiigii gibi istatistiksel degerlendirme sonucu elde edilen asymp. Sig.
(2-sides) degeri (p<0.05) anlaml1 oldugu icin homozigot ACE genotipi diisiige sebep
olma ile iligkilidir.

ApoB GENOTIPLERI
GRUP W Het Hom TOPLAM
N f(%) |N |f(%) |N f (%)
HASTA 52 | %50 - - - - 52
KONTROL |52 | %50 - - - - 52
P >0.05

Tablo 14: APO B genotipinin diisiik yapan hastalar ve kontrol grubu acisindan
istatistiksel degerlendirmesi

Tabloda goriildiigii gibi istatistiksel degerlendirme sonucu elde edilen asymp. Sig.

(2-sides) degeri (p>0.05) anlaml1 olmadigr i¢in heterozigot ve homozigot ApoB
genotipi diisiige sebep olma ile iliskili degildir.
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GRUP

ApoE GENOTIPLERI

3%#3 3%4 2%3 TOPLAM
N f (%) f (%) f (%)
HASTA 39 %37.5 %8.7 %3.8 52
KONTROL | 41 %39.4 %6.7 3.8% 52
P >0.05

Tablo 15: APO E genotiplerinin diisiik yapan hastalar ve kontrol grubu agisindan

istatistiksel degerlendirmesi

Tabloda goriildiigii gibi istatistiksel degerlendirme sonucu elde edilen asymp. Sig.
(2-sides) degeri (p>0.05) anlamli olmadig: icin heterozigot ve homozigot ApoE
genotipi diisiige sebep olma ile iliskili degildir.

Resim 4: Calisilmis striplerin goriintiisii
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TARTISMA

Tekrarlayan gebelik kayiplarinin etiyolojisi ile ilgili olarak bugiin i¢in bir¢ok
mekanizma One siiriilmiis olmasina ragmen bu mekanizmalardan bazilar1 hala tam
olarak aciklanamamustir. Ozellikle ilk trimestir tekrarlayan gebelik kayiplarinda en
onemli neden genetik nedenler olarak tanimlanmakta ve bu nedenler igerisinde de ilk
sirayl kromozom anomalileri almaktadir. Bu nedenle, tekrarlayan gebelik kayiplari
olan ciftlerde, dengeli yapisal anomali tasiyicist1 olup olmadiklarini belirlemek
amaciyla ebeveynlerde kromozom analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Ancak
tekrarlayan gebelik kaybr sikayetiyle basvuran hastalarin  Oncelikli olarak
beklentileri, gebelik kayiplarinin nedenini 6grenmektir. Ciftlerin yaklasik %3 iinde
tekrarlayan diisiiklere sebep olabilecek dengeli kromozom anomalisi saptanmaktadir.
Kromozom analizi ile eslerden birinde dengeli yapisal anomali saptanmasi gebelik
kayiplarinin nedenini aciklamakta ancak tedavi edilememektedir; yine de prenatal
tan1 olasiligt sunmasi 6nemlidir. Yapilan kromozom analizi neticesinde normal
karyotip saptanan hastalara, durumlarinin belirsizligini korumasindan Otiirii tatmin
edici bir genetik danigma verilememektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar, idiyopatik
tekrarlayan gebelik kayiplariin multifaktoriyel olabilecegini, genetik yatkinlik ve
cevresel faktorlerin patogenezde etkili olabilecegini vurgulamaktadir. Genetik
yatkinligin belirlenebilmesi; bu bilgiler 1s181nda ¢evresel faktorlerin degistirilebilecek
olmasi nedeniyle, sonraki gebeliklerin saglikli siirme sansimi arttirmak acisindan
faydal1 olabilir.

Trombofilik ailelerde gozlemlenen trombozisin degisken goriintimleri ve
klinik fenotiplerinin heterojenitesi venoz trombozise yatkinligin cesitli genetik
defektlerin kombinasyonundan kaynaklandigi hipotezine gotiirmektedir. Faktor V
(FV) R506Q (Leiden mutation) ve protrombin (PT) 20210G/A mutasyonu gibi
populasyondaki fonksiyonel polimorfizmler risk faktorleri olarak ana rolii
oynamaktadirlar. FV R506Q APC-aracilikli FVa inaktivasyonunu baskilar (APC
direnci). PT 20210G/A mutasyonu ise dolasan PT konsantrasyonunda artisa sebep
olur. Bu iki polimorfizm kombinasyonlar1 ve diger trombofilik defektler trombofilik
hastalarda belirlenmistir (Prisco D, 1998. Cattaneo M1999 Wulf GM, 1999;. De
Stefano V,. 1999).
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Diger polimorfik FV alleli olarak (FV H1299R, R2 olarakta bilinir) 4072.
pozisyondaki A—G doniistimii diger bir cok FV gen polimorfizmine (HR2 haplotipi)
bagli oldugu bulunarak tanimlanmistir. FV H1299R alleli tasiyiciligr ilimhi APC
direnci ve plazmada daha fazla trombojenik izoform fazlaligi ile iligkilidir. FV
HI1299R mutasyonu FV R506Q mutasyonu tasiyicilarinda venoz tromboz riskinde
artisa sebeb olur ve kendi basina da ayrica bir trombotik risk faktoriidiir (Faioni EM,
1999; Alhenc-Gelas M, 1999).

Faktor V ve Faktor II protrombin insanlarda koagiilasyon kaskatinin ana
unsurlaridir. FV ve F2 genlerindeki yaygin polimorfizmler (FS Leiden G1691A ve
F2 G20210A) trombofili, kardiyovaskiiler hastaliklar ve gebelikle iliskili
komplikasyonlar ile iligkili oldugu ortaya koyulmustur (Tempfer CB, 2004, Rey E,
2003).

Faktor V Leiden mutasyonu en yaygin kalitsal trombofilik defekttir. Venoz
tromboembolizme sahip olan hastalarin yaklask olarak %20’si bu mutasyonu tasir.
Kafkas irkinda bu mutasyonun prevalans1 %4-%7 iken Kafkas olmayanlarda ise %0-
%1’dir (Rees DC, 1995; Ridker PM, 1997.). Pihtilasma faktorii V’in kodlama
bolgesindeki bu nokta mutasyonu (G1691A) APC (activated protein C) i¢in aktif
bolgede yer alan argininin glutamine doniismesi sonucu olugsmustur.

Protrombin 20210A mutasyonu protrombin geninin promotor bolgesindedir.
Bu mutasyon wild tipe genotipine gore protrombinin ekpresyununda artisa sebep
olur. Kafkas irkinda Protrombin 20210A mutasyonunun prevalansi %2-%3, Kafkas
olmayanlarda ise %0-%1dir. Venoz trombozlu hastalarda ise %6’dir (Dilley A, 1998,
Rosendaal FR, 1998; Cumming AM, 1997;). Protrombin mutasyonu tasiyanlarda
tekrarlayan diisiik riskinde iki kat artma meydana gelmektedir (Michiel Coppens,
MD 2006).

FV Leiden ve protrombindeki mutasyonlar bu mutasyonlar1 tasiyanlarin
tasimayanlara gore yaklasik olarak gec fetal kayip riskinde ii¢ kat artisa (%6 - %16)
sebep olmaktadir (Martinelli, I. et al. 2000). The European Prospective Cohort on
Thrombophilia (EPCOT)’un kalitsal trombofilili hastalarin ¢ok merkezli
degerlendirmesi calismasinda, birinci- ikinci-trimester gebelik kayiplar ile FVL nin
iliskili olmadigimi fakat gebeligin 28. haftasindan sonra gerceklesen fetal kayiplarin
riskinde iki kat artma oldugunu ortaya koymustur (Preston, F.E. ve ark. 1996) 128
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FVL mutasyon tasiyicist ve 461 kontroliin bulundugu diger bir calismada ise en az 2
kez diisiik yapma veya infertilite proplemlerine sahip olma riski FVL mutasyonuna
sahip olanlarda 2.5 kat daha yiiksek bulunmustur (Bare, S.N. et al. 2000) Bizim
calismamizda FVL mutasyonu hasta gurubumuzda anlamli olarak sik bulunurken
Protrombin 20210A mutasyonu ile FV H1299R mutasyonu anlamli olarak farkli
bulunmamistir. Bu mutasyonlarin prevalanst FVL e gore daha diisiik oldugu icin
daha biiyiik guruplarda degerlendirilmeleri faydali olabilir.

Plazminojen, doku plazminojen aktivatorii (t-PA), urokinaz tip plazminojen
aktivatorii (u-PA) ve koagiilasyonun kontakt aktivasyonuyla fibrinolitik yol baslatilir.
Cesitli aktivasyon mekanizmalar: ile olusan plazmininin tripsin gibi belirli bir
substrat spesifitesi yoktur. Fizyolojik sartlar altinda plazminin fibrinolitik aktiviteleri
fibrin tarafindan siki bir sekilde sinirlandirilir. Dolasan serbest plazmin ve
aktivatorleri plazminojen aktivator inhibitorleri (PAI-1, -2, -3), alfa2antiplazmin,
alfa2makroglobiilin tarafindan inhibe edilirler. Plazma t-PA’nin inhibisyonundan
PAI-1 sorumludur. PAI-2 ise orjinal olarak insan plasentasindan saflastirilan
sepinlerdendir. =~ PAI-2  sadece  gebelik esnasinda  dolasimda  anlamh
konsantrasyonlarda bulunur (Michal G. Biochemical Pathways. A John wiley &Sons.
Inc: and Spectrum Akademischer Verlag Co-Publication. Berlin, 1999, First edition.
Chapter 20, Pp. 251-257).

PAI-1 geni icin transkripsiyon baglangic bolgesinin upstreaminin 675 baz cifti
bilgesine lokalize bir biri ardi sira gelen ya 4 ya da 5 G rezidiisii yaygin tek baz
insersiyon/delesyonu poimorfizminin, transkiripsiyon aktivitsindeki degisiklikle ilgili
oldugu bulunmustur. 4G/5G polimorfizminin iki allelinin frekansi1 yaklasik olarak
birbirine esittir ve in vitro ¢alismalar anlamli olarak daha yiiksek transkripsiyonel
aktivite ile iliski olan allelin 4G alleli oldugunu belirlemistir. 4G alleli icin
homozigot olan bireyler diger genotiplerde olanlardan anlamli olarak daha yiiksek
plazma PAI-1 seviyeleri sahiptirler. Epidomiolojik calismalar bu polimorfizmin
arteriyel veya venoz tromboz ile olan iligkisini tam olarak onaylamamistir. Avrupada
yapilan genis kapsamli ¢alismalarda 4G allelinin artmig PAI-1 seviyesi arasinda
korelasyon oldugu fakat bu durumun MI i¢in bir risk olusturmadig bildirilmistir (Ye

S ve ark1995).
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Kusurlu fibrinoliz arteriyel ve vendz trombozun gelisiminde rol oynayabilir.
Venoz trombozlu hastalarin baglica artmig PAI-1 seviyesinden dolay1r bozulmusg
fibrinolitik kapasitenin artmis prevalansina sahip olduklar1 bulunmustur. Dolasan
plazmada, PAI-1 tPA’ya gore molar olarak daha fazladir ve bu fazla PAI-1’in
sistemik fibrinolizin gelisimini engelledigi ve sistemik kanama olmaksizin lokal piht1
lizisini sagladig1 dikkate alindiginda, PAL-1 fibrnolitik olaylarin diizenlenmesinde en
onemli belirleyici olarak goriilmektedir. Cevresel ve genetik faktorler PAL-1’in
sentezini etkilemektedirler. Glukokortikoidler, sitokinler, lipolisakkaritler ve insiilin,
transkripsiyonel bolgede PAL-1 sentezini diizenler. Bu modiilatorlere ilaveten ACE
kan-basinci regiilasyonun yani sira ilave bir fizyolojik fonksiyon olarak PAI-1
konsantrasyonun diizenlenmesinde de rol oynar (Lijnen, H.R. 2005).

PAI-1 genindeki 4G/4G polimorfizminin neden oldugu. hipofibrinolizis
preeklampsi, intrauterin gelisme geriligi, plasental abrubtion ve 6lii dogumu igceren
gebelik kompikasyonlart i¢in bir risk faktorii olarak goriilmektedir. Fibrinolizin ana
inhibitorii olan PAI-1’in bozulmus ekspresyonu erken plasental dolasimda fibrin
birikimini arttirarak ve trofoblast gelisimini sinirlayarak tekrarlayan gebelik
kayiplarina sebep olabilir (Glueck, C.J. et al. (2000), (Buchholz, T. 2003) (Kwang-
Hyun Baek 2007).

R3500Q mutasyonu cografik ve populasyon dagilimi oldukga fazla degisim
gosterir. R3500Q prevalanst Avrupada 1:1250 kadar diisiik ve 1:71 kadar yiiksek
olabilir (Horvath A, Ganev V (2001). Cin, Belg¢ika, Isvigre, Rusya, Tiirkiye’ deki
ailesel hiperkolesterolemik hastalardaki frekanslar sirasiyla 1/373, 1/250, 1/209, 0,
0’dir (Teng YN ve ark. 2000) (Kotze ve ark. 1994) (Miserez ve ark. 1994)
(Zakharova ve ark 2005) (Sozen MM, ve ark2005). R3500Q mutasyonu giiniimiiz
Avrupasinin Isvicre-Alman bolgesinde ortaya cikan founder effect den olustugu ve
buradan diger toplumlara dagildigi ileri siiriilmektedir (Rauh, G. Ve ark, 1993).

Tiirk populasyonunda FH (familial hypercholesterolemi) ve saglikli kisiler
tizerinde yapilan calismalarda R3500Q mutasyonuna raslanilmamistir. Yapilan
caligmalar bu mutasyonun Tiirk toplumu icin olduk¢a nadir oldugunu gostermektedir
(Mahley RW, ve ark1995). 50. diisiik HDL Ii ve 50 konrol toplam 100 kiside yapilan
R3500Q mutasyonu analizinde de bu mutasyona rastlanilmamistir. Biz de

calismamizda bu mutasyona her iki gurubumuzda da rastlamadik ancak gerek
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Mahley’in calismasinda gerekse bizim caligmamizda olgu sayis1 cok fazla
olmadigindan bu konuda daha genis ¢alismalar faydali olacaktir.

Metilentetrahidrofolat rediiktaz, metilen-H4 folati metil-H4 folata NHDPH-
bagimhi rediiksiyonunu katalizleyen sitoplazmik bir enzimdir. Vitamin B12 bu
enzimi kofaktoriidiir ve ayrica bu reaksiyon folata bagimhidir. Metil-H4 folat
metiyonin sentaz tarafindan katalizlenen reaksiyonda homosisteinin metilasyonu i¢in
metil vericisi olarak gorev yapar. Bu iki enzim adenozil metiyonini kullanan
metilasyon reaksiyonlar1 i¢in tek bir karbon birimi saglayicisidirlar. MTHFR
enziminin aktivitesi adenozilmetiyonin seviyesiyle diizenlenir.

Yiikselmis plazma homosistein konsantrasyonu ya beslenme bozukluguna ya
da bu metabolik yoldaki molekiiler defektlere baglidir. Her iki duruma bagli olarak
ortaya cikan homosisteinemi ateroskleroz, vendz tromboz plasental abruption,
preeklampsi ve noral tiip defektleriyle iligkilidir (Kluijtmans LA, 1996; Rees MM,
1993; Berry RJ, 1999; Steegers-Theunissen RP, 1992; Rajkovic A, 1997).

MTHFR genindeki 677C—T polimorfizmi enzimin termolabilitesinde artis
ve aktivitesinde azalma ile iligkilidir (Kang SS, 1998). En yaygin MTHFR
polimorfizmi C677T varyantidir. Fransiz-Kanadalilarinda ve diger Kuzey
Amerikalilarda T allelinin frekans1 %35-40 civarindadir. Fakat bu polimorfizmin
frekansi farkli etnik gruplarda degisebilir. MTHFR genindeki diger bir mutasyon da
1298A---C’dir. Bu polimorfizm de enzim aktivitesinde azalmaya sebep olur. Yine
ayn1 exonda sessiz genetik bir varyant olan 1317T—C Afrikalilarda yaygindir. Bu ii¢
mutasyonun her ikisi homozigot formda bir arada bulunmamaktadir (Rosenblatt DS,
Fenton WA. Inherited disorders of Folate and Cobalamin transport and
metabolism.Chapter 155. 1897-3933).

Biz calismamizda 677C—T polimorfizminin allel frekanslarini abortuslu ve
kontrol gurubunda anlaml farkliliklar saptadik ve MTHFR C677T polimorfizminin
genetik bir bilesen olarak abortusa neden oldugu sonucuna vardik. Sonucumuz
literatiir  bilgileriyle uyumludur ancak hastalar degerlendirilirken abortus,
multifaktoriyel bir hastalik olarak géz oniine alinmali, MTHFR polimorfizmleri tek
basina degil homosistein seviyeleri kofaktorlerle birlikte degerlendirilmelidir.

ACE ekspresyonu ACE geninin 16. intronundaki insersiyon (I)/delesyon (D)
polimorfizmi ile iligkilidir. PAI-1 4G aleli ile karsilastirildiginda ACE D alleli PAL-
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1 ekspresyonunda artisa sebep olur ve buna bagli olarak da fibrinolisiste azalma
meydana gelir (Kim, D.K., 1997). ACE ve PAL-1 ekspresyon seviyeleri erken
gebelik evrelerinde etkili olduklarindan ACE D/I ve PAI-1 4G/5G polimorfizmleri
tekrarlayan diigiiklerdeki prevalanslar1 son yillarda degerlendirmeye alinmustir.
Buchholz ve arkadaslart ACE geninin D allelleri icin homozigot olanlarda artmis
PAI-1 konsantrasyonlar1 ve hipofibrinolizisin artmis tekrarlayan diisiik riskiyle
iliskili olduklarin1 bulmuslardir. Buchholz ve arkadaslari aym calismada ACE
geninin D/D genotipi ile PAI-1 promotorunun iki 4G allelleri kombinasyonunun
PAI-1 plazma seviyesinde daha fazla artisa sebep oldugunu ve kontrol grubuyla
karsilastirlldiginda tekrarlayan diisiiklerdeki frekansi anlamli olarak daha yiiksek
oldugunu da gostermislerdir (Buchholz, T. (2003). Bizim calismamizda ise ACE
geninin D/D genotipine sahip abortuslu grupta allel frekanslar1 kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulunmasina ragmen PAI-1 genindeki 4G/5G allel frekanslari
kontrol grubuna gore anlamli farklilik gozlenmedi. Calismamizda PAI-1 4G alleli
heterozigot olarak abortuslu gruptaki frekansi kontrol grubuna gore yiiksek olmasina
ragmen bu artig istatistiksel olarak anlamli degildi. ACE DD genotipi ile PAIl
heterozigotluguna bakildiginda hasta gurubumuzda 52 hastadan 12 sinde
saptanmigken (0.23) kontrol gurubumuzda sadece 4 hastada bu birliktelik
saptanmugstir (0.07). Bu sonug da poligenik hastaliklarda polimorfizmlerin tek basina
degil miimkiin oldugunca iliskili diger polimorfizmlerle birlikte degerlendirilmesinin
Onemine isaret etmektedir.

ApolipoproteinB 100 (ApoB-100) LDL’nin (low density lipoprotein) yegane
integral protein bilesenidir. ApoB-100, LDL reseptoriiniin ligandidir. ApoB’nin
LDL-reseptor-baglama domeninde meydana gelen mutasyonlar LDL partikiillerinin
LDL reseptorine baglanmasim1 etkilemektedir. Dolayisiyla mutant LDL
partikiillerinin LDL reseptoriine baglanmasindaki fonksiyonel aktivite kaybi LDL
partikiillerinin dolagimdan temizlenmesinde gecikmeye neden olur. LDL’lerin
plazmadan temizlenmesindeki yetersizlige bagli olarak artan plazma LDL seviyeleri
aterosiklerotik kardiyovaskiiler hastaliklarin onemli bir risk faktoriidiir (Innerarity
Tve ark.1990).

Maternal dolasimdan saglanan lipidler fetal biiylimenin ve beyin gelisiminin

sirdiiriilmesinde hayati bir 6neme sahiptirler. Fare yolk sac hiicrelerinde apoB ihtiva
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eden lipoproteinlerin salinnmima bagli bozukluk sonucu embriyonik letalite
gerceklesmektedir. ApoB-100 karacigerdeki sentezinin yani sira plasenta tarafindan
da sentezlenmektedir. Plasenta tarafindan sentezlenen ApoB-100 anneden, gelisen
bebege lipid transferinde 6nemli rol oynamaktadir (Eva M.ve ark. 2004).

Apo B-reseptor-baglama bolgesindeki nokta mutasyonlarindan  biri
Arg3500GIn’dir. Arg3500GIn mtasyonu ailesel ligand defektif bireylerin cogunda bu
allel bakimindan heterozigottur. Bu mutasyon Avrupada yaygindir ve ailesel
hiperkolesterolemik hastalarin % 2-5’i defektif allel icin heterozigottur (Soria LF ve
ark. 1989). Danimarkada bu mutasyonun prevalans: 1/1000’dir (Tybjaerg-Hansen A
ve ark. 1998 Apo B genindeki diger bir mutasyon Arg3500Trp’dir. Bu mutasyon
Avrupa populasyonunda nadir olarak gozlenirken Cin toplumunda yaygin olarak
bulunmaktadir (Gaffney D et al. 1995). Diger {iciincii bir Apo B varyanti ise
Arg3531Cys’dir. Arg3531Cys varyanti hiperkolesterolemik bireylerde bulunmasina
ragmen daha sonra yapilan ¢alismalar bu varyantin prevalansinin genel populasyon
ile hiperkolesterolemik grup arasinda onemli bir farklilik olmadigini gostermistir
(Tybjaerg-Hansen A ve ark. 1998).

Apo E,VLDL, IDL ile HDL yapisinda bulunur ve doku ve plazma arasinda
kolesteroliin reseptor aracili aktarilmasini saglar. Apo E lipid metabolizmasindaki
fonksiyonlarina ek olarak plazminojenin, plazminojen reseptorlerine baglanmasinda
onunla yarisarak trombolizi inhibe edebilmektedir. Apo E2, E3 ve E4olmak iizere en
az 3 polimorfik sekli vardir. Apo E geninin 3 allelinin E2/ E2, E2/ E3,E2/E 4, E
3/ E 3, E3/E 4 ve E 4/ E 4. olmak lizere 6 farkli kombinasyonu vardir. Silomikron
kalintilarinin azalmis hepatik alinimi, plazma VLDL ve HDL doniisiimiindeki
azalma kalinti lipoproretein kalintilarinin plazmada artisina sebep olur. Kalinti
partikiillerinin karaciger tarafindan alinimi apo E’ ye baghdir. Apo E’nin yapisal
bozukluklar1 bu kalintilarin plazmada birikimine yol agar.

Apo E’nin alti fenotipi iic homozigot (E4/E4, E3/E3 ve E2/E2) ve ii¢
heterozigot fenotipten (E4/E3, E3/E2 ve E4/E2) olusmaktadir. Apo-E izoformlar iki
bolgede tek bir amino asit degisimiyle ortaya cikmaktadir. Apo E2 112 ve 158.
bolgede sistein rezidiisii, Apo E3’lin 112. amino asidi sistein 158. amino asiti ise
arginin, Apo E4 de ise 112 ve 158. amino asitler arginindir. Apo E proteinindeki

dolayisiyla genindeki farkliliklar Apo E’nin reseptorlerine baglanma affinitesini
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etkilemektedir. Apo E3 wild, Apo E2 ise mutant olarak bilinmektedir. Apo E2 diger
fentiplere gore hepatik reseptorlere en diisiik affinite (%1) ile baglanan formdur.
E2/E2 fenotipi ailesel tip III hiperkolesterolemide goriilen fenotiptir. Bu fenotipe
sahip bireyler premature vaskiiler hastaliklar i¢in risk grubunda yer almaktadirlar
(N. V. Bhagavan., 2002,).

Apo E’nin ii¢ temel izoformunu kodlayan allellerin (APOE E 2, E 3 ve E4)
noronal gelisim ve tamirinde onemli gorevleri vardir. Apo E4 izoformu wild tip olan
apo E-3 izoformundan daha farkli affinite ile hepatik reseptoriine baglanir. Zetterberg
ve arkadaslar1 insan embriyonik gelisimi lizerine Apo E E4 allelinin etkisini
arastirmiglardir. Spontan abortuslu gruptaki frekansini normal gruba gore daha diisiik
bulmuglardir ve©  Apo E E 4 allelinin embriyonik gelisimde koruyucu rolii
olabilecegini ileri stirmiislerdir (Zetterberg H, ve ark 2002). Calismamizdaki ve
cesitli toplumlardaki Apo E fenotipleri ve frekanslari Tablo 16 da verilmistir. Diizce
bolgesinde yaptigimiz bu ¢alismada abortuslu grubun E4/3 fenotipine sahip olanlarin
frekanslar1 Tiirk populasyonu ve kontrol grubumuza gore yiiksek bulunmustur. Fakat
bu farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Bu sonuglar Zetterberg ve
arkadaslarin sonuglar1 ile uyumlu degildir. Tirk toplumunda E3 alleli ile
karsilastirlldiginda E2 alleli diisiik total kolesterol seviyesi E4 alleli ise yiiksek total
kolesterol seviyesi ile iligkilidir. E3 alleli ise Tiirk toplumunda en yaygin olan
alleldir. E2 ve E4 allellerinin Tiirk toplumunda lipid seviyesi {izerine etkileri ve

abortustaki rolii daha genis 6rneklemde arastirilmasi gereken bir konudur.
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Tiirkiye
ABD | Almanya | Finlandiya Sudan Japonya | Tiirkiye | Abortus | Kontrol | Toplam
N: 52 N: 52 N:104

Fenotip
E4/4 3.0 2.8 5.9 8.7 1.3 1.1 - - -
E4/3 14.0 | 229 35.5 35.9 11.3 12.9 17.3 134 15.8
E3/3 58.0 | 59.8 46.8 39.8 72.1 74.2 75.0 78.84 | 76.92
E3/2 22.0 | 12.0 9.9 9.7 13.8 10.6 7.6 7.6 7,6
E2/2 1.3 1.0 0.5 1.0 0.6 04 - - -
E4/2 2.0 1.5 1.5 4.9 0.9 0.8 - - -
Allel
E4 11.0 | 15.0 24.4 29.1 7.4 7.9
E3 76.0 | 77.3 69.5 61.9 84.6 86.0
E2 13.0 | 7.7 6.2 8.1 8.0 6.1
Referans | 45 46 47 47 47 48

Tablo16: Cesitli toplumlarda ve bu ¢alismadaki apolipoprotein E fenotipleri ve
frekanslar1 (%)  Breslow, J. L. 1986. 46. Utermann, G., A. 1982, Hallman, D.
1991, Mahley RW, 1995

GPIIla reseptorii trombosit yiizeyinde en fazla bulunan reseptorlerdir. Bu
reseptor trombosit agregasyonu yolunda anahtar bir bilesendir. Trombosit
agregasyonu ve fibrin olusumu normal homeostazisin siirdiiriilmesinde Onemlidir.
Bir¢ok calismada GP Illa L33P polimorfizmin arteriyel tromboz riskini artirdigi
vurgulanmaktadir (Beer JH, 2000). Trombofilik egilim tekrarlayan spontan
diisiiklerin altta yatan sebeplerinden biri olarak kabul edilir. Phuschr ve arkadaslari
ile Lucac ve arkadaslariin yapmis oldugu calismalarda GP Illa L33P
polimorfizminin tekrarlayan spontan abortuslu grup ile kontrol grubu arasinda allel
frekanslar1 bakimindan anlamli farkliliklarin olmadiginmi belirlemislerdir (Pihusch R,
2001, Lukas Hefler, 2004). Bizim sonuclarimiz da onceki ¢alismalar ile uyumludur
ve GPIlla L33P polimorfizmi tekrarlayan disiiklerle iliskili degil gibi
goriinmektedir, ancak belirli alt gruplarinda veya klinik durumlarin belirli bir tipinde
risk faktorii olabilir.

Epidemiolojik c¢alismalar fibrinojen seviyelerindeki artisin koroner arter
hastaligi, serebral vaskiiler yaralanma ve periferal vaskiiler hastalik ile iliskili
oldugunu gostermektedir. Fibrinojen karacigerden sentezlenen bir akut faz
reaktanidir. Fibrinojenin trombojenik etkileri ateromatoz plak olusumu, kan
viskositesinde artma, konsantre fibrin birikimi ve artmis trombosit agregasyonu
mekanizmalar: ile karakterizedir. Fibrinojen seviyeleri iizerinde hem genetik ve hem

de cevresel/fizyolojik etkenler rol oynar.
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Mature fibrinojenin ihtiva ettigi ii¢ polipeptid zincir o, f ve y olmak {iizere ii¢
ayrt gen tarafindan kodlanir. B zinciri sentezi fibrinojen sentezinde hiz-sinirlayici
basamaktir. Dolayisiyla [ fibrinojen genini veya transkripsiyonunu etkileyen
herhangi bir mutasyon plazma fibrinojen seviyeleri {lizerinde etkili olacaktir.
Fibrinojen geninde cesitli  polimorfizmler tanimlanmasina ragmen bu
polimorfizmlerden G—A doniisiimii fibrinojen seviyeleri ve kardiyovaskiiler risk ile
iligkilidir. Bu doniisim gen transkripsiyonunun baslangicinin upstreaminda,
fibrinojen B geni promotoru 455. niikleotitlerinde olusmaktadir.

-455A alelinin fibrinojen seviyeleri {izerine olan etkilerini belirleme amaciyla
yapilan bir ¢ok calisma bu alllelin saghkli Kafkas populasyonlarinda fibrinojen
seviyesini %7-%10 oraninda artirdigini ve bu artisin kardiyovaskiiler hastaliklar icin
bir risk olusturdugunu gostermistir. Bu ¢alismalart yani sira G—A doniisiimiiniin bir
herediter trombofilik faktor olarak obstetrik komplikasyonlar arasindaki iligki agik
degildir (Scarabin PY, 1993, Roy SN, 1990; Gardemann A, 1997).

Goodman ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada, PAI-1 4G/5G (P
=0.009), Faktor XIII V34L (P < 0.0001), ve homozigot MTHFR C667T (P < 0.0001)
mutasyonlarinin  kontrol gurubuna gore anlamli olarak tekrarlayan gebelik
kayiplariyla iliskili oldugunu bulmuslardir ve trombojenik gen mutasyonlarinin
(Faktor V G1691A, Faktor V HI299R (R2), Faktor II protrombin G20210A, Faktor
XII V34L, beta-fibrinojen -455G>A, PAI-1 4G/5G, HPA1 a/b(L33P), MTHFR
C677T, ve MTHFR A1298C) tekrarlayan gebelik kayiplart i¢in risk altinda
bireylerde tanimlanmasi1 gerektigini vurgulamaktadirlar (Goodman CS, 2006). Biz
calismamizda tekrarlayan diisiikleri olan kadinlarda FVL, MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, ACE I/D, fenotiplerinin tek baslarina, PAI nin ise ACE ile birlikte anlaml
olarak daha sik goriildiigiinii saptadik. Diger polimorfizmler bizim populasyonumuz
icin anlamsiz goriinmekle birlikte ancak belirli alt gruplarda veya klinik durumlarin
belirli bir tipinde risk faktorii olabilirler. Polimorfizmlerin tek baglarina degil birlikte
degerlendirilmeleri faydali goriinmektedir. Daha biiyiik guruplarla yapilacak daha
kapsamli ¢alismalar bu onemli hasta gurubu i¢in klinik onem tasiyacak sonuclar

saglayacaktir.
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