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OZET

Tekrarlayan Gebelik Kayiplarinda Faktor V (G1691A), Protrombin (G20210A)
Ve Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (C677T) Gen Polimorfizmlerinin
incelenmes

Gebe kalmaya calisan kadinlarin %75’inde erken gebelik kaybi1 olmaktadr.
Habittiel Abortus birbirini izleyen en az iki yada daha fazla 20. gebelik haftasindan
Once gebeligin spontan olarak sonlanmasidir.

Tekrarlayan gebelik kayiplarinda gesitli etyolojik faktorler sayilmaktadir.
Yapilan calismalarda yaklasik olarak %7 kromozomal anomaliler, %10 anatomik
sorunlar, %15 hormonal dizensizlikler, %6 aciklanamayan sebepler ve %55-62
koagulasyon protein/platelet kusurlart olarak bildirilmektedir. Koagulasyon
sisteminde aksakliga neden olacak genetik kusurlarin son dénemde 6nemi daha iyi
anlasilmigtir. Bunlar arasinda en sik iliskilendirilen Faktor V, Protrombin ve
MTHFR genlerinde yer alan bazi mutasyonlardr.

Bu calismada iki ve Gzerinde gebelik kaybi olan 110 kadin ve gebelik kayb:
olmayan, saglikli ¢cocuk sahibi olan 30 kadinda FV Leiden (G1691A), Protrombin
(G20210A) ve MTHFR (C677T) gen mutasyonlarinin varligim arastirmayi
amacladik. Tim olgularin degerlendirilmesine anamnez alinmasi ve hasta onay
formu doldurularak baslandi. Kan 6rnekleri alimp DNA izolasyonu yapilan
orneklere Hind 111 ve Hinf | restriksiyon enzimleri kullanilarak PCR-RFLP yontemi
ile mutasyon taramasi yapild.

FV Leiden (G1691A) mutasyonu HA grubunda %13.6, kontrol grubunda
%6.7, Protrombin (G20210A) mutasyonu HA grubunda %6.4, kontrol grubunda
%6.7, MTHFR (C677T) mutasyonu HA grubunda %55.5, kontrol grubun da %53.3
olguda tespit edilmistir. Mutasyonlarin bulunmast sikligina bakildiginda HA ve
kontrol grubu arasinda anlaml1 fark tespit edilmemistir.

Gebelik kaybi riskinin, sipesifik bir mutasyondan c¢ok trombofilik
mutasyonlarin kombine birikimine bagli olabilecegi dustnulmustir. Belkide HAlu
kadinlarda daha fazla trombofilik gen mutasyonunun prevalansimin arastirilmasi
daha anlaml1 olacaktir.

Anahtar Sozcukler: Habitlel abortus, FV Leiden, Protrombin, MTHFR



SUMMARY

INVESTIGATING FACTOR V (G1691A), PROTHROMBIN (G20210A) AND
METHYLENETETRAHYDROFOLATE REDUCTASE (C677T) GENE
POLYMORPHISMSIN RECURRENT PREGNANCY LOSS

In 75% of women trying to be pregnant, early pregnancy loss occurs.
Habitual abortion is the termination of two or more consecutive pregnancies before
20th gestational week.

Various etiologic factors are responsible for recurrent pregnancy loss. In the
performed studies these reasons are reported to be, 7% chromosomal abnormalities,
10% anatomic problems, 15% hormonal irregularities, 6% unclear reasons and 55-
62% coagulation protein/platelet problems, approximately. The importance of
genetic defects causing defficiency in the coagulation system are better understood
recently. Among them the most frequently related ones are some of the mutations
take place in the Factor V, Prothrombin and the MTHFR genes.

In our study we objected to investigate the existence of the FV Leiden
(G1691A), Prothrombin (G20210A) and MTHFR (C677T) gene mutations in 110
women with recurrent pregnancy loss and in 30 women with no pregnancy loss and
having healthy children. Evaluation of all the cases was begun by taking anamnesis
and filling patient approval form. Mutation screening was perfomed by PCR-RFLP
method using Hind 111 and Hinf | restriction enzymes for the blood samples of
which DNAs were isolated.

FV Leiden (G1691A) mutation was detected to be 13.6 % in the case and
6.7% in the control group, Prothrombin (G20210A) mutation was detected to be
6.4% in the case and 6.7% in the control group, MTHFR (C677T) mutation was
detected to be 55.5% in the case and 53.3% in the control group. No significant
differences were detected between the case and the control group according to the
mutation fregquencies.

It is thought that the risk of pregnancy loss is related to the combined

augmentation of the thrombophilic mutations rather than a specific mutation.



Probably, investigating prevalence of more thrombophilic mutations in women with
habitual abortion will be more significant.

K eywords. Habitual abortion, FV Leiden, Prothrombin, MTHFR.



1. GIRIS

1. 1. Tekrarlayan Gebelik Kaybr:

Tekrarlayan gebelik kayiplar: (Habittiel Abortus, HA) hekim ve hasta agisindan
oldukca zor ve stresli bir sorun olup, gebe kalmak isteyen ciftlerin %0,5-1"inde
gorulmektedir. Gebeligin 20. haftasinda 6nce yada fetal agirligin 500 gramin altinda
oldugu gebeliklerin herhangi bir mekanik veya farmakolojik etkene bagli olmadan
sonlanmasina erken gebelik kayb: denir.

Dunya Saglik Orgiitii (WHO) ise diistigii 1977 yilinda agirlig1 500 gramdan az
olan bir gebelik Urintnun vicut disina atilmast olarak tammlanmstir (1). Bu
tammlamada fetal agirligin en az kag olmast gerektigi belirtilmemistir. Bu
tanimlamaya missed abortuslar ve kimyasal olarak tespit edilen gebelik kayiplar:
alinmamustir. Ayrica fetal agirligin 500 gramin Ustinde oldugu gebelik kayiplar: da
olabilir. Bu nedenle disuk veya habituel abortus gibi deyimlerin yerini
“ tekrarlayan gebelik kayb:” deyimi almaktadir.

Gebe kalmaya calisan kadinlarin %75'inde erken gebelik kaybi olmaktadir (2-
4). HA hirbirini izleyen en az iki yada daha fazla 20. gebelik haftasindan dnce
gebeligin spontan olarak sonlanmasidir (5) Gebeligin 20. haftasina kadar olan
donemde klinik olarak tanimlanabilen spontan distik oram %15 dir. Ovilasyondan
sonra gegen sire gebelik kaybinin abortus olarak adlandirilmasinda 6nemli olamakla
birlikte bu gin halen bu sire icin arastrmacilar arasinda tam bir gorts birligi
bulunmamaktadir (6). Ektopik ve molar gebelikler yuziinden sonlanan gebeliklerde
bu baslik altinda toplanmaktadir. Canli bir gebeligin kayb: ile missed abortus yada
blighted ovumun ayirt edilmesi geregi arastirmacilar tarafindan kabul edilen ortak
goristur (7-9). Dustgun tekrarlamasi olasilig: ile ilgili literatirde celiskili oranlar
vardir. Gebelik isteyen giftlerin yaklasik %5'i iki ardisik gebelik kayb: yasarken, t¢
yada daha fazla kayip yasayan ailelerin oram %1 civarindadir. Erken gebelik
kayiplarinin bir gogunda olay beklenen adet tarihinden 6nce yada adet srasinda
gerceklestigi icin pek cok kadin durumu farketmeyebilir (2-4). Spontan abortus
oramnin teshitindeki bu guclukler HA sikligimin belirlenmesine de yansimustir.
Ardisik U¢ dusukten sonra dordincinin olma olasiligi  %40-50 olarak



bildirilmektedir (1). Malpas ve arkadaslarimin c¢alismasinda ilk abortustan sonraki
gebeliklerin abortuda sonlanma riski %22, %38 ve %73 olarak bildirilmistir.
Whitehouse ise 2000 gebede yaptigi calismada spontan abortus sikhigint %17.6
olarak bildirmistir. Olasilik hesaplamalarina dayanan bu iki calismada da artan
distk sayisinin bir sonraki gebeliginde disukle sonlanma ihtimalini aratiracagi
yonundedir. Klinik olarak yapilan ¢alismalarda ise ardarda 3 distikten sonra gebelik
kaybn riski %30-45 olarak bildirilmistir.

Spontan distuk orant pek ¢ok calismada %10-15 arasinda bildirilmektedir,
fakat bu rakamin %50 civarinda oldugu, pek ¢ok kadimn konsepsiyon sonrast 2-4
haftalik  gebeliklerden c¢ogunlukla haberdar olmamasidir (2-4). Yapilan
calismalarda dollenen ovumlarin yaklasik %50'si canli bir gebelige ulasirken geri
kalam fakli donemlerde kaybedildigi bildirilmektedir. implantasyondan sonraki ilk
alti hafta gergeklesen gebelik kayiplari yapilan biyokimyasal testler ile ortaya
konmustur. Buna gore implantasyonla ilk alt1 hafta arasindaki gebeliklerin %30 u
kaybedilmektedir. Gebelik kayiplar: siklikla gebeligin ilk aylarinda (1-12 gebelik
haftalarinda) olmaktadir. Y apilan literattr taramasinda ilk aylarda yasanan gebelik
kayip orant %80 dolayinda bulunmustur. Gebelik kayiplarinda anne adaylarinin
yaslarina bakildiginda, klinik olarak tamimlanan distik 20 yasindan gencg kadinlarin
yalmzca %12’ sinde olurken, siklik 40 yasindan buyuklerde %26'ya yikselir. 40
yas Ustl kadinlarda tim disuk riski (farkedilen ve farkedilmeyen) yaklasik
%75'tir.

Gebelik kayiplarimin toplumdaki sikligi %15 olarak bildirlmistir. Fakat her
gebelik kaybr bir sonraki gebeliginde dusikle sonlanma ihtimalini artirmaktadhr.

1.1.1.Tekrarlayan Gebelik Kaybinda Etyolojik Faktorler:
Tekrarlayan gebelik kayiplarinin etyolojisi gok ¢esitli ve bir o kadar da

tartigmalidir. Genelde birden fazla etyolojik faktor saptanmaktadir, bunlardan en
sik rastlananlar tablo 1.1 de listelenmistir.



Tablo 1.1: Tekrarlayan gebelik kaybinda etyolojisik faktorler.

Genetik dengeli parental translokasyonlar

Mendelyan
Multifaktoryel
Diger

Robertsonyan

Resiprokal

Uterin Konjenital Anomaliler

Mdlleryan anomali
Dietilstilbestrol’ a bagl
Kazanlms defektler

lyatrojenik

Uterin septum

Hemiuterus

Asherman Sendromu

Cift uterus
Servikal yetmezlik
Leiomyomlar

Immiin-otoimmiin

Alloimmin

Humoral immanite ileilgili

Hucresel immanite ileilgili
Endokrin

Luteal Faz Defekti

Diger endokrin hastaliklar

Antitiroid antikorlar

Artmis LH sentezi

Infeksyoz

Hematolojik

Cevresel

1.1. 1. 1. Genetik Nedenler:

Gebelik kayipalarinda en sik genetik dizensizlikler sorumlu tutulmaktadir.

Embriyonun anormal karyotipe sahip olmast gebeligin sonlanmasina neden



olmaktadir. Embriyodaki genetik duzensizlik fetal veya maternal kaynakli olabilir.
Gebelik haftasi ile genetik duzensizlik siklig: ters orantilidir; birinci trimester
kayiplarinin %50'si, ikinci trimester kayiplarimn %5-10"u, Uguncu trimester olu
dogumlarinin ise %5'i ve canli dogumlarin %21’'inde sitogenetik anormallik
mevcuttur (10, 11).

Tekrarlayan gebelik kayiplarimn %2-4'Ginde anne veya babadan gelen
dengeli kromozomal diizensizlikler gorular. Genetik duzensizlikleri yapisal ve
sayisal olarak simiflamak mumkindir. Disuk metaryalinden yapilan kultirlerde
matenal kontaminasyon ve gelen dokunun nekroze olmasi nedeniyele basar1 oran
%65 dolayindadir. Yapilan sitogenetik incelemelerde saptanan anomalilerin
%49 unun otozomal trizomilere, %20’ sinin cinsiyet kromozomu monozomilerine,
%19'unun poliploidiler, %3.8inin yapisal dlzensizliklere ve %3.2'nin
miksoploidilere ait oldugu bildirilmistir (12)

1.1. 1. 2. Anatomik nedenler:

Tekrarlayan gebelik kayiplarinin etyolojisinde yaklasik %27 oramnda
anatomik nedenler sorumludur. En sik rastlanan uterin anomaliler septat, bikornuat
ve didelfis uteruslardir. Unikornuat uterus en nadir rastlanan anomalidir (13-15).
Uterus anomalilerinin birinci trimester gebelik kayiplarindan ¢ok canl: fetuslarin
ikinci trimesterda dustiklerine neden oldugu fikri yaygindir. Tekraralayan birinci
trimester gebelik kayiplar1 olan olgularda uterin anomalilerin bulunmasi btytk
olasilikla tesadufi olarak degerlendirilmektedir (12). Geg ikinci trimester gebelik
kayiplarinda luminal yetmezligin gorilme siklig1 daha fazladir.

1. 1. 1. 3. Endokrinolojik Nedenler:

Ovilasyon, implantasyon ve gebeligin erken safhalari maternal endokrin
sisteme bagimlidir. Cok uzun zamandir bitin dikkatler maternal sistemik endokrin
bozukluklara yonelmistir, bunlar luteal faz bozukluklari ve erken gebelikteki
progesteron bozukluklar: gibi konsepsiyon sonrasi hormonal degisikliklerdir (12).

Luteal faz yetmezligi disinda diabetes mellitus ve tiroit hastaliklar1 da

gebelik kayiplarrina neden olmaktadir. Hipotiroidizm, ovulasyon ve korpus luteum



disfonksiyonuna neden olur. Bunlarin disinda otoimmunite ile ilgili olabilen
antitiroit antikorlar da gebelik kayiplarina neden olabilir (16).

1. 1. 1. 4 Enfeksy0z Nedenler:

Enfeksiyoz ajanlarin gebelik kayiplarina yol agabilecegi teorisi literattrde
1917 yilindan bu yana yer almaktadir. Bu ilk calismada Forest ve arkadaslar:
Brusellal ciftlik hayvanlariyla ugrasan insanlarda tekraralayan gebelik kayiplarina
dikkat cekmistir. Her ne kadar enfeksiyonlar gebelik kaybina neden olarak
bildirilsede bu konuda calisma sayisi azdir ve sonuclar birbiriyle pek tutarli
degildir. Herhangi bir mikroorganizma ile tekrarlayan gebelik kaybi1 arasinda
pozitif bir iliski var diyebilmek icin mikroorganizmanin plasentada, fetliste veya
annede tespit edilmesi gerekir. Gebelik kayiplariyla iliskilendirilen
mikroorganizmalar; Toxoplasma Gondii, Listeria Monositogenes, Mycoplasma
Hominis, Herpes Simplex Virus ve Sitomegalo Virustur.

1. 1. 1. 5. immunolojik Nedenler:

Gebelik kayiplarina neden olan immunolojik problemler oto immunite ve
alloimmunite olarak ayrilmaktadir. Oto immiinitede humoral veya hiicresel yant,
konakgimin kendine 6zgl bir pargasina yonlenir. Antifosfolipid antikorlarinin
tekraralayan gebelik kayiplarina neden olan faktorler arasinda olabilecegi fikri
1980 lerde ortaya atildi. Bu distinceyi destekleyen veriler lupus antikoagilan: (LA)
ve antikardiolipin (aCL) ile birinci trimester sonu ve ikinci trimesterdaki fetal 6ltim
arasindaki iligkidir. Lupus antikoagulan ve antikardiyolipin antikorlar otoimmun
bir hastalik sonucu artan antifosfolipit antikorlardir. Tekrarlayan gebelik kayiplar:
olan olgularin yaklasik %5’ inde LA, aCL veya her ikiside vardir.

Alloimminite plasental veya fetal dokulardaki antijenlere karst anormal
maternal bagisik yanitla iliskili tim tekrarlayan distk nedenlerini igerir. Normal
durumlarda gebeligin devamu icin annenin fetal antijenleri reddetmemesi igin
bloklama faktorlerini olusmast gereklidir. Tekrarlayan gebelik kayiplarinda ise
annede bloklama antikorlarinin yapimiyla ilgili problemler oldugu tartigilmaktadir.



1.1. 1. 6. Cevresel Nedenler:

Bu tir etkenler insanlardaki malformasyonlarin %210 nundan sorumludur
(17). Tim insanlarin malformasyonlarinin ancak %1’ regetli ilaglara, kimyasallara
yada radyasyona baglidir (18). Korunulabilirlik agisinda bu etkenlerin iyi bilinmesi
Onemlidir.

Sigara, alkol ve asir1 kahve tiketimi tekrarlayan gebelik kayiplariyla
iliskilendirilmistir. Bunun disinda 0Ozellikle teratojen maddeler ve organik
¢Ozuculer iyonize radyasyon ve agir metal zehirlenmesi gibi cevresel toksinler,
antiprogestinler, antineoplastik ajanlar gibi ilaglar, inhalasyon anestezikleri ve
uterin kan akimint bozan kronik medikal hastaliklar diger gevresel faktorler olarak
sayilabilir. (19).

1. 2. Hemostaz

Damarin herhangi bir nedenle zedelenmesi sonucunda olusabilecek kan
kaybinin 6nlenmesidir. Ug ana elementten olusur (20-24);
1. Vaskuler Endotel
2. Trombositler
3. Koagulasyon Sistemi

1. 2. 1. Koagulasyon Sistemi

Kanin sivi haldeki durumundan kat1 hale yani akmaz duruma gegcmesine
koagulasyon denir (20). Pek ¢ok enzimin ve proteinin yer aldigi oldukga kopleks
bir mekanizmadir (24). Bu mekanizmada yer alan proteinleri baslica U¢ grup
altinda toplayabiliriz (25).

1. Fibrinojen grubu proteinler; Faktor I, V, VIII, XIII.
2. Protrombin grubu proteinler; Faktor I1, VI, IX, X.
3. Kontakt grubu proteinler; Faktor X1, XII, prekallikrein,
Y tksek molekdl agilikli kininojen (HMWK)
Koagulasyon reaksiyonu; ) Intrinsik yol (Sekil 1)



b) Ekstrinsik yol (Sekil 2)
c) Ortak yol
olmak Uzere Ug farkl: sisteme bagli olarak gergeklesir (20, 24).

1.2 1. 1. intrinsk Yol

Kontak aktivasyonu tarafindan baslatilan bir seri enzimatik reaksiyondur.
Kontak aktivasyonda vaskiler travma ile uyarilan bazi degisikliklerle baglatilir.
Inaktif olan FXI1 aktif FXI1’ye doniisiir. Aktif FXI1, FX1I'yi aktif FXI’e donustirdr.
Aktif FXI ise FIX'u aktif FIX'a donusturar. Aktif FIX da fosfolipid, iyonize
kalsyum ve aktiflenmis FVIII ile birlikte protrombin aktivator kompleks
olusumunda baslatici olan FX’u aktif FX’a donusttrdr.

Aktif FX, FV ve trombosit fosfolipidi ile kompleks olusturur ve bu
komplekste protrombini trombine parcalar ve trombinde fibrinojenin fibrine

dondstimuni katalizler.

1.2. 1. 2. Ekstrinsik Yol

Bu reaksiyon zincirinin aktivitesi doku faktori Uzerine odaklanmustir.
FVII'nin aktif FVII'ye donismesi ektrinsik yoldaki reaksiyonlar sonucu olusur.
Aktif FVII Ca" iyonunun varhiginda FX’ un aktif FX’a donismesini saglar. Olusan
aktif FX fosfolipid ve FV ile protrombin aktivatorini yapar. Bu da protrombini

trombine pargalar.

1.2.1.3. Ortak Yol

Kan koagulasyon sisteminde intrinsik ve ekstrinsik yol reaksiyonlar
sonucunda FX aktive olur. Aktif FX protrombinaz kompleksini olusturur. Bu
kompleks protrombinin trombine dontsumuni katalizler. Trombin fibrinojenin
fibrine donisiminu katalizler. 1964 yilinda 6ne strilen kaskad hipotezine gore;
ekstrintik ve intrinsik sistemler Faktor X'un Faktor Xaya aktive olmasyla
birlesirler. Aktif FX, FIl, FV, Ca™ iyonlar1 ve fosfolipidlerle birleserek protrombin



aktivator komplexini olusturur. Bu kompleks FlI'nin Flla'ya dontstimuni
katalizler (26, 24). Trombinin fibrinojen Uzerinde proteolitik etkisiyle fibrin
monomerleri polimerize olarak uzun fibrin liflerini olustururlar. Trombin ayni
zamanda, Ca™ iyonlarn varhginda faktor XIII'G aktive eder ve fibrin
sathilizasyonunun saglanmasiyla koagulasyon siireci sonlanir (22, 27).

1. 2. 1. 4. Duzeltilen Pihtilasma Hipotezi

Yapilan yeni calismalarda doku faktori yolu inhibitérintn (tissue factor
pathway inhibitor, TFPI) pihtilasma reaksiyonlarinda yaptigi gorev daha iyi
calisilmis ve tespit edilmistir. Bu sonug pihtilasma sistemine ait hipotezde 6nemli
degisikliklere neden olmustur. Boylece yeni hipotezde pek ¢ok konu daha 6nce
Kaskad hipotezinin yanitlayamadigi sorular yanit bulmustur (28).
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1. 2. 2. Faktor V Geni:

1992 yilinda Cripe ve arkadaslar1 tarafindan tamimlanan FV geni 1923-925
bolgesinde yer almaktadir. Genin toplam uzunlugu 80 kilobazdir, 24 intron ve 25
ekzondan olusmaktadir. Ekzon uzunluklar1 72 ile 2820 baz arasinda degismektedir
(26, 29, 30). Gen de faktor V protein eksiligi ve fonksiyon bozuklugu nedeni
olarak birden fazla mutasyon tammlanmstir (31, 32);

* 13. ekzonda 4 bazlik bir delesyon

* 13. ekzonda 2856. niikleotidde 4 bazlik bir insersiyon
* 7. ekzonda yer alan G/C mutasyonu

* 13. ekzonda 4070. bazda mutasyon (His1299ArQ)

* 10. ekzonda 1691. bazda G/A mutasyonu(FV Leiden)

Mutasyona ugramis Faktor V'e “Faktor V Leiden” adi verilmistir ve bu
mutasyonlar icinde en iyi bilinen ve en yaygin olamdir. FV Leiden Aktif Protein C
(APC) Direnci olarak adlandiriimaktadir (32, 33). APC Rezistam 1990 yilinda
Dahlback ve arkadaslari tarafindan tainmlanmistir (34, 35). Daha sonra APC
Rezistani’ nin kalitsal trombozda da enfazla rastlanan etken oldugu pek ¢ok calismaci
tarafindan bildirilmistir (35-38). 1994 yilinda ise Bertina APC Direnci’ nin en 6nemli
nedeninin FV Leiden mutasyonu oldugunu aciklamistir (34, 35, 39, 40). Bu
mutasyon genin Uranunidn fonksiyon kaybina degil kazanimina neden olur. FV geni
10. ekzonunda 506. aminoasidi kodlayan kodonda guanin olan 1691. nukleotidin
adenine donusmesi ile, arginin glutamine donustr (36, 41). Bunun sonucu olarak
FV’in dogal antikoagulan proteinC-proteinS sistemine karsi duyarlilig: azalir ve FVa
APC tarafindan inaktive edilmeye karsi direncli hale gelir (42-51). Otozomal
dominant kalitilan FV Leiden mutasyonu APC direncinin %90-95'inden sorumludur
(47-49, 52). Heterozigot FV Leiden mutasyonu tromboz riskini 7-10 kat artirirken
(39, 49), homozigot olanlarda bu risk 50-100 kat artmaktadir (45). Toplumdaki
heterozigot bulunma sikligr %0.05 dir (49). Ulkemizde ve bazi diger (lkelerde
toplumda FV Leiden mutasyon bulunma siklig1 Tablo 2’ de verilmistir (53).



Tablo 1.2: Baz1 Ulkelerde FV Leiden Mutasyon Siklig1

Ulke Bulunma sikhgr (%)
Y unanistan 13.3
K.K.T.C 12.2
Tarkiye 9.8
Almanya 7
Arjantin 5.1
Polonya 5
Finlandiya 4.2
Hollanda 2.9
Hindistan 13

1. 2. 3. Faktor V Protaini:

330 kDa buyukliginde ve 2196 aminoasitten olusan bir protein olup,
karaciger, monosit makrofg] sisteminde ve megakaryositlerde de yapilir. 1943
yilinda tammlanmustir (29, 47). Bir koagulasyon proteinidir. Tek zincirli ve labil bir
glikoproteindir, aktiflesince cift zincire dissosiye olur. Koagulasyon mekanizmasinin
hem intrinsik hem de ekstrinsik yollarinda gorev yapan bir kofoktdrdur. Trombin
tarafinda aktif formu olan FVaya donusturdlir. FVa, FXa ve protrombinle
etkilesime girerek protrombinin trombine donistimu aktive etmektedir. FVa nin bu
fonksiyonu APC tarafindan engellenmektedir (54). FXa mn kofaktoridur, yarilanma
Omri 12-14 saattir. 1993'te Dahlback ve arkadaslart APC rezistansinin kalitimi ile
karakterize ailesel trombofili igin yeni bir agiklama getirmistir. Bu degisiklik,
Fva nmin, APC'nin inhibe edici etkisine direngli hale gelmesine neden oldugundan
bu mutasyonu tasiyan Kkisilerde vendz tromboz olusumuna yatkinlik oldugu
belirtilmektedir (55, 56).



1. 2. 4. Protrombin (Faktor 11, FI1) Geni:

11p11-g12 yer alan Protrombin geni 14 ekzon ve 13 introndan olusmus 21
kilobaz buyukliginde bir gendir (57-60). Ekzonlar 25-315 baz, intronlar 84-9447
baz buyuklugindedir (57, 60). Gen de 5 -translasyonu yapilmayan (5-UTR) ve 3’
translasyonu yapilmayan (3'-UTR) bolgeleri vardir (57, 58, 60, 61). Gen de
Protrombin yapimina engel olan pek ¢cok mutasyon tammlanmustir (21, 31, 37, 45,
47, 52, 53, 57, 58, 62);

* Protrombin-BARCELONA
* Protrombin-TOKUSHIMA
* Protrombin-QUICK |

* Protrombin- QUIK 11

* Protrombin-HIMI

* Protrombin-G20210A

1996 yilinda Poort ve arkadagslar: tarafindan tanimlanan ve Protrombin geninin
3'-UTR bolgesinde bulunan 20210. nikleoctitde guanin yerine adenin gegcmesiyle
olusan G20210A mutasyonun plazma protrombin miktarinin artmasina neden
oldugu pek cok calismada gosterilmistir (35, 38, 41, 63-65). Bu mutasyonun
tromboz riskini 2.7-3.8 kat artirdig1 ve vendz tromboz igin en yaygin ikinci kalitsal
risk faktord oldugu bildirilmistir (45). Bu mutasyonu heterozigot olarak toplumda
bulunma siklig1 %2-2.3 iken trombozlu hasta grubunda %6-6.2 ve ailede tromboz
oykusu olanlarda %18 olarak tespit edilmistir (34, 58, 66- 61, 70-72).

1. 2. 5. Protrombin Proteini:

Protrombin 72 kDa agirliginda, 569 aminoasit iceren ve K vitamini
varhginda Kkaracigerde sentezlenen tek zincirli bir glikoproteindir (73).
Protrombinin yarilanma 6mri 1.25-3.5 gundur. Protrombin dort bolgeden olusur; 1.
Oncii dizi (271 aa), 2. Hafif zincir (49 aa), 3. Katalitik zincir (259 aa), 4. Dolasima
katilmayan amino terminal zinciri (43 aa) (57). Protrombinin trombine dontsumu

tum pihtilasma sistemindeki en karmasik reaksiyon dizisidir.



Bu reaksiyonlarin gerceklese bilmesi icin FXa, FVa, Ca™ ve fosfolipide ihtiyag
vardir (57, 60).

1. 2. 6. Metilentetrahidrofolat Rediktaz (M THFR) Geni:

MTHFR 1p36.23-p34.3 yer alan 2.2 kb uzunlugunda ve 11 ekzondan olusur
(74). Ekzonlar 102-432 baz uzunlugunda iken intronlar 250-1500 baz
uzunlugundadir.  Genin  promotor  bolgesi, transkripsiyon  faktorlerinin
baglanabilmesi igin bazi 6zel dizilere sahiptir, fakat TATA kutusu icermez (75). Bu
bolgede farkl: splayzing islemleri yapilabilmekte ve farkli dokularda farkl: Grtnler
elde edilebilmektedir (75-80). Gen Uzerinde 15 farkli mutasyon bildirilmistir.
Dorduncl ekzon bolgesinde yer alan 677. baz olan sitozin yerine timin gegmesiyle
olusan mutasyon translasyon uruniinde 226. sirada yer alan alanin yerine valinin
gecmesiyle neticelenir (80, 81).

1. 2. 7. Metilentetrahidrofolat Reduktaz (M THFR) Enzimi:

Enzimin 70 ve 77 kDa'luk iki alt birimi olup, stoplazmik bir proteindir. Folat
metabolizmasinda 6nemli bir fonksiyona sahiptir. Enzimin yapisint MTHFR
geninde meydana gelen C677T mutasyonu enzim aktivitesini azaltmaktadir. Bu da
5-metiltetrahidrofolat  seviyesinde azalmasina ve homosisteinin  metiyonine
donisememesine ve bunun sonucunda plazma homosistein  seviyesinin
yukselmesine neden olur (82-89).

1. 3. Gebelikte Trombofili

Gebelik kayiplarinda plasentasyon bozuklugu ve plesanta damar yapisinda
mikrotubuluslar dikkat ¢ekici 6lctde artrus olarak tespit edilmistir. Koagulasyon



ve fibrinolitik yollarin ¢ogu embriyonun plesantasyonu ve trofoblastlarin
invazyonu sirasinda gorev yapar (12).

Prokoagulan faktorlerin duzeyindeki artis, dogal antikoagulanlarin
duzeyindeki azalma ve fibrinolizdeki azalma gebelikte hiperkoagulatatif durumun
ortaya ¢gikmasina neden olmaktadir. Gebelikte 6zellikle ovulasyon, implantasyon
ve plasentasyon asamasinda hemostatik sistem cok onemlidir. Gebelikte
hemostatik sistemde dnemli degisiklikler olmakta ve bunun neticesinde hemostatik
mekanizmalar trombus olusmasina yatkin olan yeni bir dengeye kavusmaktadir.
Fetoplasental dolasimin saglikli olmast gebeligin devamliliginda gok dnemlidir.
Hemostatik sistemdeki gebelik boyunca olusan degisiklikler iste bu cok 6nemli
olan fetoplasental dolasimin gerceklesmesini saglar (90, 91).

Gebeligin ikinci tremesterindan itibaren Faktor VII, VIII, X ve fibrinojen
diizeyleri yukselmeye baslarken bunlari dengelemesi gereken antitrombin I,
protein C ve S ise koagulanlar1 dengeleyecek oranda artmaz. Protein S dizeyleri
%40-50 oranlarinda diserken antitrombin 111 ve protein C dizeyleri sabit kalir
(92). Plazminojen aktivator inhibitort 1 (PAI-1) ve plasminojen aktivator
inhibitord 2 duzeyleri gebelik boyunca surekli artar. PAI-1 endotelyal hticreler
tarafindan salinir ve plasminojen aktivatérini inhibe eder. PAI-2 ise trofoblastlar
tarafindan uUretilir ve plasental gelisimi kontrol eder. Trombosit aktivasyonunda da
belirgin artis goruldr, tromboksan Uretimindeki artis prostasiklinin antiagretuar
etkisine kars1 trombosit sensitivitesindeki azalma gebeligin protrombik durumuna
katkida bulunur. Gebelikteki hemostatik degisiklikler koagulasyonu tetikler (12).

Implantasyonun kolaylasmasinda (rokinaz plazminojen aktivatorii (UPA)
Oonemli bir ajandir. Maternal vendz sinuslerde bulunan UPA plazminin Uretimini
tetikler. Bu gjan gebeliklite birinci trimester boyunca eksprese edilir (12).

Gebelikte trofoblast invazyonu plazminojen diizeyinin dengelenmesiyle direk
baglantilidir. Trofoblast invazyon bozulugu tekrarlayan gebelik kaybi olanlarda,
preeklamsili ve IUGR'li gebelerin plasentalarindan yapilan plasental yatak
biopsilerinde gozlenmistir.

Saglikli gebeliklerde plasentada hemostatik, fibrinolitik, protein C bagimli
antikoagulan (Faktor V Leiden) yolaklar mevcuttur ve bunlar hemostazin
devamliligint saglarlar. Kayiplarin oldugu gebeliklerde fibrinin plasental dagilimi



da degismistir ve sitokinler gibi bazi faktorlerin Gretimi normalde trombo-resistan
olan endotelin trombojenik bir endotele doniismesine yol agar.

Tekraralayan gebelik kayiplar1 olan kadinlarda tromboxan artis1 ve prostasiklin
disUst oldugu bazi ¢alismalarda tespit edilmistir (93). Tromboksamin prostasiklin
oranindaki bu kayma vazospazm ve trombosit agregasyonuna yol agmaktadir, bu
da mikrotrombuslar ve plasental nekroza yol agar. Protein C ve fibrinopeptid A
diizeylerinde de dustklerden hemen dnce bir distis gorilmekte bu da koagulasyon
mekanizmasinin aktive oldugunu gostermektedir (12).

1. 3. 1. Aktif Protein C Rezistan:

Trombus olusumunu kontrol eden pek c¢cok mekanizma vardir. Bu
mekanizmalardaki aksakliklar klinik olarak teklikeli sonuglar dogurur. Cok fazla
mekanizma ve enzimi igeren kogulasyon sistemi patolojik trombin olusmasim
engeller. Son donemde Uzerinde siklikla durulan antitrombin 111, vitamin K bagiml1
Protein C sistemi, ve “Tissue Factor Pathway Inhibitor 1" (TFPI) koagulasyon
sisteminde Onemli mekanizmalardir (92, 94). Kalitsal kusurlar antikoagulan ve
antitrombus mekanizmalarinin isleyisini bozabilir. Bunlar arasinda Antitrombin 111
eksikligi, Protein C ve S eksiklikleri Displazminojemiler, Disfibrinojemiler,
Homocystinuria sayilmaktadir (92, 95).

Aktive Protein C Rezistansina neden olan trombofilik bozukluklar i¢cinde son
donemde ©nem kazanan kalitsal bir kusur Faktor V Leiden (FV Leiden)
mutasyonudur. O.D. aktarilan bu mutasyon aktive Protein C (APC)'nin Faktor V
Uzerindeki baglanma yerlerinden birinde bozulmaya sebep olur. APC saglam
halinde koagulasyon faktorleri Vave Vlla yr kofaktor protein S varliginda inaktive
eder. Mutant Faktor V APC ile inaktive olmaz, bu da artmig trombin olusumu ve
hiperkoagulatif bir ortama yol agar (96, 97). Saglikli insanlara gbre bu mutasyonu
homozigot olarak tasiyanlarda 50-100, heterozigotlarda 5-10 kat fazla tromboz riski
vardir. APC rezistansi gosterilen olgularin %80'inde  FV Leiden mutasyonu
bulundugu bildirilmistir.

Gebelikte tromboz egilimi artar, bu nedenle trombofilik bozukluklar
gebelikte ¢cok 6nemli komplikasyonlara neden olabilir (98). Tekrarlayan gebelik



kaybi1 bulunan olgularda FV Leiden mutasyonun taranmasint anlamli bulan pek ¢ok
calisma mevcuttur (95, 99-105-108 ). Bu konuda yapilan bir ¢calismada tekrarlayan
gebelik kaybi olan 120 kadin degerlendirilmis ve ilk trimestir gebelik kaybi olan
kadinlara gore ikinci trimestir kaybi olan kadinlarda APC rezistansi prevalans: daha
yuksek bulunmustur (%5.7 ve %20) (109).

1. 3. 2. Anormal Homosistein M etabolizmasi

Homosistein metyoninin sisteine donistimi sirasinda olusan bir aminoasittir.
Hiperhomosistinemi tromboz ve prematir vaskiler hastaliklara neden olmaktadir.
Tekraralayan gebelik kaybi olan kadinlarda hiperhomosistinemi insidanst daha
yuksek bulunmustur. O.R. olarak kalitilmaktadir (12).

1. 3. 3. Son Dénemde Trombofili icin Onerilen Aday Genler:

Son yillarda yapilan galismalarda trombofili icin FV Leiden, Protrombin
(G20210A) ve MTHFR (C677T) mutasyonlar1 disinda farkli asamalarda devreye
giren UrUnler ve bu Urlinlere ait genler Uzerinde ¢alismalar yapilmaya baslanmustir.

Hemostas koagulasyon ve fibrinolizis arasinda bir denge oldugu igin her iki
islemi igeren gen mutasyonlart kadar MTHFR (C677T ve A1298C) ve trombosit
antijenglikoprotein 1I1B/I1IA’y1  calisiimaya baslanan mutasyonlar arasindadir.
Koagiulasyona karisan FV (G1691A, Y1702C ve H1299R) ve Protrombin
(G20210A) mutasyonlarina ek olarak B-fibrinogen ve faktor XIII'G de yeni
calisiimaya baslanan mutasyonlardan bir digeridir. Hatal fibrinolizis de trombozise
etki edebileceginden ve tromboz hikayesi olan hastalar yiksek prevalansli yiksek
PAI-1 seviyelerine sahip oldugu icin PAI-1 4G/5G gen insersiyon polimorfizminin
calisiimasi anlaml1 kabul edilmistir (110).

Konjenital disfibrinojenemi trombozis icin risk faktorudir. B-fibrinogen
genindeki (-455G/A) bir polimorfizim yuksek plazma fibrinojen seviyeleri ile
iligkilidir (111).



Transgulutaminas Faktor Xl trombin tarafindan aktive edilir ve fibrin
monomerlerini karsilikli kovalent baglarla baglayarak fibrin pihtisim stabilize eder.
Faktor XII1 genindeki bir varyasyon, Val34Leu polimorfizmi heterezigot veya
homozigot olsun tekrarlayan gebelik kayiplariyla iligkili olan Phe204 polimorfizmi
ve trombozla korelasyon gosterir (112). PAI bozulmus plazmin bagimli proteoliz ile
baglica fibrinoliz inhibitori olarak erken plasental dolagimda fibrin salinimin:
diizenleyerek veya trofoblast gocuni sinirlandirarak tekrarlayan gebelik kaybina
sebep olabilir (113). Koagulasyon ve fibrinolize ek olarak trombozda trombositlerde
rol oynaya bilir. Bu nedenden dolay: antijenglikoprotein I11B/I1IA de calisiimas
Onerilen bir diger gendir (111-115).

1. 4. DNA’nin Yapia Ve Ozellikleri:

1868 yilinda Freedrich Miesher hiicre gekirdeginde protein disinda yapilarin
oldugunu yaptigi pek ¢ok calisma ile gosterip bu materyale nuklein adini vermistir.
Bu gin de hala nukleik asit olarak adlandirilan kalitsal materyalin temel yapsim
seker, fosfat ve bazlar olusturmaktadir.

Seker, 5 karbonlu bir pentoz olan deoksiriboz molekulidur, fosfat grubu ise
monofosfat molekultdur. Deoksiriboz ve monofosfat tim nikleotidlerde aynidir.
Bazlar ise purin ve pirimidin bazlar1 olmak tzere iki gruba ayrilir. Purin bazlari
adenin ve guanin, pirimidin bazlar: ise sitozin ve timin’dir. Deoksiribonukletidler,
icerdikleri baza gore adlandirilmaktadir: deoksiadenozin monofosfat (dAMP),
deoksisitidin - monofosfat (dCMP), deoksiguanozin monofosfat (dGMP) ve
deoksitimidin monofosfat (ATMP).

DNA molekiltnin yapisi Watson-Crick tarafindan 1953 gosterilmistir. Bu
modele gore DNA cift iplikli saga dogru donis yapan ve her dontstinde 10 nikletid
iceren, her iki zinciri birbirine esit uzaklikta tutacak sekilde bazlarin spesifik
yerlesimi olan ve bu bazlar arasinda hidrojen baglar1 bulunan elektirik yiki negatif
bir molekildir.  Yine, DNA gift zincirinde zincirler birbirine antiparalel
yerlesimlidir, zincirlerden biri 5 —3 yoninde yer alirkan diger zincir 3 —5’

yonunde bulunur (116).



1. 5. Polimeraz Zincir Reaksyonu (PCR):

PCR, spesifik bir DNA pargasinin kopyalarinin primerler tarafindan
yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmsi olup invitro bir yontemdir. Y dntem
1980'li yillarda Cetus firmasi ¢alisanlar: tarafindan gelistirilmisl olup, o gtinden bu
guine kadar pek ¢ok alanda yaygin olarak kullaniimaktadir; Klonlama, dizi analizi,
DNA haritalamasi, ve pek ¢ok hastaligin DNA temeline dauyali tamsim koymada.
PCR ile insan genomik DNA’st gibi kompleks DNA kaliplarindan spesifik DNA
parcalarinin sentezi 1-2 saat icinde yapilabilmektedir. Tum bu sebepler PCR
tekniginin molekiler tipta yaygin kullamlmasina neden olmustur.

Polimeraz zincir reaksiyonu cift iplikli DNA molekilinden hedef dizilere
iki oligonukleotit primerin baglanmas: ve uzamasi esasina dayamr. Amplimer
olarak da adlandirilan oligontkleotid primerler , kalip DNA molekill yuksek
sigaklikta denatire edildikten sonra tek iplikli DNA molekuli Uzerine uygun
sicaklikta kendileri icin kalip olan bdlgeye hibridize olurlar. Bu islem dustk
sicaklikta gergeklesir. DNA polimeraz enzimi uygun tampon ve dort cesit
deoksiribonukleozid (dNTP) varliginda primerlerin serbest 3' hidroksil uglarina
kalip diziye uygun olan bazlari1 baglar. Boylece kalip iplige tamalayict yeni DNA
molekult sentezlenmis olur. Bir PCR donglsinde denattrasyon, primerlerin
baglanmasi (annealing) ve uzama (extension) olarak adlandirilan baslica lic asama
vardir. Ardisik tekrarlar ile hedef DNA bolgesi istenilen miktarda gogaltilabilir.
Reaksiyonu gerceklesmesi icin ortamda bulunmasi gereken molekiller ve
enzimleri su sekilde siralayabiliriz:

1. Kalip DNA
DNA polimeraz enzimi
Primerler
Dort cesit ANTP
MgCl;

Tampon

o g A~ WD



2.5. 1. PCR Cesgitleri:

Molekuler caligmalarda kullanilan amaca yonelik birden fazla PCR ¢esidi
bulunmaktadir. Calisilan DNA kaynagina ve hedef DNA bolgesine goére fakli
yontemler tercih edilebilir. Temelde ayni mekanizma kullaniimakla birlikte
birbirlerinden faklilwklrar bulunmaktadir. Bunlarin listesini vercek olursak;

1. Nested PCR (Y uvalanmis PCR)

Anchored PCR (Demirlenmis PCR)

Revers Transkripsiyon PCR (RT-PCR, Geri PCR)
Asimetrik PCR

Inverse PCR (IPCR, Ters PCR)

In situ PCR

Multiplex PCR (Coklu PCR)

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)
Immuno PCR

© 0o N o g b~ W DN

1. 6. Restriksiyon Enzimleri

Rekombinant DNA teknolojisinde ¢ok 6nemli bir yeri olan bu enzimler
bakterilerden izole edilirler. Bakterinin viruslardan kendini korumada bu
enzimlerin rol aynadigi ve virus DNA’sint keserek parcaladigim gordukleri igin
bunlara Restriksiyon Enzimi adini vermiglerdir. Bu enzimler DNA’y1 0zgul
dizilerden tanyarak her iki zinciride keserler. Kesme yonu her zaman her iki
zincirde de 5’---3' yonunde olur. Rekombinant DNA teknolojisinde 6nemi DNA’y1
her zaman 6zgul bolgelerden tamyip kesmesidir. Pek ¢ok bakteriden farkli enzim
elde edilmistir, bu giin 200’Un Uzerinde restriksiyon enzim g¢esidi bilinmektedir.
DNA daki palindromik dizilerden kesim yaparlar ve kesimler sonucunda bazen
yapiskan (sticky) uclar olustururlarken bazen kit (blunt) uclar olustururlar. Enzim
adlandirilirken izole edildigi bakterinin ismi, susu ve o bakteriden izole edilen

enzim sayisina gore adlandirilir.



1.7. Restriksyon Fragment Uzunluk Polimorfizimi

“Restriksiyon Fragmentinin Uzunluk Polimorfizimleri” (RFLP), genomik
DNA daki farkli dizi bolgeleri bulunmasi nedeniyle restriksiyon enzimleri igin
farkli 6zgul tamma bdlgeleri olusmasidir. Bundan dolay: fakli bireylerde ayni
enzimle muamele de bile farkli uzunlukta DNA parcalar: olusur. Southern blot
tekniginin uygulanmasiyla restriksiyon enzimlerinin kesim bdlgelerinin insanlar
arasinda aym olmadigi anlasilmistir. Southern blot ile belirlenen enzim kesim
yerlerindeki DNA farkliliklar1 Restriction Fragment Length polymorphisms olarak
adlandirilmistir. RFLP ler tek nikleotit mutasyonlarinda cok deleyson ve
insersiyonlardan dolay:r olusur. Enzimin tam bolgesinde olusan bir mutasyon
kesim drunlerinin  boyutlarinda fakhilik olusturacaktir. Endonikleazlarin  bu
Ozelliginden faydalamlarak molekiler calismalarda bazi hastaliklarin tamsinda
kullanilmaktadir (117). Olusan mutasyon noktasini 0zgin tamma noktasi olarak
kullanan uygun endonikleazin kullamlmasiyla hastaligin tamst konulabilir.
Mutasyon hedef DNA bolgesinde endoniikleazin tamma dizisini ortadan kaldirarak
yada tamma noktasi olsusturarak farkli uzunlukta Grinlerin olusmasina neden olur.
Bu prensipten yararlanilarak molekiler genetik laboratuvarinda ¢cok sayida calisma
yapilmaktadir.



2. GEREC VE YONTEM

“Tekrarlayan Gebelik Kayiplarinda Faktor V (G1691A), Protrombin
(G20210A) Ve Metilentetrahidrofolat Reduktaz (C677T) Gen Polimorfizmlerinin
Incelenmesi” adli bu tezin calismalarina baslanmadan once “Afyonkarahisar

Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu” ndan onay alinmustir.

2. 1. Hasta Grubu

Yapilan bu caligmada Kasim 2005 ile Aralik 2006 tarihleri arasinda
Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi ve Ankara Zekai Tahir Burak
Hastanes: Kadin Hastaliklari ve Dogum Klinigine tekrarlayan disuk sikayeti ile
bagvuran, 20. gebelik haftasindan 6nce 2 ve Uzerinde distk yapmis 110 hasta ve
gebelik kaybi1 olmayan, cocuk sahibi olan 30 saglikli kadin dahil edildi. Tum
olgularin degerlendirilmesine anamnez alinarak baslandi. Bu sorgulamada olgularin
yasi, gebelik sayilari, disik sayilari, distklere ait gebelik haftalari, jinekolojik
Oykuleri, sistemik hastalik hikayeleri ve esleri ile olan akrabalik iliskileri sorgulandi
ve pedigreleri cizildi. TUm olgulara yapilacak calisma ile ilgili gerekli agiklama
S0zl ve yazil olarak anlatildiktan sonra gonullt olur formu imzalatildi. Onay alinan
olgulardan EDTA'l1 tiuplere periferik kan oOrnekleri alindi. Olgulara ait
degerlendirme kriterleri ve sonuglari tablo 2.1’ de verilmistir.

Tablo 2.1: Olgulara ait degerlendirme kriterleri ve kisisel 6zellikleri.

Olgu | Yas Esi ile Canh Olu Gebdik Kayiplarinin Sayis ve Zamam
No Akrabahk | Cocuk | Dogum (Ay)
Dereces | Sayia | Sayis 1. Trimester 2. Trimester 3.

Trimester

1/15(2/25|3|35(4]45|5|/55|6|65| 8

1 28 0 0 0 0, 0J|j12,0|2] 0]0]0O0|0O]O]O] O 0

2 30 | 1(Kuzen) 1 0 1, 0]|0] 0|1 0]|0]O0O|0O]J]O]O] O 0

3 36 0 1 0 0, 0|6, 0 |0] O]O]O|O]O]O] O 0

4 39 0 0 0 0, 0|3, 0|0] O]|]O]O|O]O]O] O 0

5 18 | 4(Kuzen) 0 0 0/ 0|3/ 0]0] O |OJ]O]O]O]|O|]O 0

6 35 0 0 0 1/1 |00 |0J]O|1]0 0] O]O] O 0

7 24 | 3(Kuzen) 0 0 0| 3|12, 0]0] O O]l O]O]O]JO]O 0
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K: Kontrol

Tdm olgulardan alinan 2ml EDTA’l1 kan 6rneklerinden DNA izolasyonu

yapilarak FV Leiden, Protrombin (G20210A) ve MTHFR (C677T) mutasyonlarinin

incelemesi yapildi.



2. 2. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Hassas terazi (Sartorius)

Mikro santriflj (Heraeus — Biofuge pico)
Sogutmal1 santrifdj (Ther mo)

Hot plate (NUve)

PH metre (Hanna)

Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

Termal Cycler  MWG AG BIOTECH Primus 96)
Mikropipetler (1-10 pl ve 10-100 pl) (Eppendorf Research)
Ceker ocak

Distile su cihazi1 (Barnstead)

Dikey elektroforez tanki (Thermo)

Y atay elektroforez tanki (T her mo)

Mikrodalga firin (Arcelik)

Buz dolab: (Profilo)

Derin dondurucu(-20) (Bosch)

UV transluminatér (UVP)

Fotograf makines: (Fujifilm S7000 Digital Camera)
Gug kaynag1 (Apelex)

Vorteks (Nuve)

Su banyosu (NUve)

Etiv (NUve)

2. 3. Cahismada Kullanilan Kimyasallar Ve Sarf M alzemeler

FV Leiden icin primerler (MWG Biotech-AG)
5 TCA GGC AGG AACAACACC3Z
5 GTT ACT TCA AGG ACA AAATACCTGTAAAGCTZ



Protrombin igin primerler (MWG Biotech-AG)
5 GCA CAGACGGCTGTTCTCTT 3
5 ATA GCACTGGGA GCATTGAAGC3Z

MTHFR igin primerler (MWG Biotech-AG)
5 TGA AGG AGA AGGTGT CTGCGG GA 3
5 AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 33

Hind 111 restriksiyon enzimi (Fer mentas)
Hinf | restriksiyon enzimi (Fer mentas)
Taq DNA polimeraz (Bioron)

MgCl; (Bioron)

PCR tamponu (Bioron)

PCR mix (Larova GMBH PCR Mix 3)
dH,O

| soprophanol (Sigma)

Absolu alkol (Tekel)

Agaroz (Amresco Agarose )

Nusieve GTG Agarose (Cambrex)
Sodium dodecy! sulfate (Sigma)
Molekuler weight marker (Amresco)
Tris (Amresco)

Borik asit (Amresco)

Etidyum bromur (Sigma)

Bromphenol blue (sodium salt %0.25, Ficoll 400 % 15) (Applichem)
Glasial asetik asit (M erck)

Na&EDTA (Sigma)

Akrilamid (Sigma)

Bisakrilamid (Bio basicinc.)

TEMED (Sigma)

Amonyum persulfat (Sigma)

Erlen mayer (I solab)

Mezirler (50 ml, 200 ml, 500 ml) (I solab)



Pipetler (2 ml, 1.5 ml, 10 ml)

Steril sar1 ve beyaz pipet ucu (Corning)
0.5-1.5 ml’lik Ependorf tupleri (Corning)
0,2 pl lik PCR tupleri (Corning)

Pens

Cesitli boyutta cam siseler (Isolab)
Aliminyum folyo ve stretch film (Sera)
Eldiven

Kagit havlu

2. 4. Ortam Tamponlar1 Ve Boyalarin Hazirlanmas

10XTAE ( Tris Asetat Tampon) Elektroforez Tamponu:

-Trsbaz ... 48 gr
- G.asatik asit.....ooveee 11,42 mi
-0,5M NaZEDTA.......ccccoe... 20 ml.

- Ultrapure (deiyonize) su ile 1000 ml’ ye tamamlanir.
Tristartihip bir miktar sudaiyice ¢ozulur. EDTA ve asetik asit eklenir.
Karistirilir ve pH 8'e ayarlanir. Elektroforez sirasinda ve agaroz jel hazirlamrken
0,5XTAE kullanlr.

10XTBE (Tris Borat Tampon) Elektroforez Tamponu:

-TriSDaz....co v 108 gr
-Borik asit.........ccoceverennne S59r
-Na-EDTA....cooiiee. 83ar

Deionize su ile 1000 ml’ye tamamlanir. pH:8.3 olacak sekilde ayarlanr.

Etidyum Bromr (10 mgr/ml):

-Etidyum bromid............ccccee. | gr.

-Ultrapure (deiyonize) su........... 100 ml.
Manyetik karistiricida birkag saat karistirilarak hazirlanir. +4°C'de karanlik cam
sisede saklanir.



Y tkleme Tamponu
-Bromfenol blue %0.09
-Ksilen Cyanol FF %0.09
-EDTA 60mM

2.5.%2'lik Agaroz Jelin Hazirlanmasu

PCR Urunleri amplifikasyonun kontrolii %2'lik agaroz jelde yapildi. 100
ml'lik erlen igerisine 2 gr agaroz ve 100 ml 0,5XTAE konulup saydamlasincaya
kadar erlen igindeki karisim mikrodalga firinda eritildi. Berraklastiktan sonra geker
ocak altinda 15 ul etidyum bromir eklenip karistirildi ve hazirlanan jel tepsisine
dokuldu. Jel donduktan sonra tizerine iginde 0,5X TAE tampon bulunan elektroforez
tankina yerlestirildi ve tarak cikarildi. Bir parca parafilm Uzerinde 5 pl yikleme
tamponu ve 10 pl PCR 0Orund karistirilip jeldeki kuyucuklara yuklendi.
Degerlendirmenin kolay olmasi amaciyla yukleme sirasinda 50 bp’lik marker DNA
da jele yiklendi. 120 voltta 2,53 cm ydritildikten sonra jel goruntileme

sisteminde sonuglar incelendi.

2. 6. %3'luk Nusieve Agoroz Jelin Hazirlanmasi

Enzim kesim dUrdnlerinin kontrolti %3’ luk Nusieve agoroz jelde yapildi. 100
ml'lik erlen igerisine 3 gr Nusieve agaroz ve 1 gr agoroz kondu uzerine 100 mi
0,5XTAE konulup saydamlasincaya kadar erlen igindeki karisim mikrodalga firinda
eritildi. Eritirken kdpurmemesine dikkat edildi. Berraklastiktan sonra geker ocak
altinda 15 pl etidyum bromr eklenip karistirildi ve hazirlanan jel tepsisine dokuldu.
Jel donduktan sonra tzerine icinde 0,5XTAE tampon bulunan elektroforez tankina
yerlestirildi ve tarak cikarildi. Bir parga parafilm tzerinde 5 pl yikleme tamponu ve
10 pl PCR Urdnu karigtirilip jeldeki kuyucuklara yiklendi. Degerlendirmenin kolay
olmasi amaciyla yiukleme sirasinda 50 bp’lik marker DNA da jele yiklendi. 90

voltta 3-3.5 cm yirituldikten sonra jel goruntileme sisteminde sonuglar incelendi.



2. 6. %10'luk Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

Poliakrilamid jeli dokmek icin kullamlan 29x22x0,04 cm 6lgulerindeki 2 cam
ylizey, 6nce deterjan ile yikanip iyice durulandiktan sonra kagit havlu ile kurulandi.
Jelin dokulecegi yuzeyler %70’ lik etanol ve izopropanol ile silindi. Jelin dokulecegi
cam yuzeylerin yan kenarlar1 arasina 0,04 cm kalinliginda 2 aralayici yerlestirilip,
kiskaglar kullanilarak sabitlendi. Duizenek hazirlandiktan sonra  asagidaki
malzemelerle hazirlanan jel karisim 50 ml'lik enjektore cekilerek, 45° egimle
tutulan cam yizeyler arasina karisimin donmamasi ve hava kabarcigi olusmamasi
icin hizli bir sekilde bosaltildi. Jel donmadan Ust kisma tarak yerlestirildi ve jel
donmast icin 2 saat oda sisinda bekletildi.

Poliakrilamid jel icin hazirlanan 50 ml’lik jel karisimi:
_ 0,1 g amonyum persulfat (APS) + 1000 pl distile su
_125ul TEMED
_ 4,99 akrilamid
_ 0,12 g bisakrilamid

_ Malzemeler bir araya getirildikten sonra Uzerine 0,5X TBE buffer

eklenerek toplam voluim 50 ml’ye tamamland.

2. 7. Kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda Puregene DNA izolasyon kiti kullanildz. Islem
basamaklar: asagidaki sekilde gergeklestirildi.

1. 1,5ml’'lik ependorf tipe 900 ul RBC Lysis Solution konuldu.

2. 300 pl tam kan ilave edildi. Ters yuz edilerek oda 1sisinda 15 dakika
inktibe edildi. Hucrelerin iyi bir sekilde lize olmalar icin bu slire uzatildi.

3. 16.000 rpm’ de 20 saniye santrifdj edildi.

4. Tupun dibindeki beyaz pellet ile 10-20 pl sivi kalacak sekilde stipernatan
(Ust kisim) atildi. Pellet ile sivimin karismast igin 10 saniye vortekslendi.

5. 1,5l RNAse A solution eklenip tip vorteksendi. 37°C etlivde 20 dakika
inkiibe edildi.



6. Uzerine 300 pl Cell Lysis Solution eklenerek vortekslendi.
7. 100 pl Protein Precipitation Solution eklendi, bu asamada fazla
bekletilmeden 10 saniye vortekslendi.
8. 16.000 rpm'’ de 2-3 dakika santriftjj edildi.
9. Baskabir 1,5 ml’lik bos ttipe 300 pl %100’ [tk isopropanol kondu.
10. DNA'y1 igeren slipernatan kisim alinarak isopropanol Uzerine ilave edildi
ve icinde DNA'’y1 gorene dek yavasga karistirildi.
11. 16.000 rpm’ de 2-3 dakika santrifdj edildi.
12. Stpernatan dikkatlice dokulup ve tupler kurutma kagidh Uzerinde
kurutuldu.
13. DNA pelletini yikamak i¢in 300 pl %70’ lik etanol ilave edilip birkag kez
ters cevrildi.
14. 16.000 rpm’ de 2-3 dakika santrifdj edildi.
15. Etanol dikkatlice dokuldu. Tupler kurutma kagidi Uzerine ters gevrilerek
kurutuldu.
16. 100 pl DNA Hydration Solution ilave edilip ve 5 saniye vortekslendi.
17. 65°C’de 5 dakika inkuibe edildi.
Elde edilen DNA spektrofotometrede 6lguldi. Hemen kullanilmayacak olan 6rnekler
-20C° de sakland.

2. 8. PCR Kosullar:

Faktor V geninin ekzon 10 da yer alan 1691. nikleotidi olan Guanin Adenine
degisimini tespit etmek amaciyla mutasyonu tasiyan 241 bazlik bolge PCR ile
cogaltildi. Bunun icin toplam 50 pl’lik PCR MIX’si hazirlandh.

FV Leiden mutasyonu icin hazirlanan 50 ul’lik PCR MiX'i:
10X PCR Buffer 5ul
MgCI?(25 mM) 5ul
dNTPmix 25mM) 0.5l

F primer (10 pmol) 0.65pl
R primer (10 pmol) 0.65pl



Taq DNA polimeraz 0.5ul
dH,0 32.7ul
Kalip DNA 5ul
Ependorf tupler icinde hazirlanan mix pipetaj ve kisa bir santriifj isleminden sonra
151 dongiist asagidaki sekilde hazirlanmis olan Thermal Cycler’ a yerlestirildi.
FV Leiden mutasyonu icin hazirlanan Thermal Cycler 1s1 déngust:

95 C° 5 dk
95 C° 15 sn
} 35 déngil
58 C° 1dk
4C° Saklama

Protrombin geninin 14. ekzonda yer alan 3'-UTR bdlgesinde bulunan 20210.
nikleotitde guanin yerine adenin gegmesiyle oulusan G20210A mutasyonunu tespit
etmek amaciyla mutasyonu tasiyan 506 bazlik bolge PCR ile gogaltildi. Bunun igin
toplam 50 pl’lik PCR MIX’si hazirlandh.

Protrombin G20210A mutasyonu icin hazirlanan 50 pl’lik PCR MiX'i:

10X PCR Buffer 5ul
MgCI?(25 mM) 5ul
dNTP mix (25 mM) 0.5ul

F primer (10 pmol) 0.5ul
R primer (10 pmol) 0.5ul
Taq DNA polimeraz 0.5ul
dH0 33ul
Kalip DNA 5ul
Ependorf tupler icinde hazirlanan mix pipetaj ve kisa bir santriifj isleminden sonra

151 donguist asagidaki sekilde hazirlanmis olan Thermal Cycler’ a yerlestirildi.

Protrombin  G20210A mutasyonu icin hazirlanan Thermal Cycler 1si

dongusi:
95 C° 5 dk

95 C° 15 sn
} 35 dongi
58 C° 1 dk

4c° Saklama




MTHFR geninin 4. ekzon bdlgesinde yer alan 677. baz olan sitozin yerine
timin gecmesiyle olusan mutasyon translasyon Uriintinde 226. sirada yer alan alanin
yerine valinin gegmesiyle neticelenir. Baz degisimini tespit etmek amaciyla
mutasyonu tasiyan 198 bazlik bolge PCR ile gogaltildi. Bunun igin toplam 50 pl’lik
PCR MiX’si hazirlandk.

MTHFR C677T mutasyonu icin hazirlanan 50 pl’lik PCR MiX'i:
10X PCR Buffer 5ul
MgCI?(25 mM) 5ul
dNTP mix (25 mM) 0.5ul

F primer (10 pmol) 0.75pl
R primer (10 pmol) 0.75pl
Taq DNA polimeraz 0.5ul
dH20 32.5ul
Kalip DNA 5ul

Ependorf tupler icinde hazirlanan mix pipetaj ve kisa bir santriifj isleminden sonra
151 dongiisti asagidaki sekilde hazirlanmis olan Thermal Cycler’ a yerlestirildi.

MTHFR C677T mutasyonu icin hazirlanan Thermal Cycler 1si

donguisi:
95 C° 5 dk
95 C° 15 sn
} 35 dongi
58 C° 1dk
4C° Saklama

2. 9. Elde Edilen PCR Urnlerinin Agoroz Jel De K ontroliniin Y apiimasi

PCR drunleri hazirlanan %2 lik agoroz jele 5ul yikleme tamponu
(Bromfenol blue) 10pl PCR Uruni olacak sekilde karstirilarak yuklendi. 120 V da
3cm ydrataldd. UV trnasluminatérde kontrol edildi.



2. 10. Enzim Kesimi

2.10. 1. FV Leiden icin HindIll Enzim K esimi

Birinci PCR dan sonra kontrol edilen ve aplifikasyon urtinu olan orneklere
Hindlll enzim kesimi uygulandi. Bunun igin hazirlanan mix listesi asagida

verilmistir.
. PCR Griini 10ul
sdH,0 16pl
10X Buffer R 2ul
HindlII 2ul

Eppendorf tupler iginde hazirlanan karisim hafifce pipeta yaparak karistirild:
ve santriifilj yapildi. 37C° de 3 saat inkilbe edildi. Sirenin sonunda elde edilen
dranler %310k Nusieve agoroz jelde kontrol edildi. RFLP analizi sonucunda g
farklt genotip belirlendi:

Homozigot normal  : 241 bp biyutkltgtinde tek bant
Heterezigot mutant  : 241 bp, 209 bp, 32 bp buyukliginde 3 bant
Homozigot mutant  : 209 bp, 32 bp biyuklGgtinde 2 bant

2. 10. 2. Protrombin G20210A M utasyonu Icin HindIll Enzim K esimi

Birinci PCR dan sonra kontrol edilen ve aplifikasyon urtini olan orneklere
Hindlll enzim kesimi uygulandi. Bunun igin hazirlanan mix listesi asagida

verilmistir.
. PCR Griini 10ul
sdH,0 16pl
10X Buffer R 2ul
HindiII 2ul

Eppendorf tupler iginde hazirlanan karisim hafifce pipeta yaparak karistirild:
ve santriifilj yapildi. 37C° de 3 saat inkilbe edildi. Sirenin sonunda elde edilen



dranler %310k Nusieve agoroz jelde kontrol edildi. RFLP analizi sonucunda g
farklt genotip belirlendi:

Homozigot normal  : 506 bp biytkltgtinde tek bant

Heterezigot mutant  : 407 bp, 384 bp, 99 bp, 23 bp blyikliginde 4
bant Homozigot mutant  : 384 bp, 99 bp, 23 bp blyukltginde 3 bant

2.10. 3. MTHFR C677T Mutasyonu icin Hinfl Enzim K esimi

Birinci PCR dan sonra kontrol edilen ve aplifikasyon Grind olan drneklere

Hinfl enzim kesimi uygulandi. Bunun icin hazirlanan mix listesi asagida verilmistir.

. PCR Griini 10ul
sdH,0 16pl
10X Buffer R 2ul
Hinfl 2ul

Eppendorf tupler iginde hazirlanan karisim hafifce pipetaj yaparak karistirild:
ve santriifilj yapildi. 37C° de 3 saat inkilbe edildi. Sirenin sonunda elde edilen
dranler %310k Nusieve agoroz jelde kontrol edildi. RFLP analizi sonucunda g
farkli genotip belirlendi:

Homozigot normal  : 198 bp, biyukluginde tek bant
Heterezigot mutant : 198 bp, 175 bp, 23 bp blyikliginde 3 bant

Homozigot mutant  : 175 bp, 23 bp biyukltgtinde 2 bant

2. 10. istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analiz Satistical Package for Social Sciences (SPSS for
Windows Release version 12, SPSS Inc. Headquarters, 223 S. Wacker Drive, 11™
floor, Chicago, Illinois 60606) program: kullamlarak yapilmistir. TUm sonuglar
ortalama = standart sapma (S.D.) olarak verilmistir. Kontrol ve calisma gruplari
arasindaki yas, canli dogum, OlU dogum ve total abortus sayilari t-testi ile
karsilastirilmistir. Kontrol grubu ile hasta grubuna ait datalarin ve hasta grubunda



mutasyon tespit edilen ve edilmeyen gruplarin nominal ve ordinal parametrelerinin
karsilastirilmasinda ki-kare testi kullamilmistir. Bir g6zdeki deger <5 ise Fisher’in ki-
kare testi kullanilmistir. P degeri <0.05 oldugunda karsilastirilan gruplar arasi farkin

istatistiksel agidan anlamli oldugu kabul edilmistir.



3. BULGULAR

Tekrarlayan gebelik kaybi olan (HA) (Vaka Grubu) 110 kadin ve ¢ocuk
sahibi olup, hi¢ gebelik kaybi olmayan (Kontrol Grubu) 30 saglikli kadindan
EDTA’l1 tUplere alinan kan drneklerinden Puregene DNA izolasyon kiti (Gentra
Systems) kullamilarak yapilan DNA izolasyonu sonrasinda spektrofotometre ile
Olculerek DNA miktar1 (ng/pl olarak) ve DNA'min safligi (260/280 nm dalga
boyunda absorbansi dlcllerek) belirlendi. DNA miktar1 yetersiz olan olgulardan
tekrar kan alinarak DNA izolasyonu tekrarlandi.

HA grubundaki olgularin yas ortalamasi 29.6 iken kontrol grubunun yas
ortalamasi 32.6 dir. Kontrol grubunun yas ortalamasi ¢alisma grubundan istatistiksel
olarak daha yuksek bulunmustur (p<0.05).

Y apilan pedigre de; HA grubunda 27(%24.5) kadinin, kontrol grubunda ise
8(%26.7) kadinin akraba evliligi yaptig: tespit edilmistir. Gruplar arasinda akraba
evliligi agisindan istatistiksel fark yoktur (p>0.05) (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 : Gruplardaki akraba evliligi sikliklari.

AkrabaEVvliligi Var Y ok p
HA Grubu (n=110) 27 (%245) | 83(%75.5)
Kontrol Grubu (n=30) | 8(%26.7) | 22 (73.3) 0.091

HA’lu 110 olgunun 31(%28.2) tanesinin canli dogum ve 8(%7.3) tanesinin
de Olu dogum yaptig1 tespit edilmistir. Kontrol grubu ile ¢alisma grubu arasinda
canli dogum sayilar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken
(p<0.05), 6lu dogum agisindan iki grup arasinda istatistiksel fark bulunmamistir
(p>0.05).

FV geni 10. ekzonda 1691. bazda G/A mutasyonunu tespitinde PCR
uygulamast sonucu 241 bp'lik ilk Grinun kontrolu %2’ lik agoroz jelde yapilmistir,
bazi olgulara ait agoroz jel gorunttleri verilmistir (Sekil 3. 1). Birinci PCR dan sonra
kontrol edilen ve amplifikasyon Orini olan 6rneklere Hindlll enzim kesimi
uygulandz. Uriinler %3’ ik Nusieve agoroz jelde kontrol edildi (Sekil 3.2).



Homozigot normal  : 241 bp biyutkltgtinde tek bant
Heterezigot mutant  : 241 bp, 209 bp, 32 bp buyukliginde 3 bant
Homozigot mutant  : 209 bp, 32 bp biyikligtinde 2 bant
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Sekil 3. 1: FV Leiden 241 bp’'lik amplifikasyon uruninin %?2’lik agoroz jelde
gorintilenmesi. M: Marker DNA(50bp, 150bp, 300bp, 500bp, 750bp, 1000bp,
1500bp, 2000bp). 1-19: Olgulara ait amplifikasyon Grin.

Sekil 3. 2: FV Leiden 241 bp'lik amplifikasyon trdnunin Hindl 11 enzimi ile yapilan
RFLP sonuglarinin - %3'luk Nusieve agoroz jelde goruntulenmesi. M: Marker
DNA (50bp, 150bp, 300bp, 500bp, 750bp, 1000bp, 1500bp, 2000bp). 1-16: Olgulara
ait Hindlll enzim kesim drlnleri. Heterezigot mutant: 241 bp, 209 bp, 32 bp
blyUklGglinde 3 bant. Homozigot mutant: 209 bp, 32 bp blyukligiinde 2 bant.
Protrombin geninin 3'-UTR bolgesindeki 20210. bazda bulunan G/A
mutasyonunun tespitinde PCR uygulamasi sonucu 506 bp’lik ilk Grinin kontrolu
%2’ lik agoroz jelde yapilmustir, bazi olgulara ait agoroz jel goruntlleri verilmistir
(Sekil 3. 3). Birinci PCR dan sonra kontrol edilen ve amplifikasyon Grini olan
orneklere Hindill enzim kesimi uygulandi. Urlinler %3'lik Nusieve agoroz jelde

kontrol edildi (Sekil 3. 4).



Homozigot normal : 407 bp bluydkltginde 1 bant
Heterezigot mutant : 407 bp, 384 bp, 99 bp, 23 bp biyukltginde 4 bant
Homozigot mutant : 384 bp, 99 bp, 23 bp buylklGginde 3 bant
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Sekil 3. 3: Protrombin G20210A mutasyonu igin 506 bp’lik amplifikasyon Grdnindn
%2’ lik agoroz jelde goruntulenmesi. M: Marker DNA (150bp, 300bp, 500bp, 750bp,
1000bp, 1500bp, 2000bp). 1-19: Olgulara ait amplifikasyon Grind.
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Sekil 3. 4: Protrombin G20210A mutasyonu 506 bp’lik amplifikasyon Grininin
Hindlll enzimi ile yapilan RFLP sonuglarinin  %3'luk Nusieve agoroz jelde
gorintilenmesi. M: Marker DNA(50bp, 150bp, 300bp, 500bp, 750bp, 1000bp,
1500bp, 2000bp). 1-19: Olgulara ait Hindlll enzim kesim Urunleri. Homozigot
normal: 407 bp, 99 bp buyukliginde 2 bant. Heterezigot mutant: 407 bp, 384 bp, 99
bp, 23 bp blydkliginde 4 bant. Homozigot mutant: 384 bp, 99 bp, 23 bp
blyukluginde 3 bant. 2, 9, 14, 17 nolu 6rnekler heterozigot mutasyonu olan, 11, 16
nolu ornekler homozigot mutasyonu olan (calismaya dahil olmayan) olgulara ait
aranler.

MTHFR geninin 4. ekzon bolgesindeki 677. bazda bulunan C/T
mutasyonunun tespitinde PCR uygulamasi sonucu 198 bp’lik ilk trtnin kontrolu
%2’ lik agoroz jelde yapilmustir, bazi olgulara ait agoroz jel goruntleri verilmistir
(Sekil 3. 5). Birinci PCR dan sonra kontrol edilen ve amplifikasyon trini olan

orneklere Hinf 1 enzim kesimi uygulandi. Urtinler %3'lik Nusieve agoroz jelde
kontrol edildi (Sekil 3. 6).
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Homozigot normal  : 198 bp, biyukluginde tek bant
Heterezigot mutant : 198 bp, 175 bp, 23 bp blyikliginde 3 bant
Homozigot mutant  : 175 bp, 23 bp biyukltgtinde 2 bant
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Sekil 3. 5: MTHFR C677T mutasyonu igin 198 bp’lik amplifikasyon drdnindn
%2’ lik agoroz jelde goruntilenmesi. M: Marker DNA(50bp, 150bp, 300bp, 500bp,
750bp, 1000bp, 1500bp, 2000bp). 1-21: Olgulara ait aplifikasyon rtnd.
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Sekil 3. 6: MTHFR C677T mutasyonu 198 bp’lik amplifikasyon truntnun Hinfl
enzimi ile yapilan RFLP sonuglarinin %3'luk Nusieve agoroz jelde
gorintilenmesi. . M: Marker DNA(50bp, 150bp, 300bp, 500bp, 750bp, 1000bp,
1500bp, 2000bp). 1-19: Olgulara ait Hinfl enzim kesim drdnleri. Homozigot
normal: 198 bp, biyukltgtinde tek bant. Heterezigot mutant: 198 bp, 175 bp, 23 bp
blyuklGglinde 3 bant. Homozigot mutant: 175 bp, 23 bp btiyukliginde 2 bant. 4, 5,
6, 9, 12, 14, 16, 19 nolu oOrnekler heterozigot mutasyonu olan, 11, 13, 15 nolu
Ornekler homozigot mutasyonu olan olgulara ait trinler.

110 HA’lu kadin ve 30 saglikli, hi¢ gebelik kaybi olmayan kadindan olusan
toplam 140 olgunun FV Leiden, Protrombin ve MTHFR genotipleri PCR-RFLP
yontemi ile belirlendi. 110 HA’ lu kadinin 15(%13.6) tanesinde, kontrol grubunda ise
30 olgunun 2(%6.7) tanesinde FV Leiden mutasyonu tespit edismistir. Gruplar
arasinda FV Leiden mutasyonu bulunma siklig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmamustir (p>0.5) (Tablo 3. 2). Protrombin (G20210A) mutasyonu HA

grubunda 7(%6.4) olguda tespit edilirken, kontrol grubunda ise 2(%6.7) olguda



tespit edilmistir. Gruplar arasinda Protrombin (G20210A) mutasyon bulunma siklig1
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05) (Tablo 3.3). MTHFR mutasyonu
HA olgularinin 61(%55.5) tanesinde tespit edilirken kontrol grubun da 16(%53.3)
olguda bulunmustur. Kontrol grubu ile HA grubu MTHFR mutasyonu bulunma
skligi agisinda Karsilastirldiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir (p>0.) (Tablo 3.4).

Tablo 3. 22 HA ve kontrol grubunda FV Leiden (G1691A), mutasyonu bulunma

siklig.

Gruplar GG Genotip Sikhg GA Genotip Sikhgr | AA Genotip Sikhg
(n/%) (n/%) (n/%)
HA 95(%86.4) 12(%10.9) 3(%2.7)
(n=110)
Kontrol 28(%93.4) 2(%6.7) 0
(n=30)

Tablo 3. 3: HA ve kontrol grubunda Protrombin (G20210A), mutasyonu bulunma

siklig.
Gruplar GG Genotip Sikhg GA Genotip Sikhgr | AA Genotip Sikhg
(n/%) (n/%) (n/%)
HA 103(%93.6) 7(%6.4) 0
(n=110)
Kontrol 28(%93.4) 2(%6.7) 0
(n=30)

Tablo 3. 4: HA ve kontrol grubunda MTHFR (C677T), mutasyonu bulunma sikl1g.

Gruplar CC Genotip Sikhg CT Genotip Sikhgr | TT Genotip Sikhg
(n/%) (n/%) (n/%)
HA 49(%44.5) 49(%44.5) 12(%10.9)
(n=110)
Kontrol 14(%46.7) 14(%46.7) 2(%6.7)
(n=30)

HA’lu 110 olgudan FV Leiden mutasyonunu tasiyan 15 kadimn 4(%26.7)

tanesinde cali dogum, mutasyon tasimayan 95 kadinin 26(%27.4) tanesinde canli
dogum ve 7(%7.4) tanesinde 6li dogum bulunmaktadir, aralarinda istatistiksel
anlamli bir fark yoktur (canli dogum; p=0.9, 6t dogum; 0.55).



FV Leiden mutasyonu tasiyan 15 kadimin toplam abortus sayist 46 iken
mutasyon bulunmayan 95 kadimin toplam abortus sayist 297 dir. Mutasyon tasiyan
ve tasimayan kadinlar arasinda abortus sayisi bakimindan anlamli bir fark tespit
edilememistir (p>0.05). HA’ lu olgularda abortus say1si ile mutasyon bulunma sikligi
Tablo 3. 5 verilmistir. Birinci trimesterda abortusu olan kadin sayisi 110 olup
bunlardan 15(%13.6) tanesinde FV leiden mutasyonu bulunmustur. ikinci trimester
gebelik kaybi olan kadinsayisi 16 olup bunlardan sadece 2(%12.5) tanesinde
mutasyon tespit edilmistir. Ugtincii trimesterda gebelik kaybi olan kasdin sayisi ise 5
olup, bunlardan 1(%20) tanesinde mutasyon tespit edilmistir. Trimesterlar arasinda
FV Leiden mutasyonunun bulunma siklig: istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Tablo 3. 5: HA grubunda abortus sayisi ile FV Leiden mutasyon bulunma sikligi.

FV
Mutasyon | Mutasyon
Y ok Var Toplam

Abortus 2 38 9(%19.1) 47
Sayisi 3 30 2(%6.3) 32
4 14 2(%12.5) 16

5 6 0 6

6 5 1(%16.7) 6

7 1 0 1

8 1 1(%50) 2
Toplam 95 15(13.6) 110

P>0.05

HA’lu 110 olgunun Protrombin mutasyonunu tasiyan 7 kadindan 3(%42.9)
tanesinin cali dogumu ve 2(%28.6) tanesinde 6li dogum bulunurken, mutasyon
tasimayan 103 kadimin 28(%27.2) tanesinde canli dogum ve 5(%4.9) tanesinde 6lU
dogum bulunmaktadir, canli dogum yapma siklig1 agisindan aralarinda anlamli fark
yokken (p>0.05), 6li dogum yoninden mutasyon tasiyan ve tasimayanlar arasinda
anlaml1 fark bulunmustur (p<0.05).

Protrombin mutasyonu tasiyan 7 kadinin toplam abortus sayisi 23 iken
mutasyon bulunmayan 103 kadinin toplam abortus sayisi 320 dir. Mutasyon tasiyan
ve tasimayan kadinlar arasinda abortus sayisi bakimindan anlamli fark tespit
edilmemistir (p>0.05) (Tablo 3. 6). Birinci trimesterda abortusu olan kadin sayist
110 olup bunlardan 7(%6.4) tanesinde Protrombin mutasyonu bulunmustur. ikinci
trimester gebelik kayb: olan kadinsayisi 16, tglincu trimesterda gebelik kaybi olan



kadin sayisi 5 olup hi¢ birinde mutasyon tespit edilmemistir. Trimesterlar arasinda
Protrombin mutasyonunun bulunma sikligina bakildiginda birinci tremesterda
gebelik kaybi olan kadinlarda daha yuksek bulunmustur, bu fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.05).

HA’lu 110 olgu da MTHFR mutasyonunu tastyan 61 kadimn 17(%27.7)
tanesinin cali dogumu ve 3(%4.9) tanesinde 6l0 dogum bulunurken, mutasyon
tasimayan 49 kadinin 14(%28.6) tanesinde canli dogum ve 4(%8.2) tanesinde olu
dogum bulunmaktadir, canli ve Ol dogum yapma sikligr agisindan aralarinda
anlaml1 fark tespit edilmemistir (canli dogum; p>0.05, 6t dogum; p>0.05).

Tablo 3. 6: HA grubunda abortus sayisi ile Protrombin mutasyon bulunma siklig:.

Protrombin
Abortus Sayist Mutasyon Y ok Mutasyon Var Toplam

2 44 3 47
3 31 1 32
4 14 2 16
S 6 0 6
6 5 1 6
7 1 0 1
8 0

Toplam 103 7 110

p>0.05
MTHFR mutasyonu tasiyan 61 kadinin toplam abortus sayist 184 iken

mutasyon bulunmayan 49 kadimin toplam abortus sayisi 159 dur. Diger iki
mutasyonda oldugu gibi bu mutasyonda da mutasyon tasiyan ve tasimayan kadinlar
arasinda abortus sayisi bakimindan anlamli fark tespit edilmemistir (p>0.05) (Tablo
3. 7). Birinci trimesterda abortusu olan kadin sayisi 110 olup bunlardan 61(%55.5)
tanesinde MTHFR mutasyonu bulunmustur. Ikinci trimester gebelik kaybi olan
kadinsayisi 16 olup bunlardan 9(%56.3), tglncl trimesterda gebelik kaybi olan
kadin sayist 5 olup bunlardan 1(%20) tanesinde mutasyon tespit edilmistir.
Trimesterlar arasinda MHFR mutasyonunun bulunma sikligina bakildiginda 1. ve 2.
trimester arasinda mutasyon bulunma sikhig: farkli bulunmazken, 1. ve 3., 2. ve 3.
trimesterlararsinda  istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05). 1.
trimesterda %55.5, 2. trimesterda %50, 3. trimesterda %20 vakada mutasyon tespit
edilmistir.



Tablo 3. 7: HAgrubunda abortus sayist ile MTHFR mutasyon bulunma siklig.

MTHFR
Mutasyon Mutasyon
Abortus Sayisi Yok Var Toplam
2 21 26 47
3 1 21 32
4 7 9 16
5 6 0 6
6 3 3 6
7 0 1 1
8 1 1 2
Toplam 49 61 110

p>0.05



4. TARTISMA

Tekrarlayan gebelik kayiplarinda ¢esitli etyolojik faktorler sayilmaktadir.
Ebeveynlere ait anormal karyotipler ve antipfosfolipid antikorlar bu etkenler icinde
ilk sayilanlar olmakla birlikte kan koagllasyon sisteminin dizenli calismasida
saglikli bir gebeligin devami igin 6nemlidir. Cunku saglikli bir gebelikte saglikli bir
uteroplasental dolasim olmasi mutlaktir (118). Tekrarlayan gebelik kayiplariylailgili
yapilan calismalarda yaklasik olarak %7 kromozomal anomaliler, %10 anatomik
sorunlar, %15 hormonal dizensizlikler, %6 aciklanamayan sebepler ve %55-62
koagulasyon protein/platelet kusurlar1 olarak bildirilmektedir (119). Erken plasenta
dekolman, fetal 6lum, fetal gelisme geriligi ve preeklampsinin nedenleri arasinda en
blylUk yeri maternal-fetal dolasimin tam olmamasi almaktadir. Bunun da hemostaz
ve vaskilarizasyon dagilimindaki anormalliklerle iliskili oldugu bilinmektedir (120).
Koagulasyon faktorleri olan protein C, protein S ve antitrombin 111 eksikligi yaygin
bir koagulasyon problemidir (121, 122). Tum bunlara ilaveten koagulasyon
sisteminde aksakliga neden olacak genetik kusurlarin son dénemde 6nemi daha iyi
anlasilmistir. Bunlar arasinda en sik iliskilendirilen Faktor V, Protrombin ve
MTHFR genlerinde yer alan bazi mutasyonlardir.

Bu caligmada iki ve Uzerinde gebelik kaybi olan 110 kadin ve hi¢ gebelik
kaybi olmayan, saglikli ¢cocuk sahibi olan 30 kadinda FV Leiden, Protrombin ve
MTHFR gen mutasyonlarinin varhiginin arastirilmas: amaglanmustir.

Calisma grubumuzdaki tekrarlayan gebelik kaybi olan 110 kadimin
31(%28.2) tanesinin canli dogum ve 8(%7.3) tanesininde 6t dogum yaptig: tespit
edilmistir.  Kontrol grubu ile vaka grubu arasinda canli dogum sayilar
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken (p<0.05),
0l dogum agisinda iki grup arsinda anlamli fark bulunmamistir (p>0.05).

Calismaya dahil ettigimiz HA’lu kadinlarin yas ortalamasi 29.6 iken kontrol
grubunda 32.6 dir, kontrol grubundaki yas ortalamasi daha yiksek olmakla birlikte,
kontrol grubunun olusturulmasindaki kriter hi¢ gebelik kaybi olmadan ¢ocuk sahibi
olmaktir. Bu nedenle bu grubu olusturan kadinlarin yas ortalamasi daha yuksek
olmasimin DNA daki mutasyonu etkilemeyecegi gercegiyle galisilmistir ve iki grup
arasindaki yas farki Ghemsenmemistir.



Erken gebelik kayiplarinda genetik dizensizlikler onemli bir faktordr,
Ozellikle akraba evliliklerinde toplumda insidanst distk olan resesif genetik
kusurlarin homozigot olarak bir araya gelme olasiliklar1 artmaktadir. Bu durum
yasamla bagdasmayan fetuslarin olusma insidansimi artirarak erken gebelik
kayiplarina neden olmaktadir. Bu nedenle galisma gruplarimizdaki olusan gebelik
kayiplarint  bu ihtimalden uzaklastirabilmek icin akraba evliligi yonunden
birbirinden fark olamayacak sekilde degerlendirerek tespit edilmistir. 110 olguluk
HA grubunda akraba evliligi yapan sayisi 27(%24.5) iken 30 saglikli kadindan
olusan kontrol grubunda 8(%26.7) tane akraba evliligi oldugu tespit edilmistir.
Aralarinda istatistiksel olarak anlaml: bir fark bulunmamustir (p>0.05).

FV Leiden mutasyonu kalitsal tromboz nedenlerinin basinda yer almaktadir
(59, 61). FV geninin 10. ekzonunda 1691. nikleotidde guanin yerine adenin gegmesi
ile olusan (G1691A) mutasyon gen Urininde 506. aminoasit olan argininin
gulutamine degismesine neden olur. Bu da dogal antikoagilan olan protein C ye
karsi bir direng olusturur (123). FV Leiden mutasyonunun toplumdaki sikligi
heterozigot %5, homozigot %0.05 olarak bildirilmistir (32, 39, 49). Turk
toplumunda yapilan bir calismada FV Leiden mutasyon sikligi %10 olarak
bildirilmistir (124).

Calismamizda 110 tanesi tekrarlayan gebelik kaybi (HA) olan kadin, 30
tanesi gebelik kaybi olmayan, saglikli toplam 140 kadin da FV Leiden mutasyonu
PCR-RFLP yontemiyle incelenmistir. VVaka grubunda mutasyon sikligi %13.6(n=15)
bulunurken, kontrol grubunda %6.7(n=2) bulunmustur. HA grubundaki mutasyon
siklig1 kontrol grubundan daha yuksek ylzdeyle bulunmakla birlikte aralarindaki
fark istatistik olarak anlaml: degildir (p>0.05). HA grubunda G/A genotip sikligi
%10.9 iken A/A genotip sikhigr %2.7 dir. Kontrol grubunda tespit edilen
mutasyonlarin timi ise G/A genotipindedir.

Pauer ve arkadaslarimin 2003 yilinda benzer vaka grubunda yaptiklar:
calismada FV Leiden mutasyon sikligi vaka grubunda %11.9 bulunurken kontrol
grubunda %7.4 bulunmustur. Vaka ve kontrol grubu arasinda istatistiksel anlamli
fark belirlenememistir (125). Carp ve arkadaslarinin vaka-kontrollu benzer
calisgmasinda mutasyon sikligi %6.1 (126), Ta J ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise
bu oran %14 (127) olarak bildirilmistir. Aksoy ve arkadaslarimin Ulkemizde benzer
hasta grubunda vaka-kontrollu yaptiklari ¢alismada hasta grubunda %24.4 ve kontrol



grubunda %10 mutasyon tespit etmislerdir (128). Aksoy’ un ¢alismasinda da kontrol
ve vaka grubu arasindaki mutasyon sikligi calismamizda oldugu gibi istatistiksel
olarak anlaml1 bulunmamustir (128).

Yapilan pek ¢ok calismada topluluklar arasindan FV Leiden mutasyon
bulunma siklig1 farkl: tespit edilmistir. Hollanda da %2.9, Y unanistan da %13.3,
Amerika da Afrika kokenli olanlarda %1.4, beyaz rkta %6 olarak bildirilmistir (53,
124).

Bu calismada HA grubunda FV Leiden mutasyonunun bulunma sikliginin
gebelik kayb1 sayisi ile olan iligkisine bakildiginda mutasyonun azalan yizdelerle
sirastyla sekiz, iki, alti, dort ve ¢ gebelik kaybinda oldugu tespit edilmistir (Tablo
3.2).

Bir cok calismada Ozellikle ikinci trimester gebelik kaybimn oldugu
hastalarda mutasyonun daha yiksek siklikta bulundugu gosterilmistir (5, 129-132).
Bu calismada FV Leiden mutasyonu tglnci trimester gebelik kaybr olanlarda %20,
birinci trimester gebelik kaybr olanlarda %13.6 ve ikinci trimester gebelik kaybi olan
kadinlarda %12.5 tespit edilmis olup aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamistir. Benzer sonu¢ Kutteh ve Aksoy'un vaka kontrollu yaptiklar
calismalarinda da verilmistir (132, 133). Pauer ve arkadaslarinin ¢aligmasinda da geg
gebelik kayiplarinda mutasyon sikligimin diger trimester kayiplarindan fazla olmakla
birlikte anlaml: bulunmadig: bildirilmistir (125). Pek gok calismada FV Leiden
mutasyonunun ikinci trimesterda daha yuksek bulunmasinin olusan koagilasyon
problemlerinin uteroplasental dolasimi bozmasiyla gebelik kayiplarina neden
oldugunu bildirmekle birlikte sonuglarimiz bunu dogrulamadi.

Protrombin 20210 mutasyonu kalitsal vendz trombozda 6nemli bir diger risk
faktorudur. FV Leiden den sonra en sik karsilasilan mutasyondur. Protrombin
geninin translasyonu yapilmayan 3' bolgesinde bulunan 20210. baz olan guanin
yerine adeninin gecmesiyle olusur (58, 69, 134). Mutasyonu tasimayanlarla
heterozigot tasiyanlarda yapilan ¢alismalarda plazma protrombin miktarinda faklilik
tespit edilmistir. G/G genotiplilerde %1.05U/ml, G/A genotipli bireylerde ise
%1.32U/ml oldugu mutasyona bagli plazma protrombin seviyesinde artis oldugu
bildirilmistir (41, 69, 134). Mutasyonun toplumda bulunma siklig1 %2-2.3 olarak
baz1 ¢alismalarda bildirilmistir (135).



Calismamizda Protrombin (G20210A) mutasyonu vaka grubunda 7(%06.4)
olguda tespit edilirken, kontrol grubunda 2(%6.7) olguda tespit edilmistir. Gruplar
arasinda Protrombin (G20210A) mutasyon bulunma siklig: istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (p>0.05) (Tablo 3. 3). Vaka ve kontrol grubunda tespit edilen
mutasyonlarin hepsi G/A dir. M.L. Wramsby ve arkadaslarinin ¢alismasinda HA
kadinlarda mutasyon oram kontrol grubundan farkli bulmamiglardir (65). Aksoyun
calisgmasinda ise vaka grubunda mutasyon sikligi %0 olarak bulunurken, kontrol
grubunda %4 olarak tespit edilmistir (128). Dilley ve arkadaslarimn ¢aligsmasinda da
calismamiza benzer sekilde vaka ve kontrol grubu arasinda protrombin mutasyon
siklig1 agisindan anlamli fark bulunamamistir (136). Coulam ve arkadagslarimin en az
iki gebelik kaybir olan 150 kisilik calismasinda gruplar arasinda mutasyon
prevalansinda fark tespit edilmemistir (115). Goodman ve arkadaslarimin 2006
yilindaki 550 olguluk vaka kontrollu ¢caligmalarinda ise Protrombin icin gruplar arasi
anlamli fark bildirmiglerdir (137). Benzer sonuglar farkli ¢alisma gruplarinca da
verilmistir (115, 138). Pauer 101 hasta ve 122 kontrol grubundan olusan
¢alismasinda Protrombin mutasyon sikligim HA grubunda %2, kontrol grubunda
%2,5 olarak bildirmistir (125).

HA grubundaki 110 olgunun Protrombin mutasyonunu tasiyan 7 kadindan
3(%42.9) tanesinin cali dogumu ve 2(%28.6) tanesinde 6lU dogum bulunurken,
mutasyon tasimayan 103 kadimin 28(%27.2) tanesinde canli dogum ve 5(%4.9)
tanesinde 6lU dogum bulunmaktadir, canli dogum yapma siklig1 agisindan gruplar
arasinda anlamli fark yokken (p>0.05), 6lU dogum yoninden mutasyon tasiyan ve
tasimayanlar arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.05). Mutasyon tasiyan ve
tasimayan kadinlardaki gebelik kaybi sayisina bakildiginda ise bir fark
bulunamamustir (Tablo 3. 6).

Birinci trimesterda gebelik kaybi olan kadin sayisi 110 olup bunlardan
7(%6.4) tanesinde Protrombin mutasyonu bulunmustur. Ikinci trimester gebelik
kaybi olan kadinsayisi 16, Gglncti trimesterda gebelik kaybi olan kadin sayisi 5 olup
hic birinde mutasyon tespit edilmemistir. Trimesterlar arasinda Protrombin
mutasyonunun bulunma sikligina bakildiginda birinci tremesterda gebelik kaybi olan
kadinlarda daha yuksek bulunmustur, bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Kalitsal trombofili nedenleri arasinda yer alan Protrombin G20210A
mutasyonu dolasimdaki protrombin miktarimn artisina neden olmaktadir (139). Bu



mutasyonla ilgili calismalar FV Leiden kadar fazla olmamakla birlikte son yillarda
dikkat c¢ekici Olglide artmustir. Calismamizda tekrarlayan gebelik kaybir ve
protrombin mutasyonu arasinda anlamli bir iligski bulamadik. Calisma sonuclarimiz
Pauer, Kutteh ve Wramsby’un calisma sonuglariyla paralellik géstermektedir (106,
125, 140).

Bu calismada da oldugu gibi, Protrombin G20210A mutasyonunun 6zellikle
12. gebelik haftasindan Onceki olusan kayiplarda risk olusturdugu ve kontrol
grubuna gore 2-8 kat fazla siklikta bulundugu bazi arastirmacilar tarafindan
bildirilirken, (141, 142), Kutteh ve arkadaslar1 ise calismalarinda erken gebelik
kayiplar1 ve Protrombin mutasyonu sikligt ile bir iliski kuramamglardir (143).

Metilenhidrofolat rediktaz (MTHFR) enzimi folat metabolizmasinda onemli
bir goreve sahiptir. Bu enzim 5,10 metilen tetrahidrofolat: 5-metil tetrahidrofolata
donustardr. 5-metil tetrahidrofolat DNA metilasyonunda ve metiyonin sentezinde
metil grubu kaynagidir. 5,10 metilen tetrahidrofolat plrin sentezinde ve
deoksitridilatin timidilata dontsimiinde kullanilir (144-148).

MTHFR C677T mutasyonu nokta mutsayonu olup, genin 677. bazi olan
sitozin yerine timin gecmesiyle olusur. Bu mutasyon sonucu MTHFR enziminin
aktivitesinde azalma olur ve bunun sonucu olarak 5-metil tetrahidrofolat diizeyi
azalmakta, 5,10-metilen tetrahidrofolat miktar1 ve plazma homosistein dizeyi
Onemli oranda artmaktadir (83-87, 144-148). Hiperhomosisteinemi tromboz, pek ¢ok
kardiyovaskiler ve serebrovaskiler hastalik igin risk olusturur (81).

Bu calismada degerlendirilen HA’ lu kadinlarin 61(%55.5) tanesinde MTHFR
(C677T) mutasyonu tespit edilmistir, bunlardan 49(%44.5) tanesi C/T, 12(%10.9)
tanesi T/T genotipine sahiptir. Kontrol grubunda ise 16(%53.3) olguda mutasyon
tespit edilmistir, bunlardan 14(%46.7) tanesi C/T, 2(%6.7) tanesi T/T genotipine
sahiptir. HA'lu hasta grubu ile kontrol grubu MTHFR mutasyonu bulunma sikligi
acisinda karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir
(p>=0.05) (Tablo 3.4). Yapilan calismalarda MTHFR mutasyonunun bulunma
sikhigimin istatistiksel olarak vaka ve kontrol grubunda farkli olmadigi ancak T/T
genotipinin vaka grubunda daha yiksek siklikta bulundugu bildirilmistir (115, 137,
142, 143, 149, 150). Nelen ve arkadaslar1t HA’u olan kadinlarda %16 homozigot
MTHFR mutasyon sikligi tespit ederken, kontrol grubunda %5 olarak tespit
etmislerdir, MTHFR genindeki homozigotlugun HA riskini 3 kat artirdigini



bildirmiglerdir (151, 152). Goodman ve arkadaslarimin 550 HA' lu olguyla yaptiklar:
calismada MTHFR mutasyon sikliginin kontrol grubundan farkli olmadigin ancak
homozigot mutasyon tasiyanlarin kontrol grubundan anlamli derecede fazla
oldugunu bildirmislerdir (137). Holmes ve arkadaslarinin 137 HA’ lu kadinda yaptig1
calismada gebelik kayli ve MTHFR mutasyonu arasinda iliski saptamamslardir
(153). Bizim calismamizda da en yuksek homozigot mutasyon sikligt MTHFR
mutasyonunda tespit edilmis olup vaka grubundaki sayisi kontrol grubundan daha
yuksektir (Tablo 3.4). Bu mutasyonu tasiyan ve tasimayan kadinlardaki gebelik
kaybi sayisina bakildiginda diger iki mutasyonda oldugu gibi aralarinda anlaml1 bir
fark bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 3.7). Trimesterler arasinda MTHFR mutasyonu
bulunma sikligina bakildiginda en yiksek mutasyon sikligi birinci trimester da
gebelik kayb1 olan kadinlarda tespit edilmistir.

Calisilan bu G¢ mutasyonun trombotik olaylarin riskini yikselttigi pek cok
arastrmaci tarafindan bildirilmektedir (154-156). Bu mutasyonlar ve tekraralayan
gebelik kaybinin patogenezi distunuldiginde olgu sayisi fazla olan calismalarda
sadece FV Leiden mutasyonu ile korelasyon bildirilmistir, FV liedenin HA’a
yatkinlik nedeni oldugunu bildiren pek ¢ok ¢alisma bulunmakla birlikte (130, 157-
159) iliski bildirmeyen calisma gruplarida bulunmaktadir (143, 160-162). Bu ¢eliski
hasta ve kontrol grubu secim kriterleri farkliliklarindan kaynaklanmis olabilir.
Balasch ve Kutteh in sadece birinci trimesterdaki HA vakalarda yaptiklar: taramada
FV Leiden agisindan fark bildirmemislerdir (143, 160).Bu sonucun nedeni olarak
erken gebelik kayiplarinin - yaklasik  %50'sinin  sitogenetik  anomalilerden
kaynaklanmiyor olamasidir diye distntlebilir (163). FV Leiden ve HA calismalarimin
cogu 2. trimester gebelik kaybi olan ve plesantal yetersizlikleri olan kadinlar
arasinda anlamli oranda yuksek mutasyon orani bildirmiglerdir (130, 159, 164).

Wramsby ve arkadaslarinin 2000 yilinda yaptiklart 36  kisilik  bir
calisgmalarinda HA icin olasi diger nedenler degerlendirme dis1 birakilmis ve FV
Leiden mutasyon sikligi %27.8 olarak bulunmustur (140). 1000 HA olan kadini
iceren Rai ve arkadaslarinin galigmasindada mutasyon sikligi ve gebelik kayiplar:
arasinda istatistiksel anlamlr iliski bulunmamustir (102).

Tekrarlayan Gebelik kayiplarinin etyolojisinde kazanilmig trombofilinin roll
kabul edilmis olsada (166), kalitsal trombofililerin ise karigmast tam net degildir



(167). Litariturde tartisgma sonuglarinin geliskili raporlart en yaygin tg¢ kalitsal
trombofililerin mutasyonlarinin prevalanst ile ilgilidir; FV, Protrombin ve MTHFR.

Kalitsal trombofilide en yaygin bulgu FV Leiden Mutasyonundur (168). Bu
nokta mutasyonu aktive edilmis FV’'in aktive edilmis protein C tarafindan
yikilmasina kismi olarak direncli hale getirir. Protrombin aktivitesini devam ettirerek
hiper koagule bir durumayol acar. FV Leiden’in tasiyicilarimin kontrol grubuna gore
2-3 kez daha yuksek risk gosterdigini prospektif calismalar belirtmistir (169, 170).
Kalitsal trombofilinin ikinci en yaygin sekli Protrombin G20210A polimorfizmidir
(139) bu mutasyon dolasimdaki Protrombin konsantrasyonunu artirir. 12 haftadan
daha dustuk olan gebeliklerde, kismi dusuk riski kontrollerle kiyaslandiginda
protrombin mutasyonu olan kadinlarda 2-8 kat yuksek olarak bildirilmistir (130,
143).

MTHFR homosisteinin metionine yeniden metile olmasini katalizler, yiiksek
homosistein seviyeleri MTHFR genindeki pek ¢ok mutasyondan kaynaklamr ve
trombozis igin risk faktorl olarak tammlanmustir (171). C677T mutasyonunun HA
olgularindaki etkileri celigkilidir, HA’u olan hastalar kontrollere gére MTHFR
mutasyonlar: igin 2-3 kat daha fazla homozigotturlar (142, 151). Diger trombifilik
faktorler birlikte dusundldiginde MTHFR mutasyonunun gebelik kaybi riskini
anlaml1 dercede artirdig1 bazi ¢alismalarda gosterilmistir (130, 172, 173).

Son yillarda trombofilik mutasyonlara yenileri eklenmektedir. Bu
mutasyonlar arasinda FV (G1691A, Y1702C ve H1299R), Faktor Il Protrombin
G20210A, Faktor XIII V34L, B-fibrinogen-455G/A, PAI-1 4G/5G, HPA 1 ab
(L33P), MTHFR (C677T ve A1298C) (111-115).

Bu mutasyonlarin koroner tromboz riskini 3-4 kat artirdigi bildirilmistir
(114). Carolyn ve arkadaslarimin bu 10 mutasyonu iceren 150 HA’lu kadin ve 20
kontrol grubundan olusan galismasinda homozigot mutasyonlarin ve toplam gen
mutasyonu bulunma sikligimin anlamli dercede kontrol grubundan yiksek bulundugu
bildirilmistir (115). Calisilan 10 gen mutasyonunun Ugtnden fazlast HA’lu
kadinlarin %68'inde gordlirken, kontrollerin ise %21'in de gorulmustir (115).
Homozigot mutasyonlarda HA kadinlarin %59 un da kontrollerin ise %10 un da
goriilmis (112-115).

Bu calisma ve benzer konulu yapilan diger arastirma sonuclarina
bakildiginda gebelik kaybi riskinin, sipesifik bir mutasyondan c¢ok trombofilik



mutasyonlarin kombine birikimine bagli olabilecegi dusunulmistir. Bu nedenle
belkide HA’lu kadinlarda daha fazla trombofilik gen mutasyonunun prevalansinin
arastirilmasi daha anlamli olacaktir.



5. SONUC

Tekrarlayan gebelik kayiplariylailgili yapilan ¢alismalarda nedenler arasinda
en yuksek payr %55-62 ile koagulasyon protein/platelet kusurlari alir. Bu durum
erken plasenta dekolmani, fetal 6lim, fetal gelisme geriligi ve preeklampsi olarak
klinige yansir. Saglikli olmayan maternal fetal dolasim gebelik kayiplarina neden
olur. Hemostaz ve vaskilarizasyon dagilimindaki anormalliklerle iligkili pek gok
neden sayilmaktadir. Bunlar arasinda kalitsal kusurlar ilk sirayr almaktadir.
Trombozla sk iligkilendirilen kalitsal kusurlar arasinda FV Leiden, Protrombin
(G20210A) ve MTHFR (C677T) mutasyonlaridir. Bu nedenden dolay: tekraralayan
gebelik kayiplar1 olan 110 kadin ve saglikli gebelikleri olan 30 kadinda bu Ug¢
mutasyon caligsilmistir. Elde edilen sonuclar soyle siralanabilir:

1. FV Leiden mutasyonu HA grubunda %13.6, kontrol grubunda

%6.7 sklikta tespit edilmistir. Gruplar arasinda mutasyonun
bulunma sikliginda istatistiksel anlamli fark yoktur (p=0.5).

2. Protrombin (G20210A) mutasyonu HA grubunda %6.4, kontrol
grubunda ise %6.7 siklikla tespit edilmistir. Gruplar arasinda
mutasyonun bulunma sikhiginda istatistiksel anlamli fark yoktur
(p=1).

3. MTHFR mutasyonu HA grubunda %55.5, kontrol grubunda
%53.3 siklikla tespit edilmistir. Gruplar arasinda mutasyonun
bulunma sikliginda istatistiksel anlaml1 fark yoktur (p=0.79).

Bu calisma ve benzer arastirma sonuclarina bakildiginda gebelik kaybi
riskinin, sipesifik bir mutasyondan ¢ok trombofilik mutasyonlarin kombine
birikimine bagli olabilecegi dustnulmistir. Bu nedenle belkide HA’lu kadinlarda
daha fazla trombofilik gen mutasyonunun prevalansinin arastirilmas: daha anlamli
olacaktur.



6. KAYNAKLAR

Rainsbury RA, Viniker DA. (1998) Practical Guide to Reproductive
Medicine, 337.

Roman E. (1984) Fetal loss rates and their relation to pregnancy order. J
Epidemiol Community Health 38(1), 29-35.

Warburton, D.(1987) Reproductive loss: how much is preventable? N Engl J
Med. 316(3), 158-60.

Wilcox A J., Weinberg C.R, O'Connor ].F. (1988) Incidence of early loss of
pregnancy. N. Engl. J. Med. 319(4), 189-94.

Grandone E, Margaglione M, Colaizzo D, et al. (1997) Factor V Leiden is
associated with repeated and recurrent unexplained fetal losses. Thromb
Haemost 77(5), 822-4.

Clark DA, Lea RG, Podor T, Daya S, Banwatt D, Harley C. (1991)
Cytokines determining the success or failure of pregnancy. Ann NY Acad <ci
626, 524-536.

Clark DA, Chauat G. (1989) What do we know about spontaneous abortion
mechanisms? Am J Reprod Immunol 19, 28-37.

Clark DA. (1990) Are there immune abortions? Res Immunol 141, 202-207.

9. Cap HJA, Toder V, Machiach S, Nebel L, Serr M. (1990) Recurrent

10.

11.

12.

13.

14.

miscarriage: A review of current concepts, immune mechanisms and resuls
of treatment. Obstet Gynecol Survey 45, 657-669.

Carr D. (1972) Cytogenetic aspects of induced and spontaneous abortioris.
Clin Obstet Gynecol. 15, 203-219.

De Braekeleer M. Dao T.N. (1990) Cytogenetic studies in couples
experiencing repeated pregnancy losses. Hum Reprod. 5(5), 519-28.

Howard JA. Carp. Pratical Guide to Reproductive Medicine, Edited by P.A.
Rainsbury and D.A. Viniker1997 Parthenon Publishing Group, USA.
Buttram V.C.J. (1983) Mullerian anomalies and their managernerit. Fertil
Steril. 40(2), 159-63.

Shapiro B.S.(1988) Instrumentation in hysteroscopy. Obstet Gynecol Clin
North Am. 15(1), 13-21.



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Patton P.E.( 1994) Anatomic uterine defects. Clin Obstet Gynecol,. 37(3),
705-21.

Jonathan S.B., Eli Y.A., Paula A.H., (Eds) (1998) Novak Jinekoloji.12.
Bask:.

Brent, R.L. and Beckman, D.A. (1994) The contribution of environmental
teratogens to embryonic and fetal loss. Clin Obstet Gynecol,. 37(3), 646-70.
Kaufman R.H., Adam E., Binder G.L., Gerthoffer E., (1980) Upper genital
tract changes and pregnancy outcome in offspring exposed in utero to
diethylstilbestrol. Am J Obstet Gynecol. 137(3) , 299-308.

Speroff L., Glass R.H., Kase N.G., (Eds) (1996) Klinik Jinekolojik
Endokrinolojik ve Infertilite. 5. bask:.

Ates H.O. (2001) Trombozlu hastalarda Protein C geninde mutasyon
taramasi. T.C. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstituisii, Genetik Ana
Bilim Dal1, Y Uksek Lisans Tezi, Istanbul.

Guyton AC. (1991) Hemostasis and Blood Coagulation: (8th ed.) Textbook
of Medical Physiology. Philadelphia, An HBJ International Edition, W.D.
Saunders Company.

Melvin J.R. (1989) The Body's Response to Vascular Injury: An overwiev of
hemostasis. A detailed examination of hemostasis. Thrombosis: Causes and
Treatment. In: Melvin J.R, Walenga JM., Horowitz R.N. (eds) Introduction
to Hemostasis. USA, Ortho Diagnostic Systems Presents

Terzioglu M., Yigit G., Orug T. (Eds) (1993) Kan Pihtilasmas: ve
Kanamanin Durdurulma Mekanizmalar1 (Koagulasyon ve Hemostaz).
Fizyoloji DersKitab: Cilt 1, 1. U. C. T. F. Fizyoloji Anabilim Dal:, /stanbul.
Ulutin T. (2000) Hemostaz, Koagulasyon Proteinleri veya Faktorleri,
Fibrinolizis, Tromboz, In: Ulutin T., Cengiz M., Yiksel A. (Eds) T:bbi
Biyolojik Bilimler Boltm, T:bbi Biyoloji Ders Notlar:, Nobel T:p Kitabevi.
Turgeon M.L. (1999) Principles of hemostasis and thrombosis, Disorders of
hemostasis and thrombosis, (Third edition ) In:Mary Louise Turgeon (Ed).
Clinical Hematology. Philadelphia, Lippincott Williams&Wilkins (A Wolters
Kluwer Company).

Lane D.A, Mannucci P.M., Saver K.A., e a.( 1996) Inherited
Thrombophilia: Part 1.. Thrombosis Haemostasis 76(5), 651-652.



27.

28.

29.

30.

31
32.

33.

35.

36.

37.

38.

Kumar P.,Clark M.( 1994 ) Bleeding disorders. In: Kumar P.,.Clark M.
(eds).Clinical Medicine. A Textbook for medical students and doctors.
London ELBS (Educational low-priest Books Scheme).

Broze G. (1995) Tisue factor pathway inhibitor. Thromb Haemost 74, 90-93.
Cripe L.D., Moore K.D., Kane W.H. (1992) Structure of the Gene for
Human Coagulation Factor V. Biochemistry 31, 3777-3785.

Kane W.H., Ichinose A, Hagen F.S., Davie E.W. (1987) Cloning of cDNA's
Coding for the Heavy Chain Region and Connecting Region of Human
Factor V, A Blood Coagulation Factor with Four Types of Internal Repeats.
Biochemistry 26, 6508-6514.

www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM Factor V Deficiency Protrombin Deficiency.

Zehnder J.L., Hiraki 0.0., Jones C.D., Gross N., Grumet F.C. (1999) FamiJial
Coagulation Factor V Deficiency Caused by a Novel 4 Base Pair Insertion in
the Factor V Gene, Factor V Standford. Thrombosis Haemostasis 82, 1097--
1099.

Akar N., Yilmaz E., Akar E., Deda G., Sipahi T. (2000)Factor V
(His1299Arg) in young Turkish patients with cerebral infarct. Hemostasis
30(3), 118-122.

. Brown K.P. (1999) Screening for the Factor V Leiden Mutation.. In: Perry

D.J, Pasi K.J. (eds) Hemostasis and Thrombosis Protocols. Totowa New
Jersey, Humana Press Inc.

Lensen R, Rosendaal F., Vandenbroucke J., Bertina R (2000) Factor V
Leiden: the venous thrombotic risk in thrombophilic families. British Journal
of Hematology 110, 939-945.

Derex L., Phillippeau F., Nighoghossian N., Trouilias P., Berruyer M. (1998)
Postpartum cerebral venous thrombosis, congenital protein C deficiencyand
activated protein C resistance due to heterozygous factor V Leiden mutation.
Journal of Neurology, Neurosurgery, Psychiatry 65(5), 801-802.

Gerhardt A, Scharf RE., Beckmann M.W., et al. (2000) Prothrombin and
Factor V Mutations in women with a history of thrombosis during pregnancy
and the puerperium. The New England Journal of Medicine 342(6), 374-379.
Martinelli 1., Bucciarelli P., Margaglione M., Stefano V.D., Castaman G.,
Mannucci P.M. (2000) The risk of venous thromboembolism in family


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM

39.

40.

41.

42.

43.

45.

46.

47.

48.

members with mutations in the genes of factor V or prothrombin or both.
British Journal of Haematology 111, 1223-1229.
Braun A., Miller B., Rosche A.A. (1996) Population study of the G1691A
mutation (R50S0, FV Leiden) in the human factor V gene that is associated
with resistance to activated protein C. Human Genetics 97, 263-264.
Moerloose P., Reber G., Perrier A, Pemeger T., Bounameaux H. (2000)
Prevalence of Factor V Leiden and Prothrombin G20210A mutations in
unselected patients with venous thromboembolism. British Journal of
Haematology 110, 125-129.
Zenz W., Bodo Z., Plotho J., et al. (1998) Factor V Leiden and Prothrombin
Gene G20210A Variant in Children with Ischemic Stroke. Thrombosis
Haemostasi s 80, 763-766.
Bertina RM., Rosendaal F.R. (1998)Venous Thrombosis- The Interaction of
Genes and Environment. The New England Journal of
Medicine 18;338;25, 1840-1841.
Cushman M., Rosendaal F.R, Psaty B.M., et al. (1998) FactorV Leiden is not
a risk factor for arterial vascular disease in the elderly: Results from the
cardiovascular study. Thrombosis Haemostasis 79, 912-915.

. Eskandari M.K., Bontempo F.A., Hassett A.C., Faruki H., Makaroun M.S.

(1998) Arterial Thromboembolic events in patients with the Factor V Leiden
Mutation. The American Journal of Surgery 176, 122-125.

Friedline JA., Ahmad E. E. , Garcia D., et a. (2001) Combined Factor V
Leiden and Prothrornbln  Genotyping in Patients Presenting with
Thromboembolic Episodes. Arch. Path ol. Lab. Med. 125, 105-111.

Handin R.l. (1998) Disorders of the platelet and wessel wall. (14™ ed)..
In:Fauci AS., Braunwald E., Isselbacher J., Wilson G.D., Martin J.B., Kasper
D.L., Hamser SL., Longo D.L. (eds). Harrison's Principles of Internal
Medicine. Sngapore, McGraw Hill Book Co.Ine.

llicin G, Onal S, Biberoglu K., Akalin S., Sileymanlar G.( 1996) Pihtilasma
Bozukluklari. Temel I¢ Hastaliklari. Ankara. Gunes Kitabevi LTD Sti.

Major D.A, Sane D.C., Herrington D.M., Salem W. (2000) Cardiovascular
implications of the factor V Leiden mutation. American Heart Journal.
140(2), 189-195.



49.

50.

Sl

52.

53.

55.

56.

S7.

58.

59.

Rosen S.B., Sturk A. (1997) Activated Protein C Resistance- A Major Risk
Factor for Thrombosis. Eur J. Clin. Chem. Clin Biochem 35(7),501-516.
Simioni P., Prandoni P., Lensing AW.A., et a. (1997) The risk of reeurrent

°%_,GIn mutation in the

venous thromboembolism in patients with an Arg
gene for factor V (Factor V Leiden). The New England Journal of Medicine.
336(6),399-403.

Younis J.S., Ohel G., Brenner B., Haddad S., Lanir N., Ben-Ami N. (2000)
The effect of thrombophylaxis on pregnancy outcome in patients with
recurrent pregnancy loss associated with factor V Leiden. British Journal of
Obstetrics and Gynaecology 107,415-4109.

Iniesta J.A, Corra J., Pardo J.F., Conojero RG., Vicente V.( 1997) Factor V
(Arg°®-+GIn)  Mutation is Ischemic  Cerebrovascular  Disease.
Haemostasis27, 1 05-111.

Herrmann F.H., Koesling M., Schroder W., et al.( 1997) Prevalence of Factor
V Leiden Mutation in Various Populations. Genetic Epidemiology14,403-
411.

.Rosing J, Tans G. (1997) Factor V. Int J Biochem Cell Biol 29(10), 1123-

1126.

Bertina RM. (1997) Factor V Leiden and other coagulation factor mutations
affecting thrombotic risk. Clin Chem 43(9), 1678-1683.

Franco RF, Reitsma PH. (2001) Genetic risk factors of venous thrombosis.
Hum Genet 109, 369-384.

Esmon C.T. (2001) Anticoagulant Protein Crrhrombomodulin Pathway;
Tollefsen D.M. (2001) Antitrombin Deficiency; Greenberg D.L., Devie E\W.
(2001) Introduction to Hemostasis and the Vit KDependent Coagulation
Factors. (8" ed). In: Scriver C.R., Beaudet AL., Sly W.S,, Valle D., Childs
B., Kinzler K.W., Vogelstein B. (eds) The Metabolic and Molecular Bases of
Inherited Disease. USA, The Mc Graw-Hill Companies Inc.

Kapur RK., MillsL.A, Spitzer S.G., Hultin M.B.( 1997) A Protrombin Gene
Mutation is Significantly Associated with Venous Thrombosis.
Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology. 17(11) ,2875-2879.
Rosendaal F.R (1999) Venous thrombosis: a multicausal disease. The Lancet
353 (3) ,1167-1173.



60.

Sandra J.F.D., Davie W. (1987) Nucleotide sequence of the gene for human
prothrombin. Bioehemistry 26, 6165-6177.

61. Kohimeier R., Cho C.G., Bux RC., et al.( 2000) Prothrombin Gene Mutation

Uncommon in Pulmonary Embolism. Southem Medical Journal 93( 11),
1073-1077.

62. Sarig G, Younis JS, Hoffman R, Lanir N, Blumenfeld Z, Brenner B. (2002)

63.

65.

66.

67.
68.

69.

70.

Thrombophilia is common in women with idiopathic pregnancy loss and is
associated with late pregnancy wastage. Fertil Steril 77, 342-7.

Couture P., Demers C., Morissette J, e a. (1998) Type | Protein C
Deficiency in French Canadians. Evidence of a founder effect and association
of specific protein C gene mutations with plasma protein C levels.
Thrombosis Haemostasis 80, 551-556.

. Kluijtmans L.AJ., Heijer M., Reitsma P.H., Heil S.G., Blom H.J., Rosendaal

F.R. (1998), Thermolabile Methylenetetrahydrofolate Reductase and Factor
V Leiden in the risk of Deep Vein Thrombosis. Thrombosis Haemostasis
79,254-258.

Leeson T:S., Leeson C.R, Paparo A.A. (1998) Specialized Connective
Tissue: Blood. Text/Atlas of Histology. Canada W.B. Saunders International
Edition.

Arruda V.R., Bizzacchi JM., Goncalves M.S., Costa F.F. (1997) Prevalance
of the Prothrombin Gene Variant (nt 20210A) in Venous Thrombosis and
Arterial Disease. Thrombosis Haemostasis 78, 1430-1433

Dahlback B. (2000) Blood Coagulation. Lancet 355(9215), 1627-1632.
Bavikatty N.R, Killeen AA, Akel N., Normolle D., Schmaier A.H.
(2000)Association of the Prothrombin G20210A mutation with FactorV
Leiden in a Midwestern American Population American Journalaf Clinical
Pathology 114, 272-275.

Dubreuil R.M., Dawson D.A., Minster M. (1999) Development of an
internal restriction control in the PCR detection of the protrombin 20210A
mutation. Clin.Lab.Hem 21, 281-83.

Kujovich J.L., Goodnight S.H.( 1998) Factor V Leiden and the Prothrombin
Gene Mutation: Two Common Genetic Defects Associated with Thrombosis.
WJIM 168(6), 524-525.



71.

72.

73.

74.

75.
76.

77

78.

79.

80.

81.

Stefano V., Martinelli I, Manucci M.P., (1999) The risk of recurrent deep
venous thrombosis among heterozygous carriers of both Factor V Leiden and
The G20210A prothrombin mutation. The New England Journal of Medicine
341 (11) ,801-806.

Zawadski C., Gaveriaux V., Trillot N., et al. (1998) Homozygous G20210A
Transition in the Prothrombin Gene Associated with Severe Venous
Thrombotic Disease: Two Cases in a French Family. Thromb. Haemost 80,
1027-1028.

Girolami A, Simioni P, Scarano L, Carraro G. (1999) Prothrombin and the
prothrombin 20210 G to A polymorphism: their relationship with
hypercoagulability and thrombosis. Blood Rev 13, 205-210.

Goyette P, Pai A, Milos R, Frosst P, Tran P, Chen Z, Chan M, Rozen R.
(1998) Gene structure of human and mouse methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR), Mammalian, Genome, 9, 652-656.
www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cqi?id=607093.

Botto L.D., Yang Q. (2000) 5,10-Methylenetetrahydrofolate Reductase Gene
Variants and Congenital Anomalies: A Huge Review. Am J Epidemiol 151(9),
862-77.

Daly SF., Molloy A.M., Mills JL., et al. (1999) The Influence of 5,10
Methylenetetrahydrofolate Reductase Genotypes On Enzyme Activity In
Placental Tissue. Br J Obstet Gynaecol 106 , 1214-1218.

Homberger G., Linnebank M., Winter C., et al. (2000) Genomic Structure
and Transcript Variants of the Human M ethylenetetrahydrofolate Reductase
Gene. Eur J Hum Genet 8(9), 725-729.

Rozen R. (1998) Methylenetetrahydrofolate Reductase in Vascular Disease.
Neural Tube Defects and Colon Cancer, SA. Europharma.

Tonetti C., Burtscher A., Bories D., Tulliez M., Zittoun J. (2000)
Methylenetetrahydrofolate Reductase Deficiency in Four Siblings: A
Clinical, Biochemical, and Molecular Study of the Family. Am J Med Genet
91(5), 363-367.

Rady P.L., Tyring S. K., Hundnall S. D, & a. (1999
Methylenefetrahydrofolate Reductase (MTHFR): The Incidenee of Mutations



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=607093

82.

83.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

C677T and A1298C in the Ashkenazi Jewish Population. Am J Med Genet
86(4), 380-384.

Demuth K., Moatti N., Hanon O., et a. (1998) Opposite Effects of Plasma
Homocysteine and the Methylenetetrahydrofolate Reductase C677T
Mutation on Carotid Artery Geometry in Asymptomatic Adults. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 18(12),1838-1843.

Friedman G., Goldschmidt N., Friedlander Y., et a. (1999) Common
Mutation A1298C in Human Methylenetetrahydrofolate Reductase Gene:
Association with Plasma total Homocysteine and Folate Concentrations. J
Nutr 129(9), 1656-1661.

. Goyette P., Rozen R. (2000) The thermolabile variant 677C-->T can further

reduce activity when expressed in cis with severe mutations for human
methylenetetrahydrofolate reductase. Hum Mutat 16(2), 132-8.

Lee HA., Choi JS, Ha KS,, Yang D.H, Chang SK., Hong SY. (1999)
Influence of 5,10- Methylenetetrahydrofolate Reductase Gene Polymorphism
on Plasma Homocysteine Concentration in Patients With End-Stage Renal
Disease. Am J Kidney Dis 34(2), 259-263.

Schmitz C., Lindpainter K., Verhoef P., Gaziano JM, Buring J. (1996)
Genetic  Polymorphism of Methylenetetrahydrofolate Reductase and
Myocardial Infarction. A case-control study. Circulation 94(8), 1812-1814.
Schneider JA., Rees D.C, Lwu Y.T. Clegg J B. (1998) Worldwide
Distribution of a Common Methylenetetrahydrofolate Reductase Mutation.
Am J Hum Genet 62(5), 1258-1260.

Sell SM., Lugemwa P.R. (1999) Development of a Higly Accurate, Rapid
PCR-RFLP Genotyping Assay for the Methylenetetrahydrofolate Reductase
Gene. Genet Test 3(3), 287-289.

Verhoef P, Hennekens CH, Malinow MR, Kok FJ, Willett WC, Stampfer
MJ. (1994) A Prospective Study of Plasma Homocyst(e)ine and Risk of
Ischemic Stroke. Stroke 25(10), 1924-1930.

Letsky E.A., Swiet M., (1994) Maternal hemostasis coagulation problems of
pregnancy. In: Loscalzo J, Schafer Al (Eds) Thrombosis and Hemorrhage.
Blackwell Scientific Publications.



91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Hellgren M. (1996) Hemostasis during pregnancy and puerperium.
Haemostasi s 26(4), 224-247.

Ralph L., Nachman M. Silverstein R.(1993) Hypercoagulable states. Ann
Intem Med. 119, 819-827.

Tulppala, M., Bjorses. U.M., Stenman, U.H. (1991) Luteal phase defect in
habitual abortion: progesterone in saliva. Fertil Steril 56(1), 41-4.
Hoppensteadt D.A, Jeske W., Fareed J., Berrnes E.W. (1995) The role of
tissue factor pathway inhibitor in the mediation of the antithrombotic actions
of Heparin and low-molecular-weight-heparin. Blood Coagulation and
Fibrinolysis 6(1), 57-64.

Oogting J.D., Derksen HW.M., Bobbink W.G. (1993) Antiphospholipid
antibodies directed against a combination of phospholipids with
prothrombin, protein c, or protein s.: An explanation for their pathogenic
mechanism. Blood 10, 2618-2625.

Kalafatis M., Mann K. (1997) Factor V leiden and thrombophilia.
Arteriosclerosis thrombosis and vascular biology 17, 620-627.

Faioni E.M., Razzari C, Martinelli |, Mannucci P.M. (1997) Resistance to
activated protein ¢ in unselected patients with arterial and venous
thrombosis. American journal of hematology 55, 59-64.

Clark P., Walker I.D., Greer I.(1999) Acquired activated protein-C resistance
in pregnancy and association with increased thrombin generation and fetal
weight. Lancet 353(9149), 292-3.

Ogunyemi D., Ku W., Arkel Y. (2002) The association between inherited
thrombophilia, antiphospholipid antibodies and lipoprotein a levels with
obstetrical complications in pregnancy. J Thromb Thrombolysis 14(2), 157-
62.

100. Rey E., Kahn S.R., David M., Shrier I. (2003) Thrombophilic disorders and

fetal loss: a meta-analysis. Lancet. 15(361), 901-8.

101. Benedetto C., Marozio L., Salton L., Maula V., Chieppa G., Massobrio M.

(2002) Factor V Leiden and Factor |1 G20210A in preeclampsia and HELLP
syndrome. Acta Obstet Gynecol Scand 81(12), 1095-100.



102. Rai R., Shleba A., Cohen H., et al., (2001) Factor V Leiden and acquired
activated protein C resistance among 1000 women with recurrent
miscarriage. Hum Reprod 16(5), 961-5.

103. Brenner B., Blumenfeld Z. (1997) Thrombophilia and fetal loss. Blood Rev
11(2), 72-9.

104. Brenner B. (2000) Inherited thrombophilia and fetal loss. Curr Opin
Hematol 7(5), 290-5.

105. Preston F.E., Rosendaal FR., Walker I.D., et a. (1996) Increased fetal loss
in women with heritable thrombophilia. Lancet 5(348), 913-6.

106. Kutteh W.H., Park V.M. and Deitcher S.R. (1999) Hypercoagulable state
mutation analysis in white patients with early first-trimester recurrent
pregnancy loss. Fertil Seril 71(6), 1048-53.

107. Garner P. (1995) Changes in protein ¢ and protein s levels in normal
pregnancy. Am J Obstet Gynecol 172, 147-150.

108. Tengborn L., Berggvist D., Matzsch T., Bergqvist A., Hedner U. (1989)
Recurrent thromboembolism in pregnancy and puerperium. Is there a need
for thromboprophylaxis? Am J Obstet Gynecol 160(1), 90-4.

109. Ral R, Cohen H., Dave M., Regan L. (1997) Randomised controlled trial
of aspirin and aspirin plus heparin in pregnant women with recurrent
miscarriage associated with phospholipid antibodies (or antiphospholipid
antibodies). BMJ 314(7076), 253-7.

110. Sartori MT, Wiman B, Vettore S, Dazzi F, Girolami A, Patrassi GM.
(1998) 4G/5G polymorphism of PAI-1 gene promoter and fibrinolytic
capacity in patients with deep vein thrombosis. Thromb Haemost. 1998
Dec;80(6):956-60.

111. Behague I, Poirier O, Nicaud V, et al. (1996) Beta fibrinogen gene
polymorphisms are associated with plasma fibrinogen and coronary artery
disease in patients with myocardial infarction. The ECTIM Study. Etude
Cas-Temoins sur I'Infarctus du Myocarde. Circulation 93(3), 440-9.

112. Miloszewski K. Losowsky M. (1988) Fibrin stabilisation and factor XlI1
deficiency. In: L Frands (ed.) Fibrinogen, Fibrin Stabilisation and
Fibrinolysis. West Sussex Horwood Publishing Limited.



113. Gris JC, Ripart-Neveu S, Maugard C, et a. (1997) Respective
evaluation of the prevalence of haemostasis abnormalities in unexplained
primary early recurrent miscarriages. The Nimes Obstetricians and
Haematologists (NOHA) Study.
Thromb Haemost 77(6), 1096-103.

114. Bojesen SE, Juul K, Schnohr P, Tybjaerg-Hansen A, Nordestgaard BG.
(2003) Platelet glycoprotein 11b/Illa homozygosity associated with risk
of ischemic cardiovascular diseases and myocardial infarction in young
men: the Copenhagen City Heart Study. J Am Coll Cardiol 42(4), 661-
667.

115. Coulam CB, Jeyendran RS, Fishel LA, Roussev R. (2006) Multiple
thrombophilic gene mutations rather than specific gene mutations are risk
factors for recurrent miscarriage.Am J Reprod Immunol 55(5), 360-8.

116. Nelson D.L, Cox M.M., (Eds) (2000) (Third Ed.) Lehninger Principles of
Biochemistry. NY, Worth Publishers.

117. (http://en.wikipedia.org/).

118. Brigden ML. (1997) The hypercoagulable state. Who, how, and when to
test and treat. Postgrad Med 101(5), 249-52, 254-6, 259-62 passim. Review.

119. Bick RL. (2000)Recurrent miscarriage syndrome and infertility caused by

blood coagulation protein or platelet defects. Hematol Oncol Clin North Am
14(5), 1117-31. Review.

120. Kupferminc MJ, Eldor A, Steinman N, Many A, Bar-Am A, Jaffa A, Fait
G, Lessing JB. Increased frequency of genetic thrombophilia in women with
complications of pregnancy. N Engl JMed. 1999 Jan 7;340(1):9-13. Erratum
in: N Engl JMed 1999 Jul 29;341(5):384.

121. Schmidt-Saros C, Schwartz LB, Lublin J, Kaplan-Grazi D, Saros P, Perle
MA. (1998) Chromosomal analysis of early fetal losses in relation to
transvaginal ultrasonographic detection of fetal heart motion after infertility.
Fertil Seril 69(2), 274-7.

122. Younis JS. (2000) Thrombophilia and recurrent fetal loss-related? Fertil
Seril 73(3), 652-4.

123. Junker R., Koch H.G., Auberger K., Munchow N. (1999) Prothrombin
G20210A gene mutation and further prothrombotic risk factors in childhood


http://en.wikipedia.org/

thrombophilia. Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology 19, 2568-
2572.

124. Akar N., Akar E., Dagin G., Soziioz A., Omirli K., Cin S. (1997)
Frequency of Factor V (1691G~A) Mutation in Turkish Population.
Thrombosis Haemostasis 78, 1527-1529.

125. Pauer HU, Voigt-Tschirschwitz T, Hinney B, Burfeind P, Wolf C, Emons
G, Neesen J.  (2003) Analyzes of three common thrombophilic gene
mutations in German women with recurrent abortions. Acta Obstet Gynecol
Scand 82(10), 942-7.

126. Carp H, Salomon O, Seidman D, Dardik R, Rosenberg N, Inbal A. (2002)
Prevalence of genetic markers for thrombophilia in recurrent pregnancy loss.
Hum Reprod 17(6), 1633-7.

127. Tal J, Schliamser LM, Leibovitz Z, Ohel G, Attias D. (1999)A possible
role for activated protein C resistance in patients with first and second
trimester pregnancy failure. Hum Reprod 14(6),1624-7.

128. Altinigik J., Trombozlu hastalarda FV Leiden (G1691A) ve Protrombin
G20210A mutasyonlarinin arastiriimast. (2001)istanbul Uni. SBE, Genetik
Anabilim Dal1.

129. Pauer HU, Neesen J, Schloesser M, Hinney B, Rauskolb R. (2000)
Homozygous factor V Leiden mutation in a woman with multiple adverse
pregnancy outcomes.
Arch Gynecol Obstet 264(3), 164-5.

130. Brenner B, Sarig G, Weiner Z, Younis J, Blumenfeld Z, Lanir N. (1999)
Thrombophilic polymorphisms are common in women with fetal loss
without apparent cause. Thromb Haemost 82(1), 6-9.

131. Ridker PM, Miletich JP, Buring JE, et al. (1998) Factor V Leiden mutation
as a risk factor for recurrent pregnancy loss. Ann Intern Med 128(12 Pt 1),
1000-3.

132. Aksoy M, Tek I, Karabulut H, Berker B, Soylemez F.(2005) The role of
thrombofiliarelated to Factor V Leiden and Factor |1 G20210A mutations in
recurrent abortions. J Pak Med Assoc. 2005 Mar;55(3):104-8.



133. Kutteh WH, Triplett DA. (2006) Thrombophilias and recurrent pregnancy
loss.

Semin Reprod Med. 2006 Feb;24(1):54-66. Review.

134. Guyan N.A Prothrombin G20210A Polymorphism in Thrombophilia
(2000) Mayo Clin Proc 75, 595-604.

135. Morange P.E., Barthet M.C., Henry M., etal. (1998) A Three-generation
Family Presenting Five Cases of Homozygosity for the 20210 G to A
Prothrombin Variant. Thrombosis Haemostasis 80, 859-860.

136. Dilley A, Benito C, Hooper WC, et al. (2002) Mutations in the factor V,
prothrombin and MTHFR genes are not risk factors for recurrent fetal loss. J
Matern Fetal Neonatal Med 11(3),176-82.

137. Goodman CS, Coulam CB, Jeyendran RS, Acosta VA, Roussev R. (2006)
Which thrombophilic gene mutations are risk factors for recurrent pregnancy
loss? Am J Reprod Immunol 56(4), 230-6.

138. Jivra S, Rai R, Underwood J, Regan L. (2006) Genetic thrombophilic
mutations among couples with recurrent miscarriage. Hum Reprod 21(5),
1161-5.

139. Castoldi E, Simioni P, Kalafatis M, et a. (2000) Combinations of 4
mutations (FV R506Q, FV H1299R, FV Y 1702C, PT 20210G/A) affecting
the prothrombinase complex in athrombophilic family. Blood 96(4), 1443-8.

140. Wramsby ML, Sten-Linder M, Bremme K. (2000) Primary habitual
abortions are associated with high frequency of factor V Leiden mutation.
Fertil Seril 74, 987-91.

141. Alonso A, Soto I, Urgelles MF, Corte JR, Rodriguez MJ, Pinto CR.
(2002) Acquired and inherited thrombophilia in women with
unexplained fetal losses. Am J Obstet Gynecol 187(5), 1337-1342.

142. Nelen WL, Blom HJ, Thomas CM, Steegers EA, Boers GH, Eskes TK.
(1998) Methylenetetrahydrofolate reductase polymorphism affects the
change in homocysteine and folate concentrations resulting from low dose
folic acid supplementation in women with unexplained recurrent
miscarriages. J Nutr 128(8),1336-41.

143. Pihusch R, Buchholz T, Lohse P, et a.( 2001) Thrombophilic gene

mutations and recurrent spontaneous abortion: prothrombin mutation



increases the risk in the first trimester. Am J Reprod Immunol 46(2), 124-
131.

144. Dobson AT, Davis RM, Rosen MP, Shen S, Rinaudo PF, Chan J,
Cedars MI. (2007) Methylenetetrahydrofolate reductase C677T and A1298C
variants do not affect ongoing pregnancy rates following I'VF. Hum Reprod.
22(2):450-6.

145. Bagley PJ, Jacob S. (1998) A common mutation in the
Methylenetetrahydrofolate Reductase Gene is Associated with an
Accumulation of Formylated tetrahyrdrofolates in Red Blood Cells. Medical
Sciences 95, 13217-13220.

146. Bailey LB, Duhaney RL, Maneval DR, et al. (2002) Vitamin B-12 status is
inversely associated with plasma homocysteine in young women with C677T
and/or A1298C methylenetetrahydrofolate reductase polymorphisms. J Nutr
132(7), 1872-8.

147. Kim YI. (2000) Methylenetetrahydrofolate reductase polymorphisms,
folate, and cancer risk: a paradigm of gene-nutrient interactions in
carcinogenesis.

Nutr Rev. 58(7), 205-9.

148. Rosenblatt, D.S. (2001) Methylenetetrahydrofolate Reductase. Clin. Invest.
Med 24(1), 56-59.

149. Weisberg I, Tran P, Christensen B, Sibani S, Rozen R.( 1998) A second
genetic polymorphism in methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR)
associated with decreased enzyme activity. Mol Genet Metab 64(3), 169-72.

150. Coppens M, Kaandorp SP, Middeldorp S. (2006) Inherited
thrombophilias.

Obstet Gynecol Clin North Am. 33(3):357-74. Review.

151. Blumenfeld Z, Brenner B. (1999) Thrombophilia-associated pregnancy
wastage.

Fertil Seril 72(5), 765-74.

152. Nelen WL, van der Molen EF, Blom HJ, Heil SG, Steegers EA, Eskes TK.
(1997) Recurrent early pregnancy loss and genetic-related disturbances in
folate and homocysteine metabolism. Br J Hosp Med 58(10), 511-3.



153. Nelen WL, Blom HJ, Steegers EA, den Heijer M, Eskes TK. (2000)
Hyperhomocysteinemia and recurrent early pregnancy loss: a meta- analysis.
Fertil Seril 74, 1196-9.

154. Holmes ZR, Regan L, Chilcott I, Cohen H. (1999) The C677T MTHFR
gene mutation is not predictive of risk for recurrent fetal loss. Br J Haematol
105(1), 98-101.

155. Franco RF, Reitsma PH. (2001) Genetic risk factors of venous thrombosis.
Hum Genet 109, 369-84.

156. Dahlback B, Zoller B, Hillarp A. Inherited resistance to activated protein C
caused by presence of the FV. Q506 allele as a basis of venous thrombosis.
Haemostasis 1996; 26: 301-14.

157. Finan RR, Tamim H, Ameen G, Sharida HE, Rashid M, Almawi WY..
(2002) Prevalence of factor V G1691A (factor V-Leiden) and
prothrombin G20210A gene mutations in arecurrent miscarriage
population. Am J Hematol 71, 300-305.

158. Souza SS, Ferriani RA, Pontes AG, Zago MA, Franco RF. (1999) Factor V
leiden and factor |1 G20210A mutations in patients with recurrent abortion.
Hum Reprod 14, 2448-50.

159. Foka ZJ, Lambropoulos AF, Saravelos H, et al. (2000) Factor V leiden and
prothrombin  G20210A mutations, but not methylenetetrahydrofolate
reductase C677T, are associated with recurrent miscarriages. Hum Reprod
15, 458-62.

160. Pauer HU, Neesen J, Hinney B. (1998) Factor V Leiden and its relevance
in patients with recurrent abortions. Am J Obstet Gynecol 178(3), 629.

161. Balasch J, Reverter JC, Fabregues F, et al. (1997) First-trimester repeated
abortion is not associated with activated protein C resistance. Hum Reprod
12, 1094-7.

162. Dizon-Townson DS, Kinney S, Branch DW, Ward K. (1997) The factor V
Leiden mutation is not a common cause of recurrent miscarriage. J Reprod
Immunol 34(3), 217-23.

163. Dulicek P, Chrobak L, Kalousek |, Pesavova L, Pecka M, Stransky P.
(1999) Isfactor V Leiden arisk factor for fetal loss? Acta Med 42(3), 93-6.



164. Brenner B, Mandel H, Lanir N, et a. (1997) Activated protein C resistance
can be associated with recurrent fetal loss. Br J Haematol 97, 551-4.

165. Martinelli I, Taioli E, Cetin I, et a. (2000) Mutations in coagulation factors
in women with unexplained | ate fetal loss. N Engl J Med 343, 1015-8.

166. Regan L, Rai R. (2002) Thrombophilia and pregnancy loss. J Reprod
Immunol 55, 163-180.

167. Deitcher SR, Park VM, Kutteh WH. (1998) Prothrombin 20210 G A
mutation analysis in Caucasian women with early first trimester
recurrent pregnancy loss. Blood 92(Suppl . 1), 118b.

168. Dahlback B, Carlsson M, Svensson PJ. (1993) Familial thrombophilia due
to a previously unrecognized mechanism characterized by poor anticoagulant
response to activated protein C: prediction of a cofactor to activated protein
C.. Proc Natl Acad Sci U SA 90(3), 10041008.

169. Bare SN, Poka R, Balogh I, Ajzner E. (2000) Factor V Leiden asarisk
factor for miscarriage and reduced fertility. Aust N Z J Obstet Gynaecol
40(2), 186-190.

170. Brenner B, Vulfsons SL, Lanir N, Nahir M. (1996) Coesxistinence of
familial antiphospholipid syndrome and foctor V Leiden: impact on
thrombotic dathesis. Br J Haemmatol 94: 166-167.

171. Kluijtmans LA, van den Heuvel LP, Boers GH, et a. (1996) Molecular
genetic analysis in mild hyperhomocysteinemia: a common mutation in the
methylenetetrahydrofolate reductase gene is a genetic risk factor for
cardiovascular disease. Am J Hum Genet 58(1), 35-41.

172. Kupferminc MJ, Eldor A, Steinman N, et a. (1999) Increased
frequency of the genetic thrombophilia in women with complications of
pregnancy. N Eng J Med 340, 9-13.

173. Tranquilli AL, Giannubilo SR, Del'Uorno B, Grandone E. (2004)
Adverse pregnancy outcomes are associated with multiple maternal
thrombophilic factors. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 117(2),144-
147.



