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1. 0ZET

Tromboz yatkinligi, kalitimla ya da sonradan edinilen etkenlere bagli olarak gelisen bir
bozukluktur. Edinsel etkenlere maruz kalmanin &nlenebilirligi ve patofizyolojinin
agiklanmasinda, ¢ogu zaman, tek bir grup etkenin yeterli olmamasi, 6zellikle kalitsal

tromboz yatkinligi ile aragtirmalarin 6n plana ¢ikmasina neden olmugtur.

Gebelige bagli, nedeni agiklanamayan hipertansiyon, preeklampsi, eklampsi, intrauterin
gelisme geriligi, intrauterin fétus Oliimii, plasenta dekolmani gibi gebelikle iligkili
komplikasyonlar, anne ve fGtus Olim nedenlerinin 6nemli bir bSlimiint
olusturmaktadir. Bu komplikasyonlarin gelisiminde endotel islev bozuklugu,
vazokonstriksiyon, plasenta iskemisi ve pihtilasma artiginin rol oynadigi, bu etkenlerin

uterusla plasenta arasindaki dolagimin yetmezligine yol agtif1 gosterilmigtir.

Tromboza yol agan kalitsal etkenlerden pihtilagma ve fibrin yikim diizeneklerinde yer
alan molekiillere ait kusurlar, gebelikle iligkili bu bozukluklarda arastirilmaktadir. Bu
caligmada, tromboza yatkmligi arttirdigr diigiintilen kalitsal etkenlerden, pihtilasma
diizenegi icinde yer alan faktér V, metionin-homosistein dongiisiinde gorev yapan
metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi ve fibrin yikiminda diizenleyici gorevi yapan
plazminojen aktivatér inhibit6rii-1 molekiillerine iligkin kusurlarin, nedeni
agiklanamayan komplikasyonlu ve saglikli gebelerdeki sikligi, klinik ve demografik

Ozelliklerle iligkisi incelenmistir.

Ilerleyen yillarda, riskli gebeliklerin erken donemlerinde, kalitsal tromboz yatkinlig:
etkenlerine yo6nelik koruyucu tedaviler uygulanmasinin rutin hale gelebilecegi 6ne

siirlilmektedir. Bu tip ¢aligmalarin, bu konuya katki yapmasi beklenmektedir.



2. SUMMARY

The Incidence and Interpretation of Factor V A4070G, Methylenetetrahydrofolate
Reductase A1298C, and Plasminogen Activator Inhibitor-1 4G/5G Mutation Rates
In Women With Complicated Pregnancies of Unknown Etiology

Thrombophilia is a disorder, developing due to acquired or heritable factors. The
preventable feature of acquired factors and the inefficiency of solely a group of

etiologic causes, raise the importance of reserach on heritable factors of thrombophilia.

Pregnancy complications with an unknown cause like pregnancy-induced hypertension,
pre-eclampsia / eclampsia, intrauterine foetal death, intrauterine growth retardation and
abruptio placentae are the major causes of maternal and foetal morbidity and mortality.
Endothelial dysfunction, vasoconstriction, plasental ischemia, and increased coagulation
are shown to be associated with the development of these complications by leading to
utero-placental insufficiency.

The association of defects in coagulation and fibrinolysis are currently being
investigated in pregnancy complications with an unknown cause. In this study, in
women with healthy and complicated pregnancies, the incidence of the defects of factor
V of the coagulation cascade, methylenetetrahydrofolate reductase enzyme in
methionine-homocysteine cycle, and plasminogen activator inhibitor-1 in fibrinolysis

regulation and their relation to the clinical findins have been analysed.

Preventive measures against heritable thrombophilic causes can be applied in
management of pregnancies under risk, in the future. Such studies are expected to have

additive effect on the knowledge about the subject.



3. GIRIS VE AMAC

Preeklampsi, plasenta dekolmani, intrauterin gelisme geriligi (IUGG) ve intrauterin
fotus Sliimii anne ve fotusun morbidite ve mortalite risk oranmi arttiran durumlardir
(22,105). Nedenleri her zaman tam olarak bilinememektedir; ancak her biri, plasenta
damar yapis1 ve hemostazdaki bozukluklardan kaynaklanan ve anne ile fotus arasindaki
aligverisi yetersiz kilan etkenlere baglh olabilir (32,105). Preeklampsi iizerine yakin
gecmiste yapilmis ¢aligmalarda endotel islev bozuklugu, vazokonstriksiyon, plasenta
iskemisi ve pihtilagma artigmin anormal plasenta gelisimiyle iligkili olabilecegi ve
bunun plasentadaki perfiizyonu bozabilecegi 6ne siiriilmiistiir (105,108). Normal bir
gebelikte trofoblast hiicreleri uterus spiral arterlerinin duvarina go¢ eder. Bu sekilde
damar kas duvarim yitirir ve daha gevgek bir duruma geger ve plasentayi, olasi en fazla
miktardaki kanin beslemesine izin verir (131). Sorunlu gebeliklerde anneyle fGtus
arasindaki trofoblast gdc¢iindeki yetersizlik arterlerin ¢apimin dar kalmasina yol agar.
Bunu izleyen, asir1 pihtilasmadan kaynaklanan tromboz, intervilloz araligin yetersiz
kanlanmasi, preeklampsi, plasentada enfarkt, IlUGG dekolman ve intrauterin fotal 6liime
neden olabilir (32). Plasentanin vaskiiler lezyonlarinin trombozla iligkili olan nitelikleri
ve trombofililerin yol ac¢tigi tromboz riski artisi, yukarda amilan ciddi gebelik
komplikasyonlariyla, edinilmis ya da kalitsal trombofililer arasinda bir iligki
olabilecegine isaret etmektedir (105).

1999 yilinda yaymlanan bir ¢aligmada, Kupferminc (66) ve arkadaglari tarafindan
preeklampsi, [UGG, nedeni agiklanamamis intrauterin fotus 6liimii ya da plasenta
dekolman: goriilen gebeliklerde, taranan trombofilik mutasyonlarin (faktor V Leiden,
metilentetrahidrofolat rediiktaz [MTHFR] C677T ve protrombin G20210A) saglikh
gebeliklerden daha yiiksek oranda bulundugu kaydedilmistir. Bu  ve benzeri
¢aligmalarin, bazi klinisyenleri, trombofilik mutasyonlarin riskli gebeliklerde taranmasi

yoniinde davranmaya gotiirebilecegi diistiniilmektedir.

Bu bilgilere dayanilarak, tromboz yatkinligini arttirdifina iligkin bulgular bildirilmis
olan, plazminojen aktivator inhibitorii-1 geni 4G/5G polimorfizmi, faktér V A4070G
nokta mutasyonu ve MTHFR enziminin etkinligini distirdigti gosterilmis olan A1298C



polimorfizmi  sikliklarimin, saghikli ve komplikasyonlu gebelerde belirlenip
kargilastirilmasi, klinik gidis ve biyokimyasal degerlerle iliskisinin incelenmesi
planlanmigtir. Uzun erimde ise, denek sayisinin arttirilmasi ve kalitsal tromboz
yatkinifina yol agtigt bilinen ya da dislintilen gen bélgelerinin gogaltilmasiyla,
calismanin kapsaminin genisletilmesi hedeflenmektedir. Gelecekte, gebelikte de kalitsal
tromboz yatkinlifi olan kigilere, gebeligi erken doneminde koruyucu tedavi

uygulamasinin giindeme ‘gelebilecegi diigiiniilebilir.



4. GENEL BILGILER

4.1 Plasenta

Plasenta ve fotus zarlar, fotusu anneden ayiran, ancak bu ikisinin kan dolagimlari
arasinda madde aligverigine izin veren yapilardir. Plasenta aracilifiyla besinler ve
oksijen fotusa aktarilirken, atik tirtinler de fotustan uzaklastirilir. Bu metabolik islevin
yanisira, plasentanin $nemli endokrin ve immunolojik islevleri bulunmaktadr (113).

Fotusun sagligi, uterus ve plasentadan olusan sistemdeki kan akiminin yeterliligiyle
dogrudan baglantilidir. Fotus ile anne arasindaki bu birimin hemostatik dengesinin
saflanmasi i¢in, embriyo kan damart hiicrelerinde gergeklesen pihtilagmanin
etkinlestirilmesinden ve engellenmesinden sorumlu diizenleyici molekiillerin etkilesimi

gereklidir (113).

4.1.1 Plasenta Anatomisi

Anne ile fotusu birbirine baglayan uteroplasental sistemde koryon, amniyon sivisi ve
amniyon zarindan olusan bir sistem bulunmaktadir. Parakrin sistem olarak bilinen bu
yapilarin biiyiik bolimiinde damar olusumu yoktur ve islevi embriyonun fiziksel
korunmasmnin ve fotusla anne arasindaki (makromolekiillerin aktarilmasi ve atik

maddelerin uzaklastiriimasi gibi) aligverisinin saglanmasidir (71).

Plasenta ise damardan oldukga zengindir. Hem anneden hem de fotustan kan akimi alma
ozelliginin benzeri yoktur. Fétus-anne baglantisimin plasenta ayagi anne ve fotustan
kaynaklanan iki bilegenden olugmaktadir. Plasentanin maternal yiiziindeki bileseni
desidua tabakalarindan biri olan desidua bazalis tarafindan olusturulur (71). Desidua
gebe uterusunun islevsel tabakasina verilen addir. Annenin dolagimindan gelen kan,
endometriyum ve desiduadaki spiral arterler yoluyla plasenta villuslari arasindaki
bosluga (intervilloz aralik) gelir. Maternal kan bu damarlardan ¢ikarak, intervilloz
araliga akar ve villuslarin yiizeyini kaplayan sinsityotrofoblast hiicreleriyle temas eder.
Ikinci bilesen ise fotus kanidir. Fétus kant plasenta villuslarinin i¢inde bulunan kilcallar,
arteriyoller ve veniillerin digina ¢ikmaz; bdylece anne kani ve f6tus kant arasindaki

madde aligverisi sirasinda, bu ikisi birbiriyle asla temas etmez. Fétusta dolagan,
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oksijenden fakir kan iki umblikal arter yoluyla toplanip plasentaya getirilirken, bir
umblikal ven plasentadan topladig1 kant ve besinleri fotusa gétiirtir (71,87).

Memeli embriyogenezi strasinda, blastosist evresinde ve implantasyon oncesinde
goriilen ilk farklilasmada, 6zellesmis epitel hiicreleri olan trofoblastlar (TB) olusur.
TB’ler daha sonra, feto-maternal arabirimin embriyo yliziinii olugturarak ve
implantasyon ile plasenta gelisimini saglar (64). Bu islemlerin gergeklesmesi i¢in
desidua yoniindeki TB’ler gelisip, birleserek sinsityotrofoblastlar1 (STB) olusturur.
Altta kalan sitotrofoblastlar embriyo ile sinsityum adi verilen tabaka arasinda bir smir
olugturur ve daha sonra plasenta villular1 ve intervilloz araliklarin olugmasim saglar.
STB’ler plasenta villuslanmn yiizeyini kaplar; plasenta hormonlannin salgilanmasiyla
besin, kan gazi, immunoglobulin aligveriginin yamsira, kan damart hiicrelerinin

islevlerine de sahiptir (64).

Plasenta villuslarindaki farklilagmayan sitotrofoblastlar gebeligin sonuna kadar kalir ve
daha sonraki farkhilasma i¢in Onciiliik yapar. Plasenta olusumu sirasinda f6tusun
sitotrofoblastlart hiicre stitunlart olusturarak endometriyumu isgal etmeye baslar ve
boéylece fotusun endometriyuma tutunmasi ve plasentaya dogru kan akimimin olugmasim
kolaylagtirir. TB’lerin bir kismu da maternal spiral arterlerin endotel hiicrelerinin yerini
almaya baglar ve adhezyon reseptorlerini degistirerek, yerini aldiklar1 endotele benzer
hale gelir (131). ‘Gebelikte goriilen, preeklampsi, intra-uterin gelisme geriligi gibi
komplikasyonlarin bir kisminda trofoblastlarin endotel yiizey isaretlerine (marker) sahip
olmadiklar1 gésterilmistir (39). Bu bulgu adhezyon reseptdr fenotipindeki degisikligin,
plasentanin normal gelisimi i¢in gerekli olabilecegini diiglindiirebilir  (68).
Endometriyumun invazyonu ve hiicrelerin farklilagmasi embriyoya yarar saglarken,
desiduadan kanama riskini ve buna bagh olarak plasentanin erken ayrilmasi (abruptiyo
plasenta) ve diigiik (abortus) riskini arttirir. Bu ylizden, plasentada hemostazin

saglanmasi igin bolgesel pihtilagma kontroliiniin saglanmas: 6nemlidir (53,68).

4.2 Hemostaz

Kiigiik ¢apli damarlarin yaralanmasi sonucunda dolagimdaki kan ve damar duvan

arasinda gelisen bir dizi olay, yaralanan damardan kan kaybini birka¢ dakika iginde



sonlandirir. Bu duruma hemostaz adi verilir (77). Hemostaz, hasar géren damarlarin
trombosit ve fibrinden olusan bir tikag ile kapatilmasi sayesinde gergeklesir. Fibrin
plazma ve trombosit graniillerinde bulunan, dolagimdaki fibrinojenden (340 kDa)
saglanir (104). Trombositlerce olusturulan birincil tikag fibrinle kararli duruma
déniigtiiriilene dek, bdlgedeki kan akiminin basinciyla yerinden sokiilecek ve kanama
stirecektir (sekil 4.1).

Damar yaralanmasi ayrica, pihtilasma faktorlerini de harekete gegirir. Bir dizi
etkinléstirme sonucunda olusan trombin, plazmadaki ¢6ziinebilir fibrinojeni,
¢oziilemeyen fibrine doniistiiriir (sekil 4.2). Fibrinin katilimi, ilkine oranla daha direngli
olan ve fibrin yikim (fibrinoliz) sisteminin galigmasi diginda pargalanmayacak olan
ikincil tikaci olusturur. Asir1 ve kontrolsiiz kanamaya yol agan bozukluklar baglica
1)damar duvari, 2)trombositler, 3) pihtilasma diizenegi ve 4) fibrinoliz yitkimindaki,
dogumdan gelen ve edinilmis kusurlar olarak smiflandirilabilir (104,15).

Hemostaz duragan degil, siirekli isleyen, dinamik bir diizenegin pargasidir. Eger kontrol
edilmezse agir1 fibrin olusumu yoluyla damar tlkaﬁlkllglna yol agacaktir. Viicutta fibrin
yikinu igin geligmis bir sistem, hemostaz1 dengelemektedir. Fibrin tikaglar plazmin adi
verilen bir enzim tarafindan parcalanmaktadir. Fibrinin pargalanmasi sonucu olusan
fibrin yikim iiriinleri, saglikli bireyin plazmasinda diisiik diizeylerde tespit edilebilir; bu

da hemostazin i¢inde bulundugu dinamik bir siirecin varligin ispatlamaktadir (15).

Trombin olusumunu saglayan, etkinlegtiginde bagka bir molekiilii etkinlestirerek, bir
selale diizeneginde ilerleyen pihtilasma (koagulasyon) diizenegidir. Pihtilasma iki
koldan ilerler. lki, i¢ kaynakli (intrinsic) adi verilen, harekete ge¢mesinde kanin
endotel olmayan yiizeyiyle (kollajen proteiniyle) temasmun yeterli oldugu
mekanizmadir. Dis kaynakli (extrinsic) olarak adlandirilan diger mekanizmanin
baglamas ise damar cidarinin hasari sonucu agi3a ¢ikan doku faktériintin (¢issue factor;
transmembran glikoproteini; 100 kDa) pihtilagma faktorlerinden biriyle (faktor VII)
etkilesmesi sonucu baslar ve i¢ kaynakl: kola iki asamadan itibaren katki saglar (15,55).



5 Hempstara Genel Balas
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Sekil 4.1: Hemostaz. A) Damarda bir zedelenme primer trombosit tikag olusumu ile sonuglanan
reaksiyonlar zincirini baglatir. Ancak primer tikag stabilize edilmezse kan akis1 ile dagilabilir.

B) Primer tikag bir fibrin ag1 ile stabilize edilir. Sekonder tikag stabildir ve sadece fibrinolitik sistem
etkinlesince yikilabilir. PAF; trombosit aktivasyon faktorii, PF3; Trombosit faktdrii 3, TPA; Doku tipi
plazminojen aktivitorii, TXA, ; tromboksan A, , Va; aktive pihtilagma faktorii V, VIiia; aktive
pihtilagma faktorii VIII; vWF; von Willebrand faktorii (15).
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Sekil 4.2. Pihtilagma selalesi (diizenegi). Pihtilasmay: tetikleyen olaym, kanin doku faktoriiyle
temas etmesi oldugu kabul edilmektedir (113).

Fibrinopeptid A ve B

Pihtilagmanin kontroléi, kan akimimin hizi, pihtilasma faktorlerinin seyreltilmesi,
fibrinoliz, trombinin kendisi gibi birden fazla mekanizma ile saglanmaktadir.Trombin
ve pihtilagma faktorii X’u dogrudan engelleyen antitrombin III (65000 Da) pihtilagma
inhibitérii molekiillerden biridir. Trombini, fibrine baglanmadig: siirece inhibe edebilir
(124). Antitrombinin yanisira Protein C ve Protein S ad1 verilen iki molekiil, pthtilagma
faktorleri Va ve VIIIa’min etkisizlestirilmesini saglayarak, pihtilagsmay1 engelleyici
gbrev yapmaktadir. Bunlarin disinda, pihtilasma diizeneginde fibrinojenin fibrine

doniistimiinde ve baska basamaklarda etkinlestirici katki saglayan trombin molekiild,



normal endotelde eksprese edilen trombomodulinle (membran reseptori, proteoglikan)

baglandiginda, gosterdigi etki pthtilagmanin engellenmesine déniismektedir (15,55).

Fibrin olusum hizinm1 dengelemeye yo6nelik bu kontrol diizeneklerinin yaninda, yukarda
belirtildigi gibi, olugmug fibrinin yikimim saglayan (fibrinoliz) bir mekanizma da
bulunmaktadir. Fibrin yikimi da, pihtilagma gibi, bir selale diizenegini andirmaktadir
(sekil 4.3). Kendine 6zgii doniigtimler, etkinlestirmeye ve engellemeye yonelik geri
bildirimler (feedback) ve inhibitér molekiillere sahiptir (18,20). Plazminojen (92000 Da)
adindaki, etkin olmayan, oncii protein doku plazminojen aktivatérii (65000 Da) ve
tirokinaz (54000 Da) araciligiyla plazmin ad: verilen, etkin serin-proteaza doniigtiirtiliir
(17). Plazmin de fibrinin yikilarak fibrin yikim tirlinlerinin ortaya ¢ikmasina yol agar.
Plazminojen ve plazminin kendine 6zgii engelleyici molekiilleri bulunmaktadir. o-2
plazmin (a-2 antiplazmin; 70000 Da) inhibitorii dogrudan plazmin iizerinde etkilidir. Ik
hemostaz tikacinmin olugmast sirasinda, trombositle ve endotel hiicrelerinde salgilanan
plazminojen aktivatdr inhibitorii adli molekiiller (PAI-1 [48000 Da] ve PAI-2) doku

plazminojen aktivatoriinii engelleyerek, fibrin olusumuna olanak saglar (15).

_ Glu-plazminojen

RS ,} PAI-1

o o’

Rt Lys-plazminojen )
pozitif f“
geri bildirim %, t-PA / iirokinaz
@&:&va <
“Ruizgea Plazming € a-2 plazmin inhibitorii

Fibrin L » Fibrin yikim dirtinleri

Sekil 4.3 Fibrin yikimi. Plazminojen, doku plazminojen aktivatdrii (t-PA) ya da
tirokinaz yardimiyla, etkin hakli olan plazmine doniistiiriilir. Plazmin, glu-
plazminojenin lys-plazminojeni g¢evrilmesini uyararak, kendi iiretimine katki saglar
(113).
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4.3 Normal Gebelikte Hemostaz

4.3.1 Genel Degisiklikler

Gebelik sirasinda kan pihtilagmasi ve fibrin yikiminda goriilen fizyolojik degisikliklerin
pthtilagsmaya daha yatkin bir duruma yol agtign kabul edilmektedir. Olasilikla
hormonlara bagli degisikliklerden kaynaklanan bu durum anneyi tromboza ve
tromboemboliye daha yatkin, ancak, dogum sirasinda goriilebilecek yogun ve 6liimle
sonuglanabilecek kanamalara karsi da korunaklt kilmaktadir (14). Agirt pihtilasma
yatkinhigi ya da hiperkoagulasyon durumu trombosit birikiminin ve pihtilagma
faktorlerinin artigindan, pihtilagma inhibitorlerinin ve fibrin yikim kapasitesinin
azalmasindan ileri gelebilir. Antitrombin III, protein C ve S o6nemli pihtilasma
inhibitorleridir. Antitrombin III trombini, pihtilagma faktérleri Xa, IXa ve XlIla’y1 ve
plazmini inhibe etmekte; protein C etkinlestirildiinde, faktor Va ve VIIla’y1 yikarak
antikoagulasyon etkisi gostermektedir. Protein C antikoagulasyon etkisi gdstermek igin
serbest protein S’ye kofaktor olarak gereksinim duymaktadir (15,25).

Gebelik sirasinda, plazminojen aktivatdr inhibit6rii-1 ve ~2’nin (PAI-1 ve PAI-2)
plazmadaki yogunluklar yiikselmektedir (65).

Bunlarin disinda, gebelik sirasindaki agirn pihtilagma varligim destekleyen diger
bulgular, plazminin yol agtigr fibrin yikimi sonucu olusan iriinler olan D-dimerlerin,
dusiik diizeyde fibrin monomerlerinin ve trombin-antitrombin bilegkelerinin varhgidir

(65).

4.3.2. Trombositler

Kan damarlarinin normal iglevinin ve tromboz olmadan kan dolagmminin siirmesi
endotel biitiinltgliniin korunmasina baglidir. Trombositler kanda, normal damar
duvariyla etkilesime girmeden dolagir. Gebeligin ilerleyen donemlerinde trombosit
sayisinda azalma goriidiigi ve gebelerin trombositopenik (trombosit sayisi <
150.000/mm®) olabildigi bildirilmistir. Ortalama trombosit hacmindeki artigin bu
azalmay1 kompanse edebilecegi tahmin edilmektedir. Trombositlerdeki aragidonik asit

metabolizmasinin  baslica dirlini  olan tromboksan Ay’nin idrarda atuilan
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metabolitlerinin, gebeligin erken ddnemlerinden itibaren yiikselmeye bagladigi ve
gebelik sonuna dek yliksek diizeyde seyrettigi bilinmektedir. Bu bulgu, gebelik

siiresince trombosit aktivasyonunun fazla oldugunu diisiindiirmektedir (14).

4.3.3 Pihtilasma

Gebelik sirasinda pihtilasma faktorleri V, VII, VIIL, IX, X, von Willebrand (vWF) ve
ozellikle plazma fibrinojen diizeyinde belirgin artis oldugu bildirilmigtir (21). Plazma
fibrinojen diizeyi liglincii trimesterde, artmis liretim nedeniyle, gebelik 6ncesi normal
diizeyinin 2,5-3 katina ulagmaktadir. Diger pihtilagma faktorlerinin diizeylerindeki ve
‘etkinliklerindeki artis farklilik gostermektedir. Faktor II ve V’in diizeylerinin gebelik
sirasinda herhangi bir degisiklige ugramadigi bilinmektedir (50).

Antitrombin diizeyleri, kadinlarda erkeklere gore belirgin olarak daha fazladir; yasla
artis gosterir ve hormonlarin kullammiyla diizeyleri ters oranti igindedir. Cogu
calismada gebelik boyunca, antitrombin diizeyinin degisiklik géstermedigi bulunmugtur
(122).

Diger pihtilagma inhibitorlerinden protein C’nin plazma diizeyi gebelik boyunca
degismemektedir. Trombinin pihtilagmay: indiikleyen etkisini, protein C sistemini
etkinlegtirerek, engelleyici etki y6niine kaymasim saglayan trombomodulin (TM)
antitrombojenik etkinin baglhica belirleyicilerinden biridir. Fibrinolizde de rolii olan
TM’nin diizeylerinin gebelik siiresince arttifl, dogum sonrasinda ise hizla gebelik
Oncesi degerlere geriledigi saptanmigtir. TM diizeyindeki yiikselmenin, protein C’yi

etkinlestirme kapasitesindeki artig ile iligkili oldugu bulunmugtur (50).

Protein C kofakt6rii olarak gorev yapan protein S’nin diizeyinin gebelik sirasinda
azaldig1 bilinmekle birlikte, bunun pihtilagma lehinde bir etki yaptigina iliskin kesin bir
bulgu yoktur. Ancak heterozigot konjenital protein S eksikliginin, fizyolojik azalmay:
arttirdig1 ve tromboz yatkinligin tetikleyebilecegi diistintilmektedir (50).

Aktive protein C direnci terimi, plazmaya normal protein S varliginda aktive protein C

(APC) eklendiginde, antikoagulasyonun saglanamamasi durumu i¢in kullaniimaktadir.
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Gebelik sirasinda APC duyarliliginin, kalitsal faktér V bozuklugu olmadifinda da
azaldigi bildirilmigtir. Bu duruma ‘edinilmis’ APC direnci adi verilmektedir (26).

4.3.4 Fibrinoliz

Plazma fibrin yikim etkinligi gebelik siiresince azalmis olarak seyreder, dogum sonrasi
plasentamn ¢ikisim izleyen ilk saat i¢inde tekrar eski diizeyine yiikselir. Bu mzh doniis
ve plasentanin fibrinolizi engelleyen inhibitdrleri barindirmasi, gebelik boyunca
fibrinolizin plasenta tarafindan diizenlendigini diisiindiirmektedir (126). Doku
plazminojen aktivatorli etkinlifi, gebelik sirasinda artan plazminojen aktivator
inhibitorii-1 (PAI-1) ve PAI-2 diizeylerine bagl olarak diisiik seyreder. Urokinazin ve
doku plazminojen aktivatériiniin fizyolojik inhibitorii olan PAI-1 endotel hiicrelerinde
yapilmaktadir. Normal insan plasentasinda varhfi gosterilmis ve diizeyinin gebelik
stiresince arttigi belirlenmistir. PAI-2 ilk olarak insan plasentasinda bulunmustur.
Diizeyleri yalmzca gebelik doéneminde 6lgilebilir hale gelmektedir. PAI-2 diizeyi
plasenta ve fotus agirligiyla dogru orantili seyreder (65).

Son dénemde bulunmug olan trombinle etkinlesen fibrinoliz inhibitérli (thrombin-
activatable fibrinolysis inhibitor) plazminojenin fibrin afi {izerinde etkin hale
getirilmesini Onleyerek, pihti ¢oziilmesini geciktirmektedir. Bu molekiiliin diizeyinin

gebelikten etkilenmedigi gosterilmistir (120).

4.4. Gebelik Komplikasyonlar

4.4.1 Preeklampsi, Eklampsi

Gebelik, kan basinci normal olan kadinlarda hipertansiyonu tetikleyebilir ya da daha
Onceden varolan hipertansiyonu giddetlendirebilir. Yaygin 6dem, proteiniiri (idrarda
normalden fazla protein atilimi) ya da her ikisi birden gebelikteki hipertansiyona eglik

edebilir. Hipertansiyon kontrol edilemezse konvulsiyonlar meydana gelebilir (23,105).

Gebelikte hipertansiyon, seyrek olmayan ve anne igin Olimciil olabilecek

komplikasyonlardan biridir. Gebeligin hipertansiyonu nasil tetikledigi ya da
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siddetlendirdigi, yogun arastirmalara kargin tam olarak ¢6ziimlenememis konulardan

biridir.
4.41.1 Tam

Gebelige bagli hipertansiyon {i¢ gruba ayrilabilir: 1) tek bagmna hipertansiyon, 2)
preeklampsi, 3) eklampsi. Preeklampsi, hipertansiyona ek olarak proteiniirinin ve / veya
yaygin patolojik 8demin goriilmesiyle teshis edilir. Eklampsi tanis: ise, gebelige bagh
hipertansiyon ya da gebelikte siddetlenen hipertansiyonun yol agtifi konvulsiyonlar
goriildiiglinde konur (23).

Preeklampsi tani Glgiitlerine gore, kan basinci gebeligin baslangicinda normal olan bir
hastada, 20. gebelik haftasindan sonra sistolik kan basincinin 140 mmHg ya da iizerinde
ve diyastolik kan basincinin ise 90 mmHg ya da i{izerinde olmas: hipertansiyon tanisi
icin gereklidir. Eger gebeligin baglangicindaki kan basinci degerlerine dayanilarak tani
konuluyorsa, sistolik kan basmcinda 30 mmHg yada tiizerinde, diyastolik kan

basincindaysa 15 mmHg ya da tizerinde bir artis gergeklesmis olmalidir (5).

Proteiniiri preeklampsinin snemli gostergelerinden biridir. 24 saatlik idrarda protein
atthminin 300 mg ya da {izerinde olmasi ya da en az 6 saat arayla alinan iki ayn idrar
Ormeginde protein yogunlugunun 100 mg/dL. ya da {izerinde olmasi, proteiniiri anlamina
gelir (5,23).

Agir preeklampsi tanisi igin Amerikan Obstetrik ve Jinekoloji Okulu (dmerican College
of Obstetrics and Gynecology, ACOG) asagidaki 6lglitlerin bir tanesinin varolmasimn
gerekli oldugunu kabul etmistir (5):

e Hasta yatakta istirahat halindeyken, en az 6 saat aralikla 2 kez olgiilen kan
basincinin 160/110 mmHg ya da daha yiiksek olmasi

e 24 saatlik kan 6rneginde 5 gram ya da daha fazla ya da en az 4 saat aralikla
rastgele toplanmus iki idrar Srneginde 3+ (>150 mg/dL ) ya da daha fazla protein

e 24 saatte 500 mL’den az idrar ¢ikigt

e Serebral ya da gérsel rahatsizliklar
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e Pulmoner 6dem ya da siyanoz
e Epigastrik agr ya da sag {ist kadran agris1
e Karaciger fonksiyonlarinin bozulmasi

e Fotusta geligme geriligi

4.4.1.2 Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Preeklampsinin kesin sikligi bilinmemekle birlikte, gesitli ¢alismalarda oramin %5-8
oldugu bildirilmigtir. Preeklampsi anne sagh@: igin ciddi bir tehdit olugturmaktadir.
Precklampsinin yol agtifi anne OSlimlerinin orami gilintimiizde %S5 dolaylarndadir.
Baslica 6liim nedenleri erken plasenta dekolmani (abruptio plasenta), HELLP (hemoliz,
karaciger enzimlerinde ylikselme, trombosit sayisinda azalma) sendromu, yaygin
damari¢i pihtilagsma (disseminated intravascular coagulation; DIC), hepatik riiptiir ve
eklampsidir (5).

Precklampsinin bilinen risk etkenleri gebenin yaginin 20°den kii¢iik ya da 35°den biiyiik
olmasi, ¢ogul gebelik, 6nceki gebeliklerde preeklampsi 6ykiisii, damar ya da bag doku
hastaliklar1, antifosfolipid sendromu, sismanlik ve Afrika wrkindan olmak sayilabilir
(23).

Etiyolojik arastirmalarda genetik hipotez, plasentada iskemi hipotezi ve bagisiklik
sisteminde islev bozukluguna iligkin hipotez 6n plana ¢ikmaktadir. Aslinda bugtin kabul
edilen goriis, preeklampsinin uteroplasental iskemi, endotel islev bozuklugu ve
etkinlesmis pihtilagma ile tanimlanan, birden fazla etkenli bir bozukluk oldugudur.

Temel sorun ise patofizyolojinin tam olarak anlasilamamis olmasidir (113).

Genetik hipoteze bakildiginda, bugiin preeklampsi i¢in sorumlu bir gen saptanmamig
olmasmna karsin, genetik yatkinligi destekleyen aile c¢aligmalart varoldugu
goriilmektedir. 1986 yilinda yayinlanan bir galismada tek gen hipotezinin diistiniilebilir

oldugu, ancak ¢ok etkenli kalitimin diglanamadig bildirilmigtir (23).
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Tromboz yatkinligim arttirdigi diistiniilen genetik degisikliklerin bu rahatsizhia olan
yatkinlikla da iligkili olabilecegi diistiniiimektedir. Bu yondeki ¢aligmalar 1995°den bu
yana siirmektedir. Ailesel tromboz yatkinligt saptanmis ve preeklampsi ve eklampsi
Oykiisii bulunan gebelerde, antitrombotik tedavinin koruyuculugu da aragtirilmaktadir
(105,131). Kalitsal tromboz yatkinhig: ve gebelik komplikasyonlar: arasindaki iligkiye
yonelik bulgular ileriki boliimlerde ayrintili olarak sunulmaktadir.

Preeklampsi patofizyolojisi lizerine yapilmig g¢aligmalarin g¢ogu, plasenta geligimi
boliimiinde anlatilan trofoblastik ilerlemeyle (invazyon) ilgilidir. Preeklampside bu
invazyonun tamamlanmamig olduguna iliskin bulgular elde edilmistir. Uterusun spiral
arterlerinin duvarlarina uzanan bu invazyon, damar gaplarmin bitylimesine ve damarmn
biiziigme (vazokonstriksiyon) yeteneg§inin azalmasina yol agmakta, plasenta yoluyla
fotusa anneden gidecek kan akiminmin gerektigi miktarda tutulmasini saglamaktadir.
Preeklamptik gebelerde plasenta ve plasenta damar yataginin patolojik incelemeleri, bu
fizyolojik degisikliklerin tamamlanmamis olduguna igaret etmekte ve buna bagli olarak
da plasentada enfarkt alanlarinin gelisebildigi 6ne siiriilmektedir. Ayrica bu yetersiz
invazyonun bagisiklik yanitim harekete gegirebilecegine iligkin gériisler de One
stirlilmustiir (39,105,131).

Preeklampsinin patofizyolojisinde temel unsur olan vazospazm, toplam periferik damar
basincimin  artigina  yol agarak, hipertansiyon seklinde kendini gostermektedir.
Vazospazm (6zellikle bobrek, karaciger, beyin ve plasenta olmak tizere) bir ¢ok organi
etkilemektedir (5,23).

Damar degisikliklerinin disinda, preeklampsi 6zellikle agir seyrettiginde, yaygin damar
i¢i pihtilasma (DIC), eritrosit yikimi (hemoliz) ve trombosit sayisinda azalma
(trombositopeni) goriilebilir. Ayrica, hemoliz ve trombositopeni HELLP sendromu

bulgulari olarak ortaya g¢ikabilir (23,105).
Preeklamptik gebelerde, normal gebeliktekinin aksine, bSbreklerden gecen kan akim

hiz1 ve siiziilme orani azalir. Cok agir olgularin disinda, bu azalma plazma hacmindeki

diisiis ile baglantilidir. Ancak agir olgularda bobrek islev testlerinde belirgin artig, idrar
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atiliminda belirgin azalma goriilebilir; tablo g¢ok seyrek de olsa tiibiiler nekroza
ilerleyebilir (32,105).

Karaciger islevinde de preeklampsiye bagli bozulma meydana gelebilir ve kendini
serum alanin transferaz (ALT) ve aspartat transferaz (AST) enzim diizeylerindeki artigla
gosterir. Karaciger islevindeki bozulma, bu enzimlerdeki hafif yiikselmeden
subkapsiiler hematoma ya da hepatik riiptiire uzanacak kadar genig bir aralikta degisken
olabilir (23).

Etiyolojisi tam olarak agiklanamig olan beyin i¢i 6dem ve kanama olgulari da
preeklampsi hastalarin: etkileyebilecek komplikasyonlardandir. Bulanik gérme, siddetli
bagagris1 ve eklamptik konvulziyonlaf da goriilebilecek ciddi nérolojik
komplikasyonlardandir. Eklamptik konvulziyonlarda mortalite orani yiiksektir.
Oncesinde basagrisi, reflekslerde canlanma gibi nérolojik bulgular saptanir (5,105).

Preecklamptik anne bebeklerinde morbidite ve mortalite oranlarinda da artis
goriilmektedir. Buna yol agan baslica nedenler plasentada kan akimi yetmezligine bagh
intrauterin gelisme geriligi, plasenta dekolmam (abruptio plasenta) ve prematiiritedir
(5,98).

4.4.2 HELLP Sendromu

HELLP (hemoliz, karaciger enzimlerinde artig, trombosit sayisinda azalma; hemolysis,
elevated liver enzymes, low platelet count) sendromu preeklampsi ve eklampsinin

siddetli organ tutulumlariyla seyreden klinik tablosudur (5,23).

Ilk olarak 1943 yilinda tamimlanmigtir. Bir ¢alismaya gore, agir preeklampsi ve
eklampsi olgularinin %20’sinde HELLP sendromu gelistigi bildirilmektedir. HELLP
sendromunda karacigerde subkapsiiler hematom (%2), abruptio plasenta (%7), akut

bébrek yetmezligi (%2) ve pulmoner 6dem (%6) gelisebilir (5,105).
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HELLP sendromu &ykiisii sonraki gebeliklerde preeklampsi, preterm dogum, [UGG,
abruptio plasenta, sezaryen ile dogum ve HELLP sendromunun tekrarlama olasiliklarim
arttirmaktadir.

Benedetto ve arkadaslar1 HELLP sendromlu gebelerde, saglikli gebelere gére daha
yilksek oranda faktér V Leiden ve protrombin G20210A mutasyonlan saptadiklarim
bildirmiglerdir (32). Faktér V Leiden ve HELLP arasinda iliski olmadigini ifade eden
caligmalar da vardir (16).

4.4.3 Plasenta Dekolmani (Abruptio Plasenta)

Plasenta dekolmami normal yerlesimli plasentanin dogumdan o6nce yerinden
ayrilmasidir. Tiim plasentay: ya da bir kismuni kapsayabilir. Insidansi her 150-200
dogumda 1 olarak bildirilmektedir. izleyen gebeliklerde tekrarlama riski, Sykiisii
bulunmayan gebelere gére daha ytiksektir (105,113).

Dekolmanin kaginilmaz sonucu kanamadir. Klinik olarak vajinal kanama, karmn agrisi,

uzun siireli uterus kasilmalar1 ve uterus hassasiyeti gelisir (24,105).

Kesin etiyoloji bilinmemektedir, ancak bazi belirgin iligkiler ortaya c¢ikarilmigtir.
Hipertansiyon (kronik ya da gebelige bagli), sigara kullanimi, kokain kullanimi, erken
membran riiptiiri, gogul gebelik, travma, ileri anne yasi, birden fazla dogum G6ykiisii
patojenezle iligkili olarak bildirilmektedir (24).

Tromboz yatkinligim1 arttirict bozukluklar plasenta dekolmaninin olasi nedenleri
arasindaki yeri arastirtlmaktadir. Tromboz yatkinligi birgok gebelik komplikasyonunda

olasi nedenlerden biri olarak ileri siiriitmektedir (24,113).

Plasenta dekolmaninin yol a¢tig1 maternal morbidite ve mortaliteden sok, yaygin damar

i¢i pihtilagsma ve (hipovolemiye bagli) bobrek yetmezligi sorumludur (24).
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4.4.4 Intrauterin Gelisme Geriligi {UGG)

Intrauterin gelisme geriligi (IUGG) fotusun gebelik yasina gore beklenenden kiiglik
olmasi seklinde tamimlanmaktadir. Herhangi bir toplumda bir fétusun gelisimini
etkileyen farkli genetik ve gevresel etkenler bulundugu agiktir (8). Bu yiizden, o
topluma 6zgiin gelisme egrilerinin kullanilmasi dnemlidir. [UGG tamsinin konmasi igin
referans alinacak esik degeri Amerikan Obstetrik ve Jinekoloji Okulu’nun goriisiine
gore yiizde 10’luk biiyiime egrisidir; birgok klinik de bu degeri kabul etmistir (6).

IUGG simetrik ve asimetrik olarak iki ayr1 tipte tanimlanmaktadir. Simetrik tipte bas ve
gbvde, erken gebelik haftalarindan itibaren varolan etkene bagl olarak, orantili sekilde
geri kalmus olabilir. Asimetrik tipte ise, ileri gebelik haftalarinda ortaya ¢ikan bir etken,
hiicre biiylimesini ve karacigerde glikoz ve yag depolanmasini engeller. Bu durumda
tiim besinini bag geligimi i¢in kullanan f6tusun, batin gevresi beklenenden kiigiik, bag
gelisimi ise normal olur. Bu tip gelisme geriligi etkenlerine 6rnek olarak plasenta

yetmezligi verilebilir (21).

Etiyolojik etkenler anne, fotus ve plasenta kaynakli olarak siniflandirilabilir. Annede
sistemik hastalik, sigara, alkol ya da madde kullanimi, hipertansiyon, anemi, bobrek
hastaligi, bag doku hastaligi, damar hastalifi, teratojen etkenler (radyasyon, ilaglar,
viruslar) anne kaynakli etkenler arasinda yer alir. Degisik trombofilik bozukluklar ve
perinatal komplikasyonlar arasindaki iliski, [lUGG’lerde de giderek artan bir ilgiyle
arastirilmaktadir. Nedeni agiklanamayan [UGG’lerde yapilan bir ¢alismada, olgularin
yarisinda ailesel tromboz yatkinlig1 saptanmistir (20,21).

Preeklampsi gibi hipertansif bozukluklar, cogul gebelik, tiimdrler, plasenta mozaisizmi
ve kronik plasenta dekolmani plasenta kaynakli etiyolojik nedenlerdir. Fotusa bagl

etiyolojik nedenlere 6rnek olarak agir yapi bozukluklari verilebilir (6).

[UGG’nin yol agtift komplikasyonlarin baslicalar1 fotus 6limi, dogum asfiksisi,

yenidoganda sepsis ve hipoglisemi ve uzun erimde anormal nérolojik gelisimdir (6).
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4.4.5 Intrauterin Fotus Oliimii (Olii Dogum)

28. gebelik haftasindan sonra, fotusta kalp aktivitesinin saptanmadigi gebeliklerde
intrauterin fotus Slimii s6z konusudur. Olii dogum orani tiim gebeliklerin %1,2’sidir

(20).

Etiyolojik etkenlerin baglicalar1 annede hipertansiyon, kontrol edilemeyen diyabet,
bagka sistemik hastaliklar (enfeksiyon, bobrek hastalifi gibi), hemoglobinopatiler, Rh
uyumsuzlugu ve kromozom bozukluklari sayilabilir. Andploidi sikliginin 6k
dogumlarda, saghkli dogumlara gére daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Oli
dogumlarda fotusun kromozom incelemesinin yapilmasi, teknik nedenlerden dolay: her

zaman olanakli olmasa da, gereklidir (22).

Tromboz yatkinhip ile [IUGG arasindaki olasi iliskiyi arastiran ¢alismalarin sayis1 son
yillarda artmaktadir. Etiyolojide ongoriilen mekanizmalardan bir tanesi plaentada
olusabilecek mikrotrombuslara bagl kan akimi kusurlaridir (20).

4.4.6 Tekrarlayan Diisiik (Habitiiel Abortus)

Habitiiel abortus, son adet tarihine gore 20. gebelik haftasindan erken, klinik dsnemde
belirlenmis en az ti¢ gebelik kaybi seklinde tanimlanmaktadir. Gériilme sikligi 1/300
dolaylarindadir (11).

Etiyolojisinde uterus yap: bozukluklari, endokrinolojik nedenler, enfeksiyonlar,
immunolojik nedenler ve kromozom bozukluklar1 sayilabilir. Ancak olgularin yaklasik

%60’1nda hig bir risk etkeni saptanamamuigtir (11).

Habitiiel abortus vakalarinda ailesel trombofililerin varligi bir¢ok arastirmaci tarafindan

ortaya konmusgtur (11).

20



4.5 Kahtsal Tromboz Yatkinhgi

4.5.1 Genel Bilgi

Trombofili, edinilmis ya da kalitsal pihtilasma ya da fibrin yikimi (fibrinoliz) kusurlarinin
yol agti31, arter ya da venlerde anormal pihtilagma yatkinligi durumunu ifade etmektedir
(28). Giiniimiizde tromboz ve tromboembolinin temeli ¢ok etkenli bir modele
dayandirilmaktadir (28,107). Trombozun, genlerin birbiriyle ve g¢evreyle (6rn. beslenme
aligkanli@1, cerrahi, travma, gebelik, oral kontraseptif kullanimi) etkilesimlerinin sonucu
gelistigi kabul edilmektedir (28,77). Ozellikle geng hastalarda, trombofili biyokimyasal ve
genetik risk etkenleri agisindan aragtirilmalidir. Genglerde kalitsal etkenlerin goriilme
siklig1 yaglilara gére daha fazla olarak bildirilmigtir. Bunun yaninda, kalitsal trombofilinin
teshis edilmesi gelecekteki tedavi yaklasimlarimi da etkileyecektir. Kadinlarda, kalitsal
trombofili varligmin bilinmesinin, gebeliklerin izlenmesinde 6nemli olabilecegi
diistiniilmektedir (110). Giiniimiizde kalitsal trombofilinin, yalniz derin ven trombozu,
pulmoner emboli gibi yasam kalitesini etkileyecek rahatsizliklarla degil, belli gebelik
komplikasyonlariyla da iligkili olabilecegi ortaya konmustur. Kalitsal tromboz yatkinliginin
etkenleri hakkinda bilgi sahibi olunmasi ve tromboembolik komplikasyonlarin tedavisinin
kalitsal yatkinli§i olmayanlara gore degisiklik gosterip gostermediginin belirlenmesi

6nemlidir.
Kalitsal trombofili, 1956 yilinda, klinik bir olgudan yola g¢ikilarak, Jordan ve Nanndorff

tarafindan tanimlanmigtir (28). Kalitsal antitrombin III, protein C ve onun kofaktorii olan

protein S'nin eksikligi tanimlanan ilk trombofili nedenleridir (112).
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4.5.2 Smiflandirma

Kalitsal trombofilileri siniflandirmanin yontemlerinden biri olusum mekanizmalarina

dikkate almaktir. Buna goére asagidaki iki grup olusturulabilir (42):

e pihtilasmanin 6nlenmesinde yetersizlik (6rn. protein C ya da potein S eksikligi)
e pihtilagmanin 6ncii molekiillerinin etkinliginin artmasi (Srn. pihtilagma faktorlerinde

artig, faktér V Leiden mutasyonu, protrombin G20210A polimorfizmi gibi)

Bagka bir siniflandirma 1)trombin olusumunu arttiran etkenler ve 2)trombini notralize eden

etkenlerde azalma seklinde yapilabilir (110).
Daha pratik bir siniflandirmaysa tan1 yontemine gore yapilabilir. Buna gore:

e genetik kusurun belirlenmemis oldugu durumlar (faktor VI artisi)

e genetik kusurun beliﬁenmis oldugu, fenotipik degerlendirmenin kullanildi
durumlar (antitrombin eksikligi, protein eksikligi, protein S eksikligi,
disfibrinojenemi)

e tek bir genetik kusurun, 6rnegin bir niikleotid polimorfiziminin varoldugu ve tani
amagcl kullanildig1 durumlar (faktor V Leiden [G1691A] mutasyonu), protrombin
G20210A polimorfizmi) (110).

Belirtilen bu durumlarin diginda, herhangi bir siniflandirmaya dahil edilemeyen, ancak g6z
Oniine alinmasi gereken baska bir durum da homosistein diizeyinin yiikselmesidir.
Homosistein, dogrudan ya da tiirevi olan bazi molekiiller (homosistein-sistein disiilfid, s-
nitrozo-homosistein, homosistein tiyolakton gibi) aracilifiyla endotel hiicreleri, damar diiz
kas hiicreleri, trombositler ve pihtilagma faktorlerini etkileyerek pihtilagsmay arttirict rol

oynayabilmektedir (97).

22



4.5.3 Etiyoloji

Kalitsal tromboz yatkinlifiyla iliskili durumlarin baglicalar1 tablo 1'de sunulmaktadir.
Trombofiliye yol agan farkli durumlarin prevalanslart segilen 6rnekleme gore
degismektedir. Buna gore, segilen Orneklemin etnik kokeni taranan polimorfizm ve

mutasyon sikliklari iizerinde etkili olmaktadir (110).

4.5.3.1 Dogal Pihtilasma Inhibitorlerinin Eksikligi

Toplamda antitrombin, protein C ve protein S'den olusan pihtilasma inhibitdrlerinin
eksikligi, toplum genelinin %l'inden, rastgele secilmis vendz tromboemboli (VTE)
hastalarinin %10'undan daha azinda goriilmektedir. Bu tip kusurlar1 tastyan bireylerde VTE
gorillme riski tasimayan bireylere gore yaklasik 5-8 kat daha fazla olarak bildirilmektedir
(28,80,112).

Tablo 4.1. Asir1 pihtilasma yatkinliginda kalitsal kusurlar (110).

e Antitrombin III eksikligi
Protein C ve protein S sistemindeki kusurlar
o Protein C eksikligi
o Protein S eksikligi
o Anormal trombomodulin
e Aktive olmug protein C’ye direng
o Faktor V Leiden mutasyonu
e Protrombin artis1
o Protrombin G20210A mutasyonu
e Disfibrinojenemi
Fibrin yikim sistemi kusurlari
o Hipo-, displazminojenemi
o Plazminojen aktivator inhibitor fazlalig
o Doku plazminojen aktivatorii eksikligi
Homosistein artig1
Heparin kofaktor II eksikligi
Faktor XII eksikligi
Histidinden zengin glikoprotein fazlalig:
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Trombotik olaylarin yarisina yakini gevresel etkenlerin eslifinde meydana gelmektedir, ve

genelde bu durum, ilk olarak 45 yas 6ncesinde goriilmektedir (80).

Antitrombin III (AT-III) eksikliginde VTE gelisen hastalarin ¢ogunun, diger kalitsal kusura
bagh gelisen VTE hastalarindan daha gen¢ olduklari, ve AT-III eksikliginin gebelikte
tromboemboli ve fotus Olimil igin daha yiiksek risk olusturduguna iliskin wveriler
yaymlanmigtir. AT-III serpin (serin proteaz inhibitorii) gen ailesindendir, trombin ve basta
faktér Xa olmak lizere bazi pihtilagma faktorlerini igeren sistemde gorev yapmaktadir.

Eksikliginin siklig1 1/2000 — 1/5000 arasinda degisen oranlarda bildirilmistir (116).

Kalitsal AT-III eksikligi kalitim1 otozomal baskin karakterdedir. Tip I ve tip II olarak, iki
tip AT-III eksikligi tanimlanmustir. Tip I'in heterozigot formunda derin ven trombozu ve
pulmoner emboli riskinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Homozigot form genellikle yasamla
bagdasik degildir. Tip II kusurunda AT-III diizeyi normalken, etkinlik diizeyi azalmigtir.
Islev kaybi, trombin ya da heparin baglanma bolgelerinde meydana gelen degisikliklere

baglidir (70).

Protein C, K vitaminine bagli glikoproteinlerden biridir. Trombin tarafinda etkin protein
haline déniistiiriiliir. Etkinlesen protein C (EPC) aktif fakt6r VIII ve faktor V'i etkisiz hale
getirerek trombin yapimini olumsuz ydnde etkiler. Bu reaksiyonda protein S kofaktor olarak
gbrev yapar (15). Protein C eksikligi ilk kez 1981 yilinda bildirilmistir. Protein C
eksikliginin VTE ve yiizeyel tromboflebit gelisimi ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Ortalama sikhigi yaklasik 1-3/5000 dolayindadir. Kalitimi otozomal baskindir. AT-III
eksikliginde oldugu gibi tip I ve tip II seklinde iki alt gruba sahiptir. Heterozigotlarin
onemli kisminda belirti goriilmezken, homozigotlarda trombotik bozukluk agir seyreder

(4,108).
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EPC kofaktérii olarak gorev yapan protein S igin de kalitsal eksiklik kusuru tanimlanmugtir.
Kalitim otozomal baskindir. Tip protein S eksiklifinde antijen ve etkinlik diizeyleri

ditsiiktiir. Tip II'de ise yalnizca etkinlik diizeyinde azalma goriiliir (111).

4.5.3.2 Etkinlesmis Protein C Direnci - Faktér V Leiden Mutasyonu

Pihtilagma faktorli V yiiksek molekiil agirlikli bir plazma proteinidir ve trombinin
olusumunda ve hemostazin diizenlenmesinde gorevlidir (62). Karacifer ve
megakaryositlerde yapilmaktadir (29,62). A1-A2-A3-B-C1-C2 geklinde dizilmis olan
domen yapisi bagka bir pihtilasma faktorii VIII ile benzerlik gosterir. Kanda, tek bir
polipeptid zinciri halinde bulunur (330 kDa) ve pihtilagmayla ilgili herhangi bir etkinlige
sahip degildir (29). Pihtilagsma diizeneginin birbirini izleyen reaksiyonlari sirasinda, trombin
tarafindan, B domeni farkli bolgelerden kesilip uzaklastirilarak, aktif faktor V (Va) haline
déniistiiriiliir; bu sekilde, faktér Xa ve protrombinle etkilesebilecek yiizeyler kazanmig olur
(51). Faktor Va, kalsiyum iyonlar: tarafindan bir arada tutulan bir hafif (A3-C1-C2), bir de
agir zincirden (A1-A2) olusmaktadir (29). Protein, bu konumuyla, faktér Xa, kalsiyum
iyonlar1 ve eksi yiiklii fosfolipid yiizeylerle bir araya gelerek (protrombinaz bilegkesi),
protrombinin trombine doniistiiriilmesini hizlandirir (15). Faktor Va, protrombinin
etkinlestirilmesinin diginda, protein C'nin de etkin konuma gegmesine yardimci olur. Dogal
koagulasyon inhibitdrlerinden olan protein C, pthtilagma faktorii V'i, B domen iginde yer
alan, 306., 506. ve 679. siralardaki arjinin amino asitlerinden keserek, etkisiz duruma
getirmektedir. Boylece trombin yapimi azaltilarak, pihtilagmanin  kontrol altinda

tutulmasina yardimei olunmaktadir (61).

Faktor V geni 1. kromozomun uzun kolunda 23-24 (1q23-24) yerlesiminde yer almakta, 25
ekzon ve 24 introndan olugmaktadir ve yaklagik 80 kb biiyiikliigiindedir (29).

1993 yilinda, ti¢ trombofili ailesinde etkinlesmis protein C (EPC) direnci olarak tanimlanan,

EPC'ye karsi zayif antikoagulasyon yanitt saptanmistir (26). EPC bati topluimundaki en
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yaygin kalitsal trombofililerden biridir (129). Bu direncin kalitiminin otozomal baskin
nitelikte oldugu belirtilmigtir. 1994 yilinda Bertina ve arkadaslari tarafindan, yaklagik bir yil
once tanimlanan EPC direncinin, faktér V geninde, 506. amino asidinin kodonuna denk
gelen 1691. niikleotidde ger¢eklesen guanin-adenin baz degisikligine bagh oldugu ortaya
konmustur. Bu nokta mutasyonu 506'daki arjininin yerine bir glutaminin kodlanmasna yol

agmakta ve Leiden mutasyonu olarak anmilmaktadir (13).

Faktor V Leiden nerdeyse yalnizca beyaz irkta gériilmektedir. Derin ven trombozu riskini
ve ylizeyel tromboflebit riskini bes katina kadar arttirabildigi bildirilmistir. Beyaz irkta
goriilen trombofilik mutasyonlar ve polimorfizmler arasinda, sikligi en yiiksek olandir.

Avrupa toplumlari genelinde goriilme sikligi %4 dolaylarindadir (93,132).

506'daki arjinin, bu kismin basinda belirtildigi gibi, aktif protein C tarafindan kesilen tig
faktor V protein bdlgesinden bir tanesidir. Arjininin yerine gelen glutamin, bu bolgenin
protein C'ye direngli hale gelmesine neden olur. Boylece, faktor V'in etkisizlegtirilmesi tam
anlamiyla gerceklesemez ve aktif faktdr V protrombinin trombine doniisiimiindeki rolinii

stirdiiriir (29).

Fakt6r V geninin bir aleli izerindeki birka¢ polimorfizmden olusan faktor V R2 haplotipi,
farkli toplumlarda yaygin olarak rastlanan bir genetik varyasyondur (129). EPC direncinin
daha hafif seyreden bir formu, bu haplotipin i¢erdigi mutasyonlardan biri olan, faktér V
geninin 13. ekzonu iizerinde 4070. niikleotiddeki adenin-guanin nokta mutasyonuyla da
goriilmiistiir (29,129). Bu mutasyon 1299. amino asidin histidinden arjinine déniismesine
neden olmaktadir (His1299Arg) (76). R2 haplotipinin faktér V diizeyi ve EPC yaniti
tizerindeki etkilerine iliskin farkli yorumlar yayinlanmigtir. Birkag caligmada vendz
tromboz ile R2 arasindaki iliski incelenmistir. {lk kez 1996 yilinda tamimlanmis olan
A4070G (His1299Arg) mutasyonunun, mutant faktér V molekiiltiniin B domen karboksi
terminalinde glikolizasyonu kismen bozdugu ortaya konmus, bunun da, dogal durumdaki

ekspresyon diizeyini degil, ancak salgilanma miktarini degistirebilecegi ileri siiriilmiigtiir.
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Bu g¢alismada Arg 1299 (R2) aleli tagtyan bireylerde faktdr V etkinliginin daha diigiik
diizeyde oldugu bildirilmistir (58). Ayrica, bu mutasyonun, faktér V Leiden tagtyicilarinda
da EPC antikoagulasyon yanitini etkiledigi ortaya konmustur (29). Yakin dénemde
yayinlanan bir ¢alismanin sonuglarina dayanilarak, His1299Arg mutantinin faktér V B-

domen C-terminali glikolizasyonunu olumsuz etkileyebilecegi diistintilmiistiir (129).

Izleyen dénemdeki calismalardan elde edilen bulgular farklilik gdstermektedir. Bernardi
(59) ve arkadaslarinin galigmasinda R2 alelinin EPC duyarliliginda azalmayla iligkili
oldugu sonucuna vartlmig (29,129), ancak R2 alelinin varligiyla faktdr V diizeylerinin
diisiik olmasi ya da vendz tromboz gelisimi arasinda bir baglanti kurulamamigtir. Fransa'da
yapilmig bir ¢aligmada ise, R2 alelinin faktér V diizeyinde azalmayla ve EPC direnciyle
olan iligkisi ortaya konmustur. Ayn1 zamanda, bu ¢alismanin sonuglari vendz tromboemboli
riskinin R2 aleline bagl olarak artig gosterdigini kaydetmektedir (3). Yakin gegmis
dénemde yayinlanan bir galigmada verilerin, cinsiyet, faktér V Leiden ve protrombin
G20210A mutasyonuna gore diizeltildikten sonra, R2 alelinin derin ven trombozu igin

bagimsiz bir risk etkeni oldugu sonucuna varildig: bildirilmistir (32).

4.5.3.3 Homosisteinemi

Homosistein, esansiyel aminoasitlerden olan metioninin metabolizma déngiisti sirasinda
olusan bir ara iliriindiir. Plazmada az oranda (%3) serbest olarak bulunur; bu haliyle
glomeriillerden siiziilebilmektedir. Geri kalani proteine bagli (%75) ya da sisteine bagl

(%22) durumdadir (81).

Besinlerle ya da endojen proteinlerin yikimiyla olusan metionin, yeni proteinlerin
yapiminda kullanilmasinin yanisira, enzimatik reaksiyonla dnce S-adenozil metionine, bu
molekiiliin metil grubunu yitirmesiyle de S-adenozil homosisteine doniigiir. S-adenozil

homosistein hidrolize ugradifinda, adenozin ve homosisteine ayrilic (96).
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Olusan homosistein iki farkli yol izleyebilmektedir: transsiilfiirasyon ve remetilasyon.
Transsiilfiirasyonda, homosistein, sistatiyon beta-sentaz enzimi yoluyla sistatiyona
doniistiiriiliic ve bu yol sistein ve siilfiir iceren diger bilesiklerin (glutation, taurin)
olusumuna girer. Transsiilfiirasyonda B6 vitamini kofaktor olarak gérev yapmaktadir (sekil

4.4).

Homosisteinin diger yolu, remetilasyondur; burada metil grubunu tekrar kazanan molekiil
metionine geri doéniisiir. Folik asidin dolasimdaki etkin formu olan metiltetrahidrofolat
(MTHF), metil grubunun metionin sentaz enziminin yardimiyla homosisteine aktariimasini
saglamaktadir. MTHF'nin olusmasini saglayan reaksiyonda gorevli olan enzim ise
metilentetrahidrofolat rediiktazdir (MTHFR). Bu reaksiyonda B12 vitamini kofaktor olarak
goérev yapmaktadir (97).

Hiperhomosisteinemi yani kanda homosistein diizeyinin normalin {izerinde bulunmasinin,
toplum genelindeki siklig1 %5-7 olarak bildirilmistir (54). Bu oranin aterosklerozlu hastalar
arasinda %20-30 oraninda oldugu goriilmektedir. Homosisteinin normal plazma aralig1 5-15
mikromol/L. olarak verilmektedir. Homosistein yiiksekliginin nedenleri arasinda kalitsal
enzim yetersizlikleri (sistatiyon sentaz, MTHFR), sistemik hastaliklar (pernisy6z anemi,
kronik bobrek yetmezligi, akut lenfoblastik 16semi, hipotiroidi, meme ve over kanserleri,
sistemik lupus ertematozus), ilag kullanimi (metotroksat, fenitoin, teofilin), diyete bagli
alim yetersizlikleri (B6, B12, folik asit) sayilabilir. Homosistein plazma diizeyinin

saptanmasi i¢in kan 6rneginin sabah erken alinmasi dnerilmektedir (63).

1969 yilinda, homosistiniirili hastalarin otopsi bulgularina dayanilarak, damar hastaligi ve
homosistein yiiksekligi arasindaki olasi iligkinin varliina isaret eden ilk bulgular
yaymlanmustir (82). Ilerleyen yillarda damar hastaligt ve homosistein yiiksekligi arasindaki
iliski kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler bozukluklar: konu alan ¢alismalarda arastirilmaya
devam edilmistir. Homosisteinin tek basina, ya da damar hastalifina yonelik bagka risk

etkenleriyle bir aradayken varolan riski arttirdigini ileri stiren arastirmalar yaymlanmuigtir.
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Homosisteinin damarlar iizerindeki hasart nasil olusturdugu konusunda bazi teoriler 6ne
siiriilmiis ve aragtirilmistic. Bu teorilerin baglicalari homosisteinin endotel hiicrelerine olan
sitotoksik etkisi, endotelde faktoér V'in etkin konuma gegirilmesi, homosisteinin diiz kas
hiicrelerinde biiylimeyi destekleyici etkisi, endotelde C proteini etkilegsmesinin azalmasi ve
oksidasyona bagli olarak hasar artist olugmast sayilabilir. Bunlarin yaninda trombosit
Omriiniin ve birikme yeteneginin azalmasi, trombomodulin yapimmin azalmasi, faktdr

XII'nin etkinlestirilmesi, antitrombin III yapiminin azalmasi da ek olarak sayilabilir (63).

Besin Endojen proteinlerin ytkimi
Tetrahidrofolat \
l > METIONIN
5,10 metiltetrahidrofolat S-adenozil metionin
Remetillen{ne Transmetillenme
MTHFR (Vit B12) (Vit B6)
S-adenozil
‘L homosistein
5-Metiltetrahidrofolat
(MTHF)
HOMOSISTEIN
Transsilfiirasyon Sistation B-Sentaz
(Vit B6)

Sistation —— Sistein

Sekil 4.4 Metiyonin dongiisii iginde homosistein ve metilentetrahidrofolat rediiktaz
(MTHFR) yeri
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Homosistein yiiksekligi plazma diizeyine gore li¢ gruba ayrilmaktadir:

Hafif: 16-24 mikromol/L normal: 5-15 pmol/L (117)
Orta: 25-100 mikromol/L
Siddetli: >100 mikromol/L

Gebelik doneminin ilk {i¢ aymmda homosistein diizeylerinde azalma goriildiigi
bilinmektedir. Homosistein diizeyi, gebeligin sonuna dogru artisa gegerek, ilk ii¢ aydaki
degeri yakalar. Gebelikteki bu degisim igin baz teoriler ongériilmektedir. Bunlar arasinda
homosistein baglayan albuminin azalmasi, B12 vitamini ve folik asit diizeylerinin azalmasi,
kanin fizyolojik olarak seyrelmesi, karaciger ve bobrek enzimlerinin etkinliginin artmasi,

fotusunun annedeki homosisteini kullanmasi sayilabilir (67).

Hiperhomosisteineminin tekrarlayan diisiik ve intrauterin fotal 6liim riskini arttirict etki
yaptigina iligkin calismalar bulunmaktadir. Agir preeklampsili gebelerin dahil edilmis
oldugu calismalarda, homosistein oraninin saglikli gebelere gdre daha yitksek bulundugu
bildirilmistir (66,68). Bagka bir grup aragtirmaci, intrauterin gelisme geriligi ve intarauterin
fotus Olimii goriilen gebelerde homosistein plazma diizeylerinde yiikselme oldugunu

saptamislardir (7).

Bu bulgudan yola ¢ikarak, homosistein diizeyini belirleyen etkenler ile gebelik
komplikasyonlar1  arasinda olast iligkileri arastiran caligmalar yapilmaktadir. Son
dénemdeki ¢aligmalar homosistein diizeylerinin belirlenmesinde, metabolizmasinda gérevli

enzimleri kodlayan genlerdeki polimorfizmlerin de 6nemi olduguna isaret etmektedir.

4.5.3.4 MTHFR Geni ve Polimorfizmleri

MTHFR geni 1. kromozomun kisa kolunda 36.3 yerlesiminde bulumaktadir. Toplam
biiyiikliigti 1980 baz ¢iftidir, lirlinlin molekil agirlig1 74.6 kDa'dur. MTHFR enzimi 5.10
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metilentetrahidrofolat'in S-metiltetrahidrofolat'a (5-MTHEF) déniistiiriilmesini saglamaktadir
(40).

MTHFR enziminin etkinlik diizeyini diigtiren iki ayr1 polimorfizm saptanmigtir. Bunlarin
ilki, enzimin folat baglanma bdlgesinin kodlanmasinda gorevli bir dizide, 1995 yilinda
saptanmuigtir. 677. niikleotiddeki bu nokta mutasyonunda bir timin bazi, bir sitozinin yerini
almaktadir (C677T). Bu tranzisyon mutasyonuyla gen {irliniinde bir alanin amino asidi,
yerini bir valine birakmaktadir. Homozigot bireylerde enzimin, sicakliga bagli islev
kaybiyla, normal kisilerdeki etkinlik diizeyinin %35'ine dek gerileyebildigi, bunun da etkin
5-MTHF yapimini belirgin olarak azalttig1 gosterilmistir. Heterozigot tagiyici bireylerde de
enzim etkinliginin azaldifi, buna bagli olarak homosistein plazma diizeyinin yiikseldigi

ortaya konmustur (42).

Van der Put ve arkadaslari, 1998 yilinda MTHFR geninin bagka bir polimorfizmini
bulmuglardir: 1298. niikleotid sirasinda, bir adenin-sitozin doniisiimii. Bu degisiklik 429,
amino asit olan glutaminin yerine alanin gelmesine yol agmaktadir. Ayn1 ¢alismada bu
mutasyonun alel sikligt %33 olarak belirtilmigtir. Mutasyonun oldugu bélgenin, proteinin
diizenleyici domen bdlgesini kodlayan dizi oldugu diistiniilmektedir (119). Homozigot
mutant bireylerde, MTHFR'nin aktivitesinin %60'ina geriledigi, plazma homosistein ya da
folik asit diizeylerinde ise bir degisiklik olusmadiZi gosterilmistir. Ancak, C677T ve
A1298C mutasyonlarinin, heterozigot olarak birlikte bulundugu durumlarda, enzim
aktivitesinin ve homosistein plazma diizeyinin, C677T homozigot mutant durumdakine
benzerlik gosterdigi belirlenmigtir. Bu nedenle, A1298C polimorfizminin C677T
polimorfizminin etkisini arttirdii diistintilmiistiir (119). Birlesik heterozigotluk (compound
heterozygosity) oraninin, toplum geneli i¢inde yaklagik %15 oraninda oldugu bildirilmistir
(40). Ayni olguda, 677 ve 1298 polimorfizmlerinden biri igin homozigotluk, digeri icin
heterozigotluk bildirilmis olmasina kargin (40,41) polimorfizmin de homozigot oldugu vaka
heniiz bildirilmemisgtir. Bu durum, her iki polimorfizin seleksiyon seleksiyon agisindan

dezavantaj yaratip yaratmadigi yOniinde incelenebilir.
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4.5.3.5 Fibrin Yikim Yetmezligi

Fibrin yikim kapasitesinin diistik oldugu ve buna bagl olarak, en azindan teorik diizeyde,
tromboz riskinin yiiksek oldugu birkag¢ bozukluk bildirilmistir (31). Ancak bunlarin toplam
sayisi fazla degildir, ve bir kismi hakkinda bildirilen sonuglar birbiriyle ortiigmemektedir.
Fibrinolizdeki baglica molekiiller, etkin olmayan proenzim plazminojen ve bunun
etkinlestirilmis hali olan plazmin enzimidir. Plazminojen yetersizligi ya miktarin azligina
(hipoplazminojenemi, tip I) ya da islevin yetersiz olmasina (displazminojenemi, tip II) bagh
olabilir (31). Yiiksek sayida denek (1192 hasta) secilerek yapilan bir ¢aligmada, tromboz
hastalar1 i¢inde plazminojen diizeyinin disiikliigii cok kiigiik bir oranda saptanmis (%2) ve
hastalarin aile bireylerinin de arastirilmasi sonucunda, durumun herhangi bir risk artigina

yol agmadi@1 6ne stirlilmiistiir (33).

Gebelik déneminde plazmanin fibrin yikim etkinligi azalmistir, ancak hemen dogumu
takiben normale doner. Bu hizli degigim, plasentanin ¢ikigiyla iliskilidir, zira plasenta fibrin

yikimini engelleyen molekiiller icermektedir (110).

Plazminojenin baglica aktivatérii olan doku plazminojen aktivatorii (t-PA) ve plazminojen
aktivator inhibitorii (PAI)-1 de, vendz tromboz ile iligkileri yoniinden arastirilmistir. Tip 1
plazminojen aktivatr inhibitérii (PAI-1) doku plazminojen aktivatoriiniin fizyolojik
inhibitSriidiir, bu nedenle plazmin yapiminin diizenlenmesinde anahtar bir noktada yer
almaktadir (121). Kiiltlir ortaminda PAI-1'in bir ¢ok farkli hiicre tarafindan Uretildigi
goriilmistiir. In vitro kosullarda PAI-1 yapimi glukokortikoidler, sitokinler, insiilin ve

lipoproteinlerin de iginde oldugu farkli maddeler tarafindan kontrol edilmektedir (31).

PAI-1, molekiil agirlig1 yaklasik 50 kDa olan bir glikoproteindir. Serin proteaz inhibitérleri
(SERPIN) ailesine aittir (31). PAI-1 geni 7. kromozom f{izerinde (q21.3-q22) yer
almaktadir; dokuz ekzon ve sekiz intron igermektedir. Gen dizisinin bilyiikliigi yaklasik
olarak 12,3 kilobazdir (114).
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PAI-1 plazma yogunlugunun farkli bir kag gen polimorfizmiyle baglantih oldugu
bilinmektedir. Bu polimorfizmlerden bir tanesi, transkripsiyon baslangi¢ bélgesinden 675
baz daha yukarda, promotor bdlge iginde yer almaktadir ve bir guanin insersiyon/delesyon
degisikligiyle tanimlanmustir (4G/5G) (27). 4G alelini homozigot olarak tastyan bireylerin
plazma PAI-1 diizeylerinin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. 4G alelinin yalnizca bir
aktivator transkripsiyon proteinine baglandigi, 5SG alelinin ise aktivatSriin yanisira
baskilayici (represdr) bir proteine de baglandigi gosterilmis, buna bagl olarak da 5G
alelinin, 4G'ye oranla daha diisiik diizeyde PAI-1 transkripsiyonuna yol agtif1 belirtilmistir
(35). 4G alelinin prevalanst geng miyokard enfarktiisii hastalarinda ve derin ven trombozu
olgularinda daha yiiksek oldugu bildirilmistir (38). Bu ¢alismanin disinda, PAI-1 geni
promotorundaki 4G/5G polimorfizminin arter ve ven trombozuyla iligkili oldugunu &ne

siiren ve bu goriisii reddeden ¢alismalar yaymlanmistir (46).

4.6 Tromboz Yatkinhig: ve Gebelikteki Vaskiiler Komplikasyonlar

4.6.1 Gebelikte Venoz Tromboemboli

Gebelikle baglantili vendz tromboembolinin (VTE) toplum genelindeki sikhigi hakkinda
degisik oranlar bildirilmektedir. En sik verilen oran 1/1000’dir. VTE’nin gebeligin son ti¢
aylik doneminde daha sik goriildiigi bildirilmektedir L.

Gebelikle iligkili VTE riskini arttirdig1 bilinen bazi etkenler vardir (51). Bunlar:
¢ Yasin 35’den fazla olmasi '
e Gebelik sirasinda hareketliligin kisitlanmast
e Sezaryen kesi ile dogum (6zellikle acil yapildiginda)
e VTE oykiisi

¢ Trombofili
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Homozigot faktér V Leiden ve heterozigot protrombin G20210A mutasyonu tagiyicilarinda
gebelikle iligkili tromboz riskinin, normal deneklerden fazla oldugu bildirilmistir (80).

Asemptomatik tasiyicilarda ise riskin diistik diizeyde oldugu gosterilmisgtir.

Gebelikte VTE oykiisii olan kadinlarda, geriye doniik olarak yapilan bir ¢aligmada, Leiden
mutasyon siklig1 %8, protrombin G20210A mutasyonu ise %9 oraninda bulunustur. Diger
pthtilasma etkenlerinin diizeylerinin belirlenmesinden sonra yapilan risk hesaplamasina
dayanilarak, aragtirmacilar tarafindan erken gebelikte, rutin trombofili taramasinin

yapilmasi gerekli bulunmadigi bildirilmistir (82).

Bir vaka-kontrol ¢aligmasinda (49) Leiden mutasyonu hasta grubunda %23,8, kontrol
grubundaysa %1,9 oraninda saptanmigtir. Ayrica protrombin ve MTHFR C677T sikliklar
da hasta grubunda, kontrol grubuna gore, anlamh diizeyde yiiksek bulunmustur
(protrombin: %31-%4,2; MTHFR: %28,6-%16). Bu sonuglara dayanilarak, bu
mutasyonlarin, vendz tromboz Oykiisii olan kadenlarda gebelik doéneminde taranmast

gerektigi one siiriilmektedir.

Gebelik sirasinda ya da sonrasinda tromboz gegiren kadinlarda trombofiliye sik oranda
rastlandig bildirilen kadinlarda trombofili taramas: dnerilmektedir (49). Ancak bu durum
her gebelik icin gecerli gibi gozikmemektedir. Bilinen trombofili 6ykiisii varliginda,

profilaktik miidahelenin de kesinlikle gerekli olduguna iliskin bir uzlasma yoktur.

4.6.2 Preeklampsi

Preeklampsi ve anilan diger gebelik komplikasyonlarindaki patolojik bulgular (plasenta
villus enfarktlari, endotel islev bozuklugu, uterus spiral arter trombozu), bu bozukluklarda
asir1 pihtilagmanin patofizyolojiye katkistnin olup olmadigmin sorgulanmasini saglamistir.

Trombofililer ve preklampsi arasindaki iligkiyi arastiran bir ¢ok ¢aligma yapilmistir. Bu
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calismalarin bir kisminda trombofili mutasyonlar: preeklampsili gebelerde, saglikli gebelere
oranla daha yaygin olarak bulunmustur. 1996'da Dizon-Townson (34) ve arkadaglar1 158
preeklampsili ve 453 normal gebe lizerinde yaptiklari ¢aligmada faktdr V Leiden mutasyonu
sikligimi hasta grubunda daha yiiksek tespit etmiglerdir (85). Benzer sonuglar Italya ve
Macaristan'da yapilmis iki ayr1 ¢aligmada da elde edilmistir (48,88). Lindoffun (75)
calismasinda ise, faktér V Leiden sikhifinin, ikisi de 50'ser kisiden olusan preeklampsi ve

saglikli gebe gruplarinda, farklilik gostermedigi kaydedilmektedir.

Kupferminc (66) ve arkadaglari tarafindan yiiriitlilmiis kapsamli bir ¢alismada, yiiz on
komplikasyonlu ve ayni sayida saglikli gebe galismaya dahil edilmigtir. Agir preklampsi,
gebelik yasina gore yiizde 5'lik dilimin altindaki intrauterin gelisme geriligi ve agir plasenta
dekolmant hasta grubunu olugturmaktadir. Agir preeklampsi olgularinda Leiden mutasyonu
%26, kontrol grubunda ise %6,4 oraninda bulunmustur. MTHFR C677T mutant
homozigotlugu hastalarin %20,6'sinda, saglikli gebelerin ise %8,2'sinde saptanmistir.
Toplamda, preeklampsi hastalarinin %52,9'unda, saglikli gebelerin ise %17,3'iinde bir
trombofilik mutasyon saptanmigtir. Aynit grubun bagka bir ¢aligmasinda (67) agir
preeklampsili altmis ii¢ gebe ve yiiz yirmi alti saglikli gebede trombofili mutasyonlar:
taranmig, faktér V Leiden ve MTHFR 677 homozigotluk sikligt hasta grubunda daha
yiiksek bulunmugtur. Protrombin G20210A sikhifi hasta grubunda daha fazla olmasina
karigin, fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Hastalarm % 67'sinde, saglikli
gebelerin %20'sinde trombofilik bir mutasyon tespit edilmistir. [zleyen dénemde faktér V
Leiden sikhiginin agir preeklampsili gebelerde anlamli olarak daha yiiksek oldugunu

bildiren ¢alismalar yayinlanmigtir (103).

Bazi g¢alismalarda trombofili mutasyon oranlarinin preeklampsi olgularinda, saglikli
kontrollere gore degisiklik gostermedigi bildirilmistir. O'Shaughnessy (91) ve
arkadaslarinin ¢alismasinda faktor V Leiden ve MTHFR 677 mutasyon sikliklari hasta ve
kontrol gruplari arasinda benzer bulunmustur. Calismaya alinan 283 preeklampsi olgusunun

149'u agir preeklampsi, 25 tanesi HELLP (hemoliz, karaciger enzimlerinde ylikselme,
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trombositlerde azalma) sendromudur. Bu gruplar ve kontroller arasinda da mutasyonlarin
siklig1 farklilik gostermemistir. Powers (99) ve arkadaglari da preeklampsili ve saglikli

gebeler arasinda MTHFR 677 mutasyon siklig1 agisindan fark olmadigini bildirmislerdir.

Alfirevic (2) tarafindan hazirlanmis olan meta-analizde, preklampsi ve eklampsi olgulan
sagliklt gebeliklerle karsilastirldiginda, heterozigot Leiden tasiyiciliginin daha yiiksek

oranda oldugu belirtilmistir.

Calismalar arasindaki farkliliklar aragtirmanin niteliklerinden ve yapildift toplumdan
kaynaklanabilir. Oregin faktér V Leiden mutasyonu siklign Orta Avrupa'da %S5
dolaylarinda, Kuzey Avrupa'da %10-15 arasinda iken, Asya, Afrika ve Giiney Amerika
toplumlarinda nerdeyse sifira yakindir (132). Bu durum hasta ve kontrol gruplari

olugtururken eglestirmenin dikkatli yapilmasi gerekliligine isaret etmektedir.

Faktér V.Leiden ve MTHFR C677T mutasyonlarinin yanisira, plazminojen aktivator
inhibitorii (PAI)-1 geninde goriilen 4G/5G insersiyon/delesyon mutasyonun da preeklampsi
gelisiminde rol oynadigina iligkin bulgular yayinlanmistir. Yamada (128) ve arkadaglarinca
yapilan galismada, 4G alel sikligmin preeklampsi hastalarinda saglikli gebelere ve gebe
olmayan, saglikli kadinlara gore daha yiiksek oldugu saptandigi bildirilmektedir.

Preeklampsi, heniiz bir kismiyla iligkisi ortaya konulamamis, birden fazla genin belirledigi
bir bozukluk goriintiisii vermektedir. Ortaya ¢ikis dénemine ve siddetine gore prognozu

farklilik gostermektedir (68). Asiri pihtilagmanin preeklampsi patofizyolojisindeki yeri

aragtirilmaya devam etmektedir.

4.6.3 Plasenta dekolmani

Wiener-Megnagi ve arkadaglar1 (125) yaptiklari caligmada faktér V Leiden mutasyonu

sikligim plasenta dekolmani olan gebelerde %29,6, saglikli gebelerde ise %3,4 oraninda
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saptamuglardir. Van der Molen'in (118) galismasinda da, benzer sekilde, faktor V Leiden
sikligr ve ayrica, MTHFR 677T polimorfizm siklii dekolmanli gebe grubunda saglikli

gebelerden daha fazla bulunmugtur.

Bagka bir ¢alismada, hiperhomosisteinemi, plasenta enfarkti olan gebelerde, saglikli
gebelere gore yaklasik 3 kat daha yiiksek oranda bulunmustur (sirasiyla %31 - %9).
Kupferminc'in (66) ¢aligmasinda, plasenta dekolmam: olan hastalarda trombofili

mutasyonlarinin stklifi %70 olarak saptanmustir.

4.6.4 intrauterin Gelisme Geriligi

Komplikasyonlu 62 gebeyi igeren bir ¢alismada, 13 tane intrauterin gelisme geriligi IUGG)
olan gebede hiperhomosisteinemi protein S eksikligi ve faktér V Leiden mutasyonu
sirasiyla %38, %23 ve %12,5 oranlarinda tespit edilmistir. Caligmada kontol grubu
kullanilmadigindan istatistiksel karsilagtirma yapilmamusgtir (30).

Kupferminc (66) ve arkadaslari, toplam 222 hastay1 ve 156 saglikli gebeyi kapsayan

calismalarinda, [UGG'li gebelerde protrombin G20210A mutasyonunun, kontrollere oranla

daha yaygin olarak bulundugunu bildirmislerdir.

4.6.5 intrauterin Fotus Oliimii

1996 yilinda yaymlanan EPCOT (European Prospective Cohort on Thrombophilia) (100)
calismasinda, ailesel trombofili saptanan gebelik olgularinda 6lii dogum riskinin 3 kat

artmis oldugu bildirilmistir.
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Faktor V Leiden mutasyonuyla intrauterin f6tus Oliimii arasindaki iliskiyi aragtiran
caligmalarda, mutasyonu tagiyan bireylerde, fotus kaybi riskinin, gebeligin tamamai
boyunca 2,7 kat arttif1 bildirilirken, asil yiiksek riskin, 6li dogum, yani 20. gebelik
haftasindan onceki kayiplar ig¢in oldugu ortaya konmustur (98). Homozigot Leiden
tastyicilarinda risk daha fazla artmaktadir (69).

Bagka ¢alismalarda, MTHFR C67T mutasyonuyla, 6lii dogum arasinda bir iligki olmadig:
belirtilmektedir (17,127).

4.6.6 Tekrarlayan Diisiik (Habitiiel Abortus)

Tekrarlayan diigiikler tiim gebeliklerin yaklagik %1-2'sinde goriilmektedir (102). Nedenleri
arasinda anatomik, endokrinolojik, otoimmiin etkenler ve kromozom bozukluklari
(translokasyonlar, inversiyonlar) vardir. Ancak bu gruplarin diginda kalan ve nedeni belli
olamayan, tekrarlayan diisiik olgularina sik rastlanmaktadir. Bu grup olgular iizerinde

trombofili mutasyonlarinin yeri arastirilmaktadir.

Grandone (48) ve arkadaglar1 faktor V Leiden mutasyonun, tekrarlayan diisiik olgularinda
%16 oraninda, aymi ¢aligmanin saglikli gebe kontrollerinde ise, oranin %4 oldugunu
bildirmiglerdir. Tekrarlayan diisiik olgular ile faktér V Leiden iliskisini destekleyen bagka
bir ¢alisma Ridker (102) tarafindan yayinlanmugtir.

Nelen (89) tekrarlayan diisitk olgularinda hiperhomosisteineminin yerini inceleyen
calismalar tizerinde yaptig1 meta-analizde, bu tip 10 ¢alisgmadan elde edilen sonuglara gore,

hiperhomosisteineminin tekrarlayan diisiik riskini 3-4 kat arttirdig1 sonucuna varmistir.

Gris ve arkadaslari (52) nedeni agiklanamayan tekrarlayan diisiiklii 616 gebede PAI etkinlik
diizeyinin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
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Son donemlerde, yukarda daha sik olarak amilan faktor V Leiden, MTHFR C677T ve
protrombin G20210A mutasyonlarinin yani sira, bagka polimorfizmlerin de gebelik
komplikasyonlarmin patofizyolojisiyle iligkisini aragtiran galigmalar yapilmaktadir. Glueck
(44) ve arkadaglari komplikasyonlu 94 gebeyle eslestirilmis, saghkh 95 gebeyi
karsilastirmistir. Komplikasyonlu gebelerde PAI-1 4G/4G homozigotlugunun saglikli
gebelere oranla daha fazla oldugu (swrasiyla, %33 - %0; p=0,008) belirtilmistir. Agir
preeklampsi, plasenta dekolmani, agir UGG ve intrauterin fStus Sliimiinde 4G/5G
sikliginin yiiksek oldugu ortaya konmustur. Bu veriler grubun daha 6nceki ¢aligmalartyla da
benzerlik gdstermektedir (46,47).

Tablo 4.2°de gebelik komplikasyonlari ve etiyoojisinde tizerinde durulan kalitsal kusurlar

sunulmugtur.

Tablo 4.2 Plasentada Tromboz Yatkinlig: ile iliskili Vaskiiler Komplikasyonlar

KUSUR Diigiik TUMF Preeklampsi dekolman

Antitrombin eksikligi ++ ++ +

Protein C eksikligi ++ it +

Protein S eksikligi ++ ++ + +
Disfibrinojenemi + +

APC direnci ++ +H ++ +
Faktor V Leiden ++ ++ + ++
MTHFR C677T + + + +
Hiperhomosisteinemi + + ++ ++
Faktor I G20210A + +- + ++
Antifosfolipid sendromu ++ ++ ++ ++

TUMF, intraiiterin fetiis 8liimil; APC, aktive protein C; MTHFR, metilentetrahidrofolatrediiktaz;
* [ligki kuvveti: +, olast iliski; ++, gosterilmis iligki
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5. GEREC - YONTEM

5.1 Gerec¢

5.1.1 Cihazlar

Derin dondurucu (-20°C)
Buzdolab:

Distile su cihazi

Hassas terazi

Hassas terazi

Otoklav

Manyetik karigtiric
pH-metre

Santrifiij ttipleri, 15 mL
Otomatik mikropipetler
Sogutmali Santrifiij
Mikrosantrifiij

Etiiv

Kirik Buz makinasi

Is1 dongti cihaz1

Yatay elektroforez diizenegi
Dikey elektroforez diizenegi
Giig kaynagi

Mor &tesi 151k kaynag:

Goriintiileme diizenegi

Philco, Tiirkiye

Argelik, Tiirkiye

Milli Q [JSI] UF Millipore
Mettler PJ6000, Almanya
Mettler AT261, Aimanya
All American, A.B.D.
Elektro-Mag, Tiirkiye
WITW, Almanya

Falcon, Ingiltere

Gilson, Ingiltere

IEC - MP4R, A.B.D.
Heraeus, Almanya
Heraeus, Almanya
Scotsman, A.B.D.
Biometra, A.B.D.
Biometra, A.B.D.
Bio-Rad, A.B.D.

ATTO, Japonya

Vilber Lourmat, Fransa

Polaroid MP 4* Camera System, A.B.D.

Floresan Polarizasyon Immunoassay /MX, A.B.D.
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5.1.2 Kimyasal maddeler

Sodyum kloriir
Potasyum klortir

Magnezyum kloriir (MgCl,)

Trizma baz

Etilen-diamin tetraasetik asit

(EDTA)

Sodyum dodesil siilfat
Fenol

Kloroform

[zoamil alkol

Etanol

DNA (Taq) polimeraz
10X polimeraz enzimi
MgCi2 (25 mM)
Diniikleotid seti
Oligoniikleotidler
Madeni yag

Agaroz

Borik asit

Bis-akrilamid

N,N,N',N’-tetrametiletilendiamin

(TEMED)
Ammonyum per siilfat
Gliserol
Restriksiyon enzimleri
Rsal
Mboll
Etidyum bromiir

Merck, Almanya
Sigma, A.B.D.

Sigma, A.B.D.

Sigma, A.B.D.

Carlo Erba, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Sigma, A.B.D.

Sigma, A.B.D.

Carlo Erba, Almanya
MBI Fermentas, Litvanya
MBI Fermentas, Litvanya
MBI Fermentas, Litvanya
MBI Fermentas, Litvanya
Iyontek, Tiirkiye

Sigma, A.B.D.

Prona

BioRad, A.B.D.

Sigma, A.B.D.

Sigma, A.B.D.

Sigma, A.B.D.
Sigma, A.B.D.

MBI Fermentas, Litvanya
MBI Fermentas, Litvanya
Sigma, A.B.D.
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Bromfenol mavisi

Ksilen siyanol

5.1.2.1 Tampon ¢ozeltiler

Sigma A.B.D.
Sigma, A.B.D.

Tiim ¢6zeltiler distile su ile hazirlanmig, sonrasinda otoklavlanarak steril hale getirilmisgtir

(108).

5x TBE

Tris-HCI
Borik asit

EDTA (pH=8,0)

TE

Tris-HCI (pH=7,6)
EDTA

Soliisyon I

Magnezyum klortir
Potasyum kloriir

Tris

Soliisyon II

Magnezyum kloriir
Potasyum kloriir

Tris

Sodyum kloriir
Sodyum dodesil siilfat
EDTA

0,45M
045M
0,01 M

10 mM
1 mM

10 mM
10 mM
10 mM

10 mM
10 mM
10 mM
0,5 mM
% 0,5
2mM
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Kloroform - izoamil alkol 24:1
Doymus fenol eriyigi

kristalize fenol 250 gram
distile su 50 mL
Tris (1 mol/litre, pH=8,0) 100 mL

10x DNA polimeraz tamponu

Tris-Hcl 100 mM pH=19,0
Potasyum kloriir 500mM
Triton X-100 %1

Deoksiniikleotidtrifosfat (ANTP) karisimi

deoksiadenin trifosfat (dATP) 10 mM
deoksiguanin trifosfat (dDGT) 10 mM
deoksitimidin trifosfat (dTTP) 10 mM
deoksisitozin trifosfat (dCTP) 10 mM
EDTA 0,5M pH=8,0

Yiikleme tamponu

Bromfenol mavisi %0,25

Ksilen siyanol FF %0,25

Gliserol %30

Etidyum bromiir 10 mikrogram/mL (ug/mL)
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Akrilamid stok ¢ozeltisi

Akrilamid
Bis-akrilamid

toplam hacim

Akrilamid jel

% 30 Akrilamid
_distile su

5x TBE

%10 APS

TEMED

Gliserol

(%30)

29 gram
1 gram
100 mL

(%12; gliserol %10)

13 mL
12,7 mL
6,5 mL
0,25 mL
0,35 mL
3mL



5.2 Yontem

5.2.1 Hasta ve Kontrol Grubunun Belirlenmesi

Bu calisma icin gerekli olan etik onay, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Aragtirma Etik

Kurulu tarafindan verilmigtir (B.30.2.MAR.0.70.00.03/1111).

Calismaya alinacak hastalarin tanilari, Ocak 2003 — Haziran 2003 donemi iginde, Kartal
Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Klinigi’nde konulmusgtur.
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum polikliniginde takip edilen, saglikli gebeler arasindan, yas ve
gebelik haftast verileri, hasta grubuyla eslestirilen 100 gebeyle kontrol grubu
olusturulmustur.

Hasta gruplari, agagidaki tanilar1 alan gebe kadinlar arasindan, ardigik olarak 100 kisinin

secilmesiyle olusturulmustur:

e Amerikan Obstetrik ve Jinekoloji Okulu (American College of Obstetrics and
Gynecology; ACOG) (30) blgiitlerine uyan agir preeklampsi ve eklampsi olgulari,

e Plasenta dekolmani olgulari,

e Hemoliz, karacier islev bozuklugu ve trombositopeninin goriildigii HELLP
sendromlu olgular,

e Gebelik haftasina gore, fotus agirhigt ylizde 3’litk dilimin / -2 standart sapmanin
altinda kalan ve nedeni belli olmayan intrauterin gelisme geriligi olgulari,

e 28. gebelik haftasindan sonraki, nedeni agiklanamayan intrauterin fotus Oliimii
olgulari,

e En az 3 tane, nedeni agiklanamayan, gebeligin ilk 6 ayinda goriilmiis, spontan
(tekrarlayan) diisiik olgulari.

¢ Derin Ven Trombozu (DVT) olgulart
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Kronik hipertansiyon, herhangi bir tip diyabet mellitus, bag doku hastaligi, kronik bSbrek
hastaligi bulunan olgular ve 40 yas iizerindeki gebeler ile gogul gebeligi olan olgular

¢alisma diginda birakimislardir.

Caligmaya alinan tiim gebelerin obstetrik dykiileri ve degerlendirmeleri tamamlanmustir.
Gebelik siiresince vitamin, sigara, alkol kullanimi kaydedilmistir. Kan basinci, kalp tepe
atimi, viicut agirhig: degisimi ve ultrasonografik dlgtimlere gére fotus geligimi izlenmigtir.

Rutin biyokimya tetkiklerinin yanisira, tanilarina gore gerekli ek tetkikleri yaptirilmustir.

5.2.2 Genetik inceleme

5.2.2.1 Kan Orneginin Almmasi

Hasta ve kontrol grubundaki tiim gebelerden faktér V A4070G, metilentetrahidrofolat
reditktaz (MTHFR) A1298C ve plazminojen aktivatér inhibitorii (PAD)-1 4G/5G
mutasyonlarinin taranmasi amactyla kan ornegi alinmistir. Ornek, hastanin bulundugu
poliklinik ya da serviste, periferik bir venden, steril teknikle, pihtilagmasim1 engellemek
amaciyla, 0,5 mmol/L etilendiamintetraasetik asit (EDTA) igeren tiipe, 5 mL olarak
alinmustir. Ornekler, genetik incelemenin yapilacagi Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarina getirilmeden onceki donemde +4°C’ta
bekletilmistir. Ornekler alinmalarindan, ortalama bir hafta sonra deoksiriboniikleik asit
(DNA) ayrigtirmast igin laboratuvara getirilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesi asamasina

gelinene kadar 6rneklerin hangi gruba dahil oldugu 6grenilmemistir.

5.2.2.2 DNA Ayristirmasi

Bu islem igin daha 6nce tarafindan bildirilmis, hizli DNA izolasyon ydntemi kullanimistir

(109). Deney protokolii agagidaki sekilde uygulanmugtir:
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e EDTA ile karigmis kan 6rneginin, 15 mL’lik konik santrifijj tiipline alinmasi

e Ornek hacminin soliisyon 1 kullanilarak 10 mL’ye tamamlanmasi

e 120 mikrolitre iyonik olmayan deterjan eklenmesi ve tiipiin yavagca dondiiriilerek
Ornegin karistirilmasi

e Santrifiijde 600 g hizda, 10 dakika stireyle tiipiin ¢evrilmesi

e Cokelti yerinden oynatilmadan iist stvinin attimast

e (Cokelti izerine 800 mikrolitre soliisyon II eklenmesi

e Cokeltinin soliisyon II iginde siispanse edilmesi ve mikrosantrifiij tiipiine alinmasi

e Tiipe 400 mikrolitre, Tris ile doyurulmus fenol eklenmesi ve karigtirtimasi

e 1 dakika siireyle, 12000 rpm (doniig/dakika) hizla santrifiij yapilmasi

o Ust fazin, temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alinmasi

e Tiipe 200 mikrolitre fenol wve es hacimde, 24:1 oraninda hazirlanmis
kloroform:izoamilalkol karisiminin eklenmesi ve tiipiin karistiriimasi

e 12000 rpm’de 1 dakika siireyle ¢evrilmesi

. [;Jst stvimin  temiz mikrosantrifiij tiipiine alinmasi; iizerine 700 mikrolitre
kloroform:izoamil alkol karigimi eklenip karistirilmasi

e 12000 rpm’de 1 dakika stireyle santrifuj

e Ust sivimn temiz tiipe alinmasi; DNA’nm ¢oktirilmesi amaciyla, -20°C’de
bekleyen saf etanoliin eklenmesi

e Yogunlasan DNA’nin Pasteur pipetinin ucuyla, %70’lik etanol iceren mikrosantrifiij
tiipline aktarilmasi ve yikanmasi

e 12000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij yapilmasi

e Etanoliin, ¢cdken DNA kaldirilmadan dokiilmesi ve kalan etanoliin oda isisinda
ucurulmasi.

e DNA’nin Tris-EDTA tamponunda ¢6ziilmesi.

Izolasyon sirasinda tiipler ve atik dist sivilar, ¢amagir suyu igine bogaltilmig; 3 saat

bekletildikten sonra atilmistir.
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DNA ¢bzeltileri —20°Cde saklanmugtir.

5.2.2.3 DNA yogunlugunun belirlenmesi

Elde edilen DNA siispansiyonunun yogunlugunun ve safligmnmn belirlenmesi amacuyla,
spektrofotometrede, 260 ve 280 nanometre (nm) dalga boylarinda absorbans (emilim)

Ol¢timii yapilmigtir (108).

Asil DNA siispansiyonundan alinan 20 mikrolitre drnek, steril bir tiip iginde, steril distile su
ile 1000 mikrolitreye tamamlanmig, yani 1’e 50 oraninda seyreltilmigstir. Seyreltilmis
drnegin spektrofotometrede dnce 260 nm, sonra 280 nm’de absorbans (optik yogunluk, OY)

degeri Slgtilmiigtiir.

50 milimolar (mM) ¢ift sarmal DNA’nin 260 nm’deki optik yogunlugu (OY) 1’e esittir.

Buna gore:

0Y260 um X 50 mM x seyreltme faktorii (50) = DNA yogunlugu (mM)

Ikiytizaltmis nm’deki optik yogunluk (OY) degerinin 280 nm’dekine orant (OY260/ OY2s0)
DNA o6rneginin saflig1 hakkinda bilgi vermektedir. Eger bu oran 1,6’dan agagidaysa DNA
orneginde protein kontaminasyonu, 2,0’1n iizerindeyse RNA kontaminasyonu oldugu kabul

edilir (108).

5.2.2.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, belirlenmis bir hedef DNA dizisini, in vitro kosulda, in vivo
DNA eslenmesi diizenegini kismen taklit ederek, ¢ogaltmaya yarayan bir yontemdir (110).

Yontem, bir DNA karisimi iginde, ¢ogaltilacak dizinin segilmesini ve yalniz bu dizinin
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¢ogaltitmasimi olanakli kilar. Bu segicilifi saglamak ig¢in, ¢ogaltilacak dizi hakkinda
dnceden bilgi sahibi olunmasi gereklidir. Cogaltilmas1 hedeflenen dizinin baslangig ve
bitisini ¢evreleyen bolgelerin baz dizilisinin bilinmesi, bu bolgelere 6zgiin olarak
baglanacak iki kisa niikleotid (oligoniikleotid) dizisinin olusturulmastna imkan verir. Bu -
oligoniikleotidler ya da PZR reaksiyonundaki adlariyla primerler, yiiksek 1sida iki ipligi
birbirinden ayrilacak DNA molekiiliinde, kendilerine 6zgiin iplige baglanabilme yetenegine
sahiptir. Bu primerler, DNA yapitasi olan dort deoksiniikleotidin (dATP, dGTP, dCTP ve
dTTP), 1siya dayanikli bir DNA polimeraz enzimi aracilifiyla yeni DNA ipliklerinin
yapiminda kullanilmalarini saglar. Yeni yapilan DNA iplikleri, primerlerin de baglandigy,
kalip DNA ipliklerinin komplementeri ozelliktedir. Boylece hedef bolge kopyalanmig
olmaktadir (110).

Polimeraz zincir reaksiyonu sirasindaki asamalar, basamaklar halinde su sekilde

Ozetlenebilir:

e Denaturasyon: ¢ift.iplik DNA molekiiliiniin, yiiksek 1sida (92-95°C) tek iplikli hale
doniigmesi.

e Baglanma: tek iplik halindeki DNA slispansiyonunda, birbirini tamamlayan
(birbirine komplementer olan) niikleotid dizilerinin ¢ift sarmal olusturmasi. Bu
basamakta primerlerin, 6zgiin olduklari kalip DNA bolgesine baglanmasi beklenir
(40-65°C).

e Uzama: Isiya dayanikli DNA polimeraz enzimi, ortamda bulunan dNTP
molekiillerini kullanarak, primerlerin serbest 3’-OH uglarindan, kalpp DNA’ya
komplementer kopyanin yapimmi gergeklestiric (72°C). Thermus aquaticus (Taq)
adli bakteriden elde edilen ve yliksek 1siya direngli olan DNA polimeraz enzimi

PZR’de kullaniimaktadir (110).

Bu ii¢ basamak, 1s1 dongii cihazinda arka arkaya yaklasik 30 kez tekrarlanir. Her bir tur bir

dongii olarak adlandirilir.
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Onceki paragraflarda anilan ve PZR igin gerekli olan bilesenler s6yle siralanabilir:
e Kalip DNA
e Iki adet oligoniikleotid (primerler)
e Deoksiriboniikleotid fosfat karisimi (ANTP’ler)
e Yiiksek 1siya dayanikli DNA polimeraz enzimi (Taq polimeraz)
¢ Enzimin ¢aligmast i¢in uygun tampon ¢6zelti ve magnezyum kloriir

e Reaksiyonun iginde gergeklesecegi 1s1 dongii cihazi (110)

5.2.2.5 PZR Optimizasyonu

Bu ¢alismada kalip DNA, onceki bollimde anlatilan yontemle elde edilmis ve PZR’de
kullantimistir. DNA ayristirmast sonucunda, her kan drneginden aym miktarda DNA elde
edilmedigi goriilmiistlic. Bazi DNA siispansiyonlarinda, izole edilen miktarin fazla olusu,
DNA yogunlugunun yitksek olmasina yol agmistir. Bu yiizden, reaksiyona konacak kalip
DNA oOrnegi, esas DNA slispansiyonundan degil, onun steril distile suda seyreltilmis
orneginden almarak kullanilmigtir. Calisma igindeki ii¢ farkli bolge igin yapilan PZR’lerde,
reaksiyona sokulan kalip DNA miktart toplam hacimde 100-150 mmol olacak sekilde

ayarlanmigtir.

Calismada kullanilan primerler liyofilize halde satin alinmigtir. Primerler 100 mikrolitre
steril distile su iginde ¢oziilmiis; reaksiyonlarinda kullanilmak tizere 10 pmol/mikrolitre
yogunlukta alikotlar hazirlanmistir. Hem ana stok, hem de hazirlanan seyreltiler —20°C’de

saklanmigtir.

Niikleik asitlerin kararliligini gostermede kullanilan lgiitlerden biri, ikili sarmal 1sinin
yiikselmesiyle tek iplik haline doniigiirken, yarisinin bu konumda, yarisinin ¢ift sarmal
halde bulundugu sicaklig: belirten ve Tw (melting temperature) olarak gosterilen degérdir.

Uygun baglanma isisinin segilmesi, primerlerin dzgiin olduklart bolgeden bagka bir yere
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baglanmalarin

engellemek igindir. Primerler igin T, asagidaki formiile gore

hesaplanmaktadir:

Twm (°C)= 2 (A+T) + 4 (G+C)

A, T, G, C (sirastyla) : adenin, timin, guanin
ve sitozin bazlarinin primer molekiiliindeki
sayisini gosterir.

Tablo 5.1. Primer dizileri, PZR {irlin biiytikliikleri.

Gen /| ileri primer Uriin biyiikliigii | Ref.

polimorfizm Geri primer (baz gifti)

FV A4070G 5°- CAA GTC CTT CCC CAC AGA TAT A -3’ 702 29
5’- AGA TCT GCA AAG AGG GGC AT -3’

MTHFR A1298C |5°- CTT TGG GGA GCT GAA GGA CTACTAC-3* [163 119
5’-CACTTT GTG ACC ATT CCG GTT TG -3°

PAI-14G/5G 5°- GTC TGG ACA CGT GGG GA -3’ 765 (766) 44
5’- GTC TGG ACA CGT GGG GGA -3’
5’- TGC AGG AAT TCA GCT GCT GGA -3’

ER1 IVS401 5’- CTG CCA CCC TAT CTG TAT CTT TTC| 1300 86

CTATTCTCC-3
5- TCT TTC TCT GCC ACC CTG GCG TCG
ATT ATC TGA

FV: faktér V, MTHFR: metilentetrahidrofolat rediiktaz; PAI-1: plazminojen aktivatsr inhibitorii-1; ER1-IVS:
Sstrojen reseptoril-1, infervening sequence.

PZR ana karigimi, steril kosullarda, 0,5 mikrolitrelik, ince duvarl: tiiplerde hazirlanmigtir.

Uzeri 35-40 mikrolitre madeni yag ile kapatildiktan sonra, DNA karigimin igine

eklenmigtir. Tiipler reaksiyon karisimt ve yag ayrigimi i¢in ¢ok kisa siireyle, yiiksek hizda

cevrilip 1s1 dongii cihazina yerlestirilmigtir.

Magnezyum kloriir Taq polimerazin kofakt6rii olarak gbrev yapar. Magnezyum yogunlugu

olmast gerekenin altinda ise, enzimin verimi diiser, hedef bolge yetersiz gogaltilir.
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Magnezyum yogunlugu gerekenden yiiksekse, hedef bolge disinda kalan, primerlerin 6zgiin
olarak tanimadig1 bagka bolgeler cogaltilabilir.

Bu ¢alismada son magnezyum yogunlugu 1.5 mM ile 3,5 mM arasinda, 0,5’er mM artacak
sekilde, her reaksiyon i¢in deneme yapilmigt ve bant niteliklerine gore, kullanilacak

yogunluk secilmisgtir.

Tablo 5.2. Faktor V A4070G taramast igin PZR

PZR bileseni 1x Son yogunluk PZR dongii
(pL) kosullari:

10x PZR tamponu S Ix

94°C 5 dakika
MgCl, (25 mM) 4 2 mM | 35 dongt

94°C 30 saniye
dNTP karisimi (10’ar 1,5 0,3 mM 58°C 1 dakika
mM) 72°C 1 dakika
Ileri primer (10 uM) 1 0,2 uM b o QR
Geri primer (10 uM) 1 0,2 uM
Taq polimeraz (5 0,25 0,025 tinite/pL
{inite/pL.)
Steril distile su 32,25
DNA (20-25 mM) 5 100-125 mmol / 50

pl

Toplam hacim 50
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Tablo5.3. MTHFR A1298C taramasi i¢in PZR

PZR bileseni 1x (uL) Son yogunluk PZR dongii
kosullar::
10x PZR tamponu 2,5 Ix
95°C - 5 dakika
MgCl; (25 mM) 1,5 1,5 mM 35 dongil
94°C - 30 saniye
dNTP karigimi1 (10°ar mM) 0,5 0,2 mM 52°C 30 saniye
72°C 30 saniye
leri pri 10 1,5 0,6
Heri primer (10 pM) ’ SR 72°C 10 dakika
Geri primer (10 uM) LS 0,6 uM
Taq polimeraz (5 tinite/pL) 0,125 0,025 tnite/uL
Steril distile su 12,375
DNA (20-25 mM) 5 100-125 mmol /
50 ul,
Toplam hacim 25
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Tablo 5.4. PAI-1 4G/5G taramast igin PZR

PZR bileseni 1x (uL) Son yogunluk | PZR  dongii
kosullar::
10x PZR tamponu 5 Ix
95°C 5 dakika
MgCl, (25 mM) 3,5 1,75 mM 15 dongt:
95°C 1 dakika
dNTP karigimi (10’ar mM) 1,5 0,3 mM 55°C 1 dakika
72°C 1 dakika
4G ileri primer (10 pM) 1 0,2 uM )
eva 20 dongti:
o vy 95°C 1 dakika
5@ ileri primer (10 uM) 62°C 1 dakika
72°C 1 dakika
Ortak geri primer (10 uM) 1 0,2 uM
72°C 5 dakika
ER ileri primer (10 pM) 1 0,2 uM
ER geri primer (10 uM) 1 0,2 uM
Taq polimeraz (5 tinite/pL) 0,3 0,03 tnite/pL
Steril distile su 30,7
DNA (20-25 mM) 5 100-125 mmol /
50 pL
Toplam hacim 50

5.2.2.6 Alele Ozgii Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Iki alel arasinda tek bir niikleotidden olusan fark, oligoniikleotid primerlerinin, farkli iki
aleli taniyacak sekilde tasarlanmast durumunda, dogrudan polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) sonunda saptanabilir. Alele 6zgii primerler, 3’ uglarindaki son baz disinda birbirinin
ayni olarak sentezlenir. Son niikleotidler, taranacak polimorfizmin alellerine gore belirlenir;
boylece iki ileri primer olusturulur. PZR ile ¢ogaltilacak bolgeyi sinirlayan geri primer ise

bir tanedir. O halde, ¢ogaltilacak DNA dizisi igin , iki farkli reaksiyon gegeklestirilir; bu iki



ana karisimin arasindaki fark, polimorfik alele gore belirlenmis iki ileri primerden yalniz

birini igermeleridir.

PAI-1 4G/5G polimorfizmine yol agan bir guanin insersiyon/delesyon degisikliginin
belirlenmesi i¢in, dort ve bes guaninle sonlanan, iki farkli ileri primer ve bir ortak geri
primerin segildigi bir protokol kullanilmistir (111) (tablo5.4). Bu reaksiyonda, iki farkli
primerin, karsilikli olarak, birbirlerinin kalip aleline, diisiik bir 6zgiinliik ve kararlilikla
baglanabilecegi diistiniilerek, reaksiyon dongiileri, her iki primerin baglanma isilarin1 da

kullanacak sekilde tasarlanmistir (tablo5.4).

Ayni reaksiyon karisimi i¢in de, mutasyon taramasi yapilan bolgeden daha uzun bir
bagimsiz bélgenin amplifikasyonunun yapilmasi, PZR’nin gergeklesip gergeklesmedigini
gostermek acisindan gereklidir. Daha uzun olan bu bolgenin ¢ogaltilmas: ve jel
elektroforezinde goriintiilenmis olmasi, PZR diizeneginin isledigini ortaya koyar. PAI-1
4G/5G polimorfizminin alele 6zgii PZR ydntemiyle taranmasinda, strojen reseptorii-1in 1.
intron bolgesinde yer alan, 1300 baz ¢ift uzunlugundaki bir DNA dizisi kontrol amagli
- olarak, hem 4G hem de 5G ileri primerinin yer aldig: tiiplerde gogaltilmigtir. Bu dizinin

primerleri ER1 ve ER2 olarak adlandiriimistir.

5.2.2.7 PZR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimiyle Kesilmesi

Restriksiyon enzimleri, DNA {izerinde belirli dizileri, DNA’nin neresinde olursa olsun
tantyan ve DNA’nin iki ipligini birden belli noktalardan kesen enzimlerdir. Bakterilerden
saflagtirtlan bu enzimler, bakterileri yabanci organizmalardan koruma gorevini yapar.
Enzimleri, izole edildikleri bakterinin tiiriine gére adlandirilir. Tanidiklar: diziler genellikle

4-6 baz uzunlugundadir ve her dizi belli bir bakteri igin 6zgiinliige sahiptir.

Enzimler, DNA dizilerini tanimalarindaki ozgiinliik sayesinde, DNA molekiiliiniin

nitelendirilmesinde, gen aktarimi islemlerinde kullanilabilir. Tanima bolgelerinde ya da
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kesim noktalarinda olusacak degisiklikler, enzimin islevini engeller. Bir DNA dizisi
iizerinde, belli bir restriksiyon enziminin tanima ya da kesim bolgesinde yer alan bir

niikleotid degisikliginin varlig1i, enzimin o diziyi kesip kesmemesi ile takip edilebilir.

Bu c¢alismada, faktor V geni {izerindeki A4070G nokta mutasyonunun ve
metilentetrahidrofolat rediikktaz (MTHFR) genindeki A1298C polimorfizminin saptanmasi
icin, bu niikleotid degisikliklerini igine alan iki bolge, polimeraz zincir reaksiyonuyla

¢ogaltiimig, ve bolgeler ayr1 birer restriksiyon enzimiyle kesilmeye ¢alisiimigtir.

Faktor V A4070G polimorfizminin restriksiyonla gosterilmesi

Faktor V geni iizerinde 1299. amino asidin kodonunda yer alan adenin (A) bazi guaninle
yer degistirdiginde, kendisinden dnceki ii¢ niikleotidle birlikte, Rsal restriksiyon enziminin

tanima bdlgesi olusmaktadir:

Rsal tanima bdlgesi ve kesim noktasi CA TG

Rsal restriksiyon enzim reaksivonu

1x son yogunluk
Rsal enzimi (10 iinite/pL) 0,1 uL 1 tinite / 30 pL
Enzim tamponu (10x) 3 uL 1x
PZR iirlinii 15 ulL
Steril distile H,O 11.85 Hazirlanan reaksiyon bilesimi,gece
Toplam hacim 30 ul boyu 37°C’de bekletilmistir.
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Faktor V geni, 13. ekzonda, A4070G’yi igeren bdlge:

57-eeeee2061) CCATTTCTCCAGACCTCAGC CATA CAACCCTTTCTCTAGAC......... -3’

PZR ile ¢ogaltilmis olan bdlge (toplam uzunlugu 702 baz) Rsal restriksiyon enzimiyle
kesilmeye c¢alisildiginda, eger yukarda gosterilen A-G baz degisikligi olmugsa, enzim
kendine 6zgii CATG tanima bolgesini bulacak, ve bu dortliiniin tam ortasindaki kesim
noktasindan diziyi kesecektir. Cogaltilan DNA bglgesinde Rsal enziminin bagka tanima
bolgesi olmadigindan, bolge iki parcaya ayrilacaktir. Eger degisiklik olmamigsa, tanima

bélgesi olusmayacagindan, ¢ogaltilmis dizi kesilmeyecektir.

Her restriksiyon enzimi DNA’y1 iki iplikten birden kesmektedir. Buna gore:

leaI
S eeeeeenenan ACCTCAGC CA TG CAACCCTTT.cuvveeens -3’
K ST TGGAGTCG GT ,AC GTTGGGAAA................ -5’
TRsaI

Bu islem sonucunda, polimeraz zincir reaksiyonunda g¢ogaltilan bolgeye gére uzunlugu
farkli olan iki ayr1 DNA parcas: ortaya ¢ikmaktadir. Olusan parcalar 492 ve 210 baz
uzunlugundadir. Bu pargalarin birbirinden ve kesilmemis PZR iriinlinden ayrilmasi

elektroforezle saglanmaktadir. Bu islem ilerde anlatilmaktadir.
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Rsal

PZR iiriinii (702 baz) Jr

Kesim noktasi

492 baz
Kesim iiriinleri ‘ 210 baz

Sekil 5.1. Faktor V A4070G PZR triiniiniin restriksiyon enzimi kesimi, {irin buytikliikleri.

MTHFR A1298C polimorfizminin restriksivonla gosterilmesi

MTHFR A1298C polimorfizmini igeren bir DNA dizisinin PZR ile ¢ogaltilmasindan sonra,
gogaltilan dizi, Moraxella bovis isimli bakteriden elde edilen Mboll restriksiyon enzimiyle

kesilmektedir.

Mbo I Restriksiyon enzim reaksivonu

Ix son yogunluk
Mboll enzimi (10 tinite/uL) 0,2 uL 2 Unite / 25 pL
Enzim tamponu (10x) 2,5 pL 1x
PZR iiriinii 10 pL
Steril distile H,O 12,3
Toplam hacim 25 uL

Hazirlanan reaksiyon karisimi gece boyu, 37°C’de bekletilmigtir.

Mboll tanima bdlgesi ve kesim noktalari GAAGA (N)g
CTTCT (N)-,T
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MTHEFR iizerinde A1298C baz degisikligini gostermek lizere PZR ile gogaltilan 163 baz
uzunlugundaki bolge, genin 7. ekzonunun igindedir. Dizi tizerinde Mboll enziminin, 1298.
siradaki baz adenin (A) ise li¢, eger baz sitozin (C) ise dort ayri tanima bolgesi olur. Bu
nedenle 1298A aleli Mboll tarafindan dort pargaya ayrilirken, 1298C aleli bes parcaya
ayrilir.

MTHFR A1298C polimorfizmi taramast igin PZR ile ¢ogaltilan dizi:

! L,

5’- CTTTGGGGA GCTGAAGGAC TACTACCICT TCTACCTGAA GAGCAAGTCC

50 CCCAAGGAGG AGCTGCTGAA GATGTGGGGGlGAGGAGCTGA CCAGTGAAGA %
1298 A-C nokta mutasyonu

100 AAGTGTCT'TT GAAGTCTTTG TTCTTTACCT CTCGGGAGAA CCAAACCGGA

50 ATGGTCACAA AGTG'® -3’ (Alu gizili olan, bes nikleotidlik bolgeler Mboll enziminin tanima
boigeleridir).

PZR ile ¢ogaltilmis olan yukardaki bélge, Mboll restriksiyon enziminin kesme
noktalarindan béliinmektedir. Eger dizinin 99. siradaki bazi adenin (A) ise, 105 ve 106.
niikleotidler arasinda bir kesim noktasi olusur ve dizi, yani MTHFR 1298A alelini igeren

dizi toplamda 5 pargaya ayrilmis olur.

163 baz (PZR iiriinii)

19 baz 30 baz 30 baz 28 baz 56 baz

Sekil 5.2. MTHFR A1298C PZR tiriiniiniin Mboll restriksiyon enzimi kesimi; homozigot (1298
AA) genotip
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Eger dizinin 99. sirasindaki niikleotid sitozine (C) doniismiigse, o zaman 105. ve 106.
niikleotid arasindaki kesim noktast ortadan kalkar. MTHFR 1298C alelini igeren dizi,

toplamda 4 parcaya ayrilmis olur.

19 baz 30 baz 30 baz 84 baz

Sekil 5.3 MTHFR A1298C PZR {iriiniintin Mboll restriksiyon enzim kesimi, homozigot (1298 CC)
genotip.

MTHFR A1298C polimorfizmi icin ¢ogaltilan PZR {iriinii yatay agaroz jel elektroforeziyle,
Mboll ile kesim sonrast elde edilen iirlinler ise dikey akrilamid jel elektroforeziyle

goriintiilenmigtir. Her iki deney de izleyen elektroforez boliimiinde anlatiimaktadir.

5.2.2.8 PZR Uriinlerinin Jel Elektroforezi

PZR iirtinlerinin ayrigtirlmasinda agaroz jel elektroforezi kullanilmistir. Agaroz yogunlugu,
ayrigtirilmas: gereken DNA pargalarinin biiyiikliigtine gore ayarlanmaktadir. Faktor V
A4070G ve PAl-1 4G/5G polimorfizmi igin ¢ogaltilan parcalar %1,6°lik agaroz jelinde
yliriitiilmiistiir. MTHFR A1298C’yi igeren DNA pargasinin elektroforezi ise % 2’lik agaroz
jelinde yapilmustir.

Yatay Agaroz Jel Elektroforezi

Kiigiik jel tankinda hazirlanacak %1,6 yogunlugundaki jel igin, 480 mg agaroz, 5x ana

stoktan seyreltilerek hazirlanan, 30 mL 1x TBE (tris-borat-EDTA) iginde ¢oziilmiistiir.
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%2’lik jel i¢in, 600 mg agaroz, 30 mL 1x TBE i¢inde ¢o6ziilmiigtiir. Jellere, DNA
goriintiilemesi i¢in, 0,5 pg/mL yogunlugunda olacak gsekilde etidyum bromiir (EB)

eklenmistir.

EB, DNA ikili sarmal yapisinda, baz ¢iftleri arasina baglanarak, mordtesi isikta DNA
molekiiliiniin gériiniir bir 151ma vermesini saglar. PZR iriinleri ve restriksiyon enzimiyle

kesim {iriinleri bu y6ntemle goriintiilenmisgtir.

Kaynatilarak hazirlan jel oda sicakliginda bir siire sogutulmus ve ardindan kabina
dokiilmiis, 6rneklerin yiiklenecegi kuyularin olusabilmesi igin taraklar yerlestirildikten
sonra, polimerlesmesi beklenmistir. Jel kabi, 1x TBE iceren elektroforez tankina konmus ve
Ornekler 6x yiikleme tamponuyla, tampon 5°e¢ 1 seyreltilecek oranda parafilm {izerinde
kanistirildiktan sonra, jele yiiklenmistir.  Yiiriitilen PZR ya da kesim (riinlerinin
biiyiikliiklerinin yorumlanmas: igin, biiyiikliigii bilinen DNA pargalarindan olusan DNA
marker, yiikleme tamponuyla bire bir karistirilarak yiiklenmistir. Kullanilan marker 50 ya

da 100 baz ¢ift’lik merdiven 6zelligindedir.

Jellere yiiklenen 6rnekler 40-50 miliamper (mA) akimda, yaklasik 50 dakika yiiriitlilmiigtiir.

5.2.2.9 Restriksiyon Kesim Uriinlerinin Jel Elektroforezi

Faktor V A4070G Kesim Uriinlerinin Elektroforezi

Faktésr V A4070G kesim iiriinleri %2’lik agaroz jelinde yiiriitiilerek goriintiilenmisgtir.
Kiigiik jel tankinda, 30 mL Ix TBE iginde, 600 mg agaroz ¢oziilmiis, 0,5 pg/mL
yogunlugunda EB eklenmistir. Kesim {iriinleri ve DNA marker 6x yiikleme tamponuyla

karistirilarak jele yliklenmis ve yiirtitiilmiistiir.
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MTHFR A1298C Kesim Uriinlerinin Dikey Akrilamid Jel Elektroforezi

Dikey akrilamid jel elektroforezi, kisalif1 nedeniyle agaroz jel elektroforezinde yeterince
ayristirilamayacak iiriinler i¢in kullanilmaktadir. MTHFR A1298C kesim iirlinleri 19, 30 (2
tane) ve 84 (ya da 56 ve 28) baz uzunlugunda irlinler igermektedir. Bu iiriinlerin
aynrigtirtlmast i¢in, 30 mL hacimde % 12 yogunlugunda akrilamid jel hazirlanmis ve

ornekler bu jelde yiiriitiilmiigtiir.

30 mL’lik jel igin sirasiyla, 12 mL 6nceden hazirlanmis %30’luk akrilamid (akrilamid/bis-
akrilamid, 29:1) ¢6zeltisi, 8,76 mL distile su, 210 pl. %10’luk amonyum per siilfat, 6 mL
5x TBE, 3 mL gliserol ve 23 pl. TEMED (N, N, N’, N’ —tetrametiletilendiamin)
karigtirilmigtir. Hazirlanan jel, diizenegin iki cam tabakasi arasina, hava kabarcigi
kalmayacak sekilde, enjektor ile dokiilmiis, kuyularin olusumu igin tarak yerlestirildikten
sonra, 1-1,5 saat boyunca polimerlesmesi igin, oda 1sisinda birakilmistir. Polimerlesen jele,
6x ylikleme tamponuyla karistirilan, yaklagik 15 pl kesim iiriinleri yiiklenmigstir. DNA
parga uzunluklarinin belirlenebilmesi igin, kuyulardan birine tamponla karistirilip yiiklenen
DNA marker kullanilmistir. Ornekler 50 mA akimda yaklasik 2 saat siireyle yiiriitiilmiistiir.
Bu islem sonunda cam tabakalarin arasindan alinan jel, 1 pg/mL. EB igeren 1x TBE
tamponunda 4-5 dakika siireyle bekletilerek, EB’nin DNA pargalariyla etkilesimi

saglanmugtir.

5.2.2.10 Jel Elektroforezi Sonrasit Orneklerin Goriintiilenmesi

EB ile boyanmis olan ve morétesi 1gikta turuncu 1sima veren DNA pargalari, bu isik

Ozelligine sahip 151k kaynag: izerinde incelenmis ve Polaroid filmle fotograflanmistir.
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5.2.2.11 Homosistein ol¢iimii

Homosistein Olgiimii i¢in, hastalardan sabah, kuru tiipe kan alinmig ve bekletilmeden
santrifijde ¢evrildikten sonra, ayrlan serum -20°C’ye kaldinlarak, g¢ahgilana dek

saklanmistir. Ornekler, ¢alisilacagi laboratuara, soguk koruyucu ve buz iginde taginmustir.
Homosistein 6l¢iimii floresan polarizasyon immunoassay yontemiyle yapilmigtir.

5.2.3 istatistik inceleme

Istatistik incelemede kullanilan p (probability) degeri, hipotez kurulurken Ongoriilen
hatanin olusam oranini gostermektedir (113). Segilen hata orani %5’dir; buna gore p
degerinin 0,05’den diisiikk oldugu durumlarda, dagilimi karsilagtirtlan degerler arasindaki

farkin, istatistiksel anlami oldugu kabul edilmistir.

Risk hesaplamasi icin olasihilarin oram1 (odds ratio) kullanilmistir. Olasilik orani iki
bagimsiz. grupta, bir olayin gergeklesme olasiligini incelemektedir (114). Bu galigmada
olasilik orani, gebelik komplikasyonu gﬁrﬁlenlérde arasinda risk etkenini (6rn. alel)
tagiyanlarin, ayni grupta tagimayanlara oraninin, saghkh kontroller arasinda etkeni

tasiyanlarin, tagimayanlara oranina béliinmesiyle elde edilmistir.

Calismada nitel sayisal verilerin karsilastirilmasinda kullanilan ki-kare (chi square) testi,
genotip dagilimlarinin hasta ve kontrol gruplarindaki dagiliminin kargilagtirilmasinda
uygulanmigtir. Nicel verilerin karsilagtirilmas: igin ise eslenmemis-t testi, tek yonlii
ANOVA ve Kruskal-Wallis testleri uygulanmgtir. Istatistik incelemeler igin SPSS 11.5

bilgisayar programi kullanilmistir.
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6. BULGULAR

6.1 DNA Ayristirmasi

Tiim hastalarin kan 6rneklerinden, hizli fenol-kloroform y6ntemiyle ayristirtlan DNA
ornekleri, 200 mikrolitre (uL) Tris-EDTA tamponu iginde ¢oziildii. DNA yogunluklari
Slgiildiigiinde, elde edilen DNA’larin ortalama yogunlugunun 210 ng/ul. (84 - 582
ng/ul. aralifinda) oldugu belirlendi (59). Ikiyiizaltmus nanometredeki (nm) optik
yogunluk (OY) degerinin 280 nm’dekine oraniyla belirlenen DNA safliginm, tiim
Ornekler i¢in 1,48 — 1,76 araliginda oldugu goriildii.

Elde edilen DNA 6rneklerinden, ¢aligmada yer alan ii¢ ayr1 DNA bélgesinin polimeraz

zincir reaksiyonu (PZR) yoluyla, ilk seferde ¢ogaltilma basarisi % 94 oldu.

6.2 Deneklerin Demografik ve Klinik Verileri

Caligmaya 100 komplikasyonlu ve 100 saglikli gebe alindi. Saglikli gebelerin her biri,
herhangi bir tibbi sorunla karsilagsmadan, gebelik stirecini saglikla dogumla
tamamlamiglardir, Tablo 6.1’de tiim deneklere iligkin genel ve klinik wveriler
sunulmaktadir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda sistolik ve diyastolik kan basinci
degerleri ile, gebelik ve dogum sayilar1 arasinda, hastalar yoniinde goriinen fazlalik

istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Hasta grubunda en kalabalik grubu %36 (36/100) oranla agir preeklampsili olgular
olugturmaktadir. Olgularin tanilarina gére dagilim oranlari tablo 6. 2’de verildi.
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Tablo 6.1 Hasta ve kontrollerin genel ve klinik 6zellikleri.

Hasta (n=100) Kontrol (n=100) P
Ortalama | Standart sapma | Ortalama | Standart sapma
Yas (y1l) 27,93 6,507 27,86 4,862 >0,05
Gebelik haftas1 34,77 4,724 33,83 4,339 >0,05
Gebelik 2,88 2,318 2,19 1,116 0,008
Dogum 1,28 1,969 0,83 0,779 0,034
Abortus 0,38 0,97 0,20 0,532 >0,05
Kiirtaj 0,36 1,51 0,14 0,377 >0,05
Sistolik tansiyon
157,78 32,025 118,0 13,8 <0,001
(mmHg)
Diyastolik
. 99,70 20,774 77,95 11,126 <0,001
tansiyon (mmHg)
Yenidogan
2178,25 863,04 3232,00 534,445 .<0,001
agirligs (gram)

p: olasilik (probability) degeri.
p>0,05: istatistiksel olarak fark yok

Her iki grupta tercih edilen dogum sekilleri arasinda anlamli bir fark bulunmadi.
Bulgular tablo 6.3’de sunuldu.
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Tablo 6.2. Olgularin tanilarina gore dagilim.

Tam Olgu sayis1 (%)
Agir preeklampsi 36 (36)
HELLP 13 (13)
[UMF 12 (12)
Eklampsi 9(9)
UGG 8 (8)
Dekolman 6 (6)
Preeklampsi + [UMF 6 (6)
Gebelige bagh hipertansiyon 22)
Tekrarlayan diisitk 2(2)
Preeklampsi + dekolman 2(2)

iki tarafl1 derin ven trombozu 1(1)
HELLP + IUGG 1(1)
HELLP + [UMF 1 (1)
Dekolman + [TUMF 1(1)
Toplam 100 (100)

HELLP: hemoliztkaraciger enzimleri yiiksekligi+trombositopeni;

TUMF: intrauteirn fotus 6liimii (intrauterin mord de fetus); TUGG: intaruterin gelisme geriligi

Tablo 6.3. Hasta ve kontrol gruplarinin dogum sekilleri

Hasta (n=95) (%) Kontrol (n=100) (%) p
Vajinal dogum 59 (62,1) 55 (55
Dogum sekli ! s (55 >0,05
Sezaryen 36 (37,9) 45 (45)

p>0,05 : istatistiksel olarak fark yok

Caligmaya alinan tiim deneklerde, tromboz yatkinligint attirdigi kabul edilen edinsel

nedenlerden sigaranin kullanimu sorgulandi. Kullanim orani hem hasta hem de kontrol

grubunda yartya yakindir; her iki grup arasinda anlamli fark bulunmadi (tablo 6.3).

Gebelik siiresince destek amaciyla, agizdan folik asit igeren vitamin uygulamasinin

etkisinin degerlendirilmesi igin, gruplarda vitamin kullanimi sorgulandi (tablo 6.3).

Folik asit destek tedavisinin, homosistein metabolizmas: iizerinde, homosistein

diizeyini normallegtirici etkisinin oldugu (54,81), bunun da dolayli olarak damar

hastaliklart riskini azalttigi yoniinde goris ileri stiriildi (81). Calismada, folik asit
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uygulamasinda kontrol grubu lehine goriilen fark, istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001).

Tablo 6.4. Hasta ve kontrollerde sigara kullaninu ve folik asit uygulamasi.

Hasta (%) Kontrol (%) p
evet 20 (20) 16 (16)
Sigara (n=100) >0,05
hayir 80 (80) 84 (84)
evet 51 (519 77077
Vitamin (n=99) <0,001
hayr 48 (48,5) 23 (23)

p>0,05: istatistiksel olarak fark yok

Her iki gruptaki gebelerin bir boliimiinde homosistein serum diizeyi 6lgtildii (tablo 6.5).
elde edilen sonuglarin karsilastirilmasiyla, homosistein diizeylerinin hasta grubunda,

istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu bulundu (eslenmemis t-testi; p=0,002).

Tablo 6.5. Hasta ve kontrollerde serum homosistein Slgiimii

Ortalama Standart sapma | P
Grup (n)
(pmol/L) (pmol/L)
Hasta (65) 7,445 5,640
0,002
Kontrol (55) 5,012 1,428

T=3,113, p=0,002.

istatistiksel olarak anlaml fark.

Homosistein diizeyinin belirlendigi tiim deneklerde (n=120) ortalama diizey 6,33
(£4,42) pmol/L’diir. Olgiilen en diisiik deger 2,70 umol/L, en yiiksek degerse 45,19
pumol/L’diir.

Homosistein diizeylerinin olgulara goére dagilimi tek yonlii varyans analiziyle
degerlendirildi ve dagilimdaki farklilik anlamli bulundu (p=0,02). Ancak dagilimin gok

homojen olmadig1 ve bazi olgularin sayisinin az olmasi gz 6niine alinarak, hasta grubu
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kendi iginde kan basmnci yiiksek olan komplikasyonlu gebeler (gebelik + hipertansiyon,
agir preeklampsi, eklampsi, HELLP, agir preeklampsi + dekolman, agir preeklampsi +
IUMF, HELLP + [UGG, HELLP + [UMF; n=70) ve kan basinc1 normal olan gebeler
(iki tarafli DVT, IUMF, IUGG, dekolman, dekolman + IUMF; n=30) seklinde ikiye
ayrilmig, ve hasta ile kontrol gruplar arasindaki homojen diizeyi farkliligi, tek yonlit
varyans incelemesi kullanilarak yorumlanmaya calisildi. Test sonucunda, homosistein
diizeylerinin, kan basmc: yiiksek olan komplikasyonlu gebeler ve kontrol grubu
arasinda, komplikasyonlu gebeler yoniinde, istatistiksel diizeyde farklilik gésterdigi
saptand1 (F=5,418, p= 0,006). Kan basinci normal gebelerin homosistein diizeyleri,
diger hasta grubu ve kontrol grubuyla anlamli farklilik géstermemektedir (p>0,05).

Folik asit alan ve almayan gebelerin homosistein diizeyleri arasinda anlamli fark
bulunmadi (p>0,05).

6.3 Deneklerin Genotip Verileri

6.3.1 Faktor V A4070G Mutasyonu

Faktér V (fV) geninin 4070. niikleotidindeki adenin-guanin (A-G) nokta mutasyonu
polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (PZR-RPUP)
y6ntemiyle tarand: (sekil 6.1). Kontrol ve hasta gruplarindaki fV 4070 alel sikliklar
arasinda anlamli farklilik goriilmedi (tablo 6.6). Faktér V 4070G alelinin hasta
grubunda goriilme olasiligi, kontrol grubunda goriilme olasiliina gére 2,8 kat daha

fazla olarak bulundu (olasilik orani [odds ratio] = 2,8; giivenilirlik araligi: %95).
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703 b

492 bg

Resim 6.1 Faktér V A4070G’in PZR-RPUP
yontemiyle taranmasi. 1. kuyu: PZR iiriinii.
2. kuyu: heterozigot (4070AG) genotip,
kesilmemis (703 bg) ve kesilmis (492 bg +
211 bg) alele ait pargalar. 3.-7. kuyu.
Kesilmemis PZR iiriinleri, normal genotip.
8. kuyu: 100 baz ¢ift, merdiven DNA.

Olasilik orani

([G alelini tagtyan hastalar / tasimayan hastalar]) (8/92)

([G alelini tagiyan kontroller / tasimayan kontroller]) 3/97)

Tablo 6.6. Faktér V A4070G alellerinin hasta ve kontrollerdeki dagilimu.

2,8

Hasta (n=100) (%) Kontrol (n=100) (%) Toplam

92 (92) 97 (97) 100

Faktsr V 4070
AG 8(8) 303) 100
Toplam 100 100 200

p>0,05: istatistiksel olarak fark yok
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6.3.2 Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) A1298C Polimorfizmi

MTHEFR geni 1298. niikleotiddeki adenin-sitozin (A-C) baz degisikligi polimeraz zincir
raksiyonu — restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi ydntemiyle tarandi (sekil 6.2).
MTHFR 1298 alellerinin dagilimi hasta ve kontrol gruplar arasinda oldukg¢a benzerdir
ve istatistiksel farklilik bulunmad: (tablo 6.7).

Resim 6.2 MTHFR A1298C polimorfizminin
PZR-RPUP ile taranmasi. I.kuyu: PZR iiriinii.
2, 10. ve 11. kuyu: heterozigot (1298AC)
genotip. 3.-7 ve 9.kuyu: homozigot (1298AA)
birey. 8. kuyu: homozigot (1298CC) genotip.

Tablo 6.7. MTHFR A1298C polimorfizminin hasta ve kontrollerdeki dagilima.

Hasta (n=100) (%) Kontrol (n1=100) (%) Toplam
AA 46 (46) 46 (46) 92
MTHFR 1298 AC 45 (45) 46 (46) 91
CcC 9(9) 8 (8) 17
Toplam 100 100 200

p>0.05, istatistiksel olarak fark yok.
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6.3.3 Plazminojen Aktivator Inhibitorii (PA)-1 Geni 4G/5G Polimorfizmi

PAI-1 geni promotor bolgede, transkripsiyon baglangi¢ noktasindan 675 baz daha
yukarda yer alan bir guanin insersiyon / delesyon’unun yol agtigi 4G/5G polimorfizmi,
alele 6zgii polimeraz zincir reaksiyon yontemiyle tarandi (sekil 6.3). hasta ve kontrol
gruplarindaki alel dagilimlarina bakildifinda 4G alelinin hasta grubundaki sikligt
(0,585), kontrol grubundaki sikligina (0,485) gore fazla bulundu; iki grup arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,015). Olasilik oramna (odds ratio) gore,
komplikasyonlu gebelik grubunda, 4G alelinin goriilme sikligi, saglikli gebelere gore
2,99 kat artmis bulundu (giivenilirlik araligi: %95).

1500 bg

Resim 6.3 PAI-1 4G/5G
polimorfizminin alele 6zgii PZR ile
taranmasi. 1300 bazlik PZR iiriinii,
PZR kontrolii olarak ¢ogaltilan
bolgeye aittir). /-2. kuyu: homozigot
(5G/5G) birey. 3.4 kwu:
homozigot (4G/4G). J5.-6. kuyu:
heterozigot (4G/5G) birey. 7. kuyu:
merdiven DNA, 50 bazlik.

Olasilik orani
([4G alelini tagtyan hastalar / tagimayan hastalar]) (89/11) =2,11
([4G alelini tasiyan kontroller / tasimayan kontroller]) (73/727)
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Tablo 6.8. PAI-1 4G/5G polimorfizminin hasta ve kontrollerdeki dagilimu.

Hasta (n=100) (%) Kontrol (n=100) (%) Teplam
4G/4G 28 (28) 24 (24) 52

PAI-1  4G/5G 61(61) 49 (49) 110
5G/5G 11 (1) 27 (27) 38

Toplam 100 100 200

Ki kare= 8,354, P=0,015, istatistiksel olarak anlaml1 fark.
Phi katsay1s1=0,015.

6.4 Komplikasyonlu Gebeliklerin Tamlarma Gére ‘Genotiplerin

Dagilim
Caligmaya alinan komplikasyonlu gebelik olgularinda faktér V. A4070G, MTHFR
A1298C ve PAI-1 4G/5G genotiplerinin dagilimi (tablo 6.9 — 6.11) incelendiginde, tam
gruplarinin kendi aralarinda ve kontrol grubuyla aralarinda, genotiplerin gériilme
sikliklart agisindan anlamli farklilik saptanmadi.

Tablo 6.9 Faktér V A4070G genotiplerinin olgulara gére dagilimi

TANI FAKTOR V Toplam
AA (%) AG (%)

agir preeklampsi 32(88,9) 4(11,2) 36 (100)
eklampsi 9 (100) 0 9 (100)
HELLP 13 (100) 0 13 (100)
dekolman 4 (66,7) 2 (33,3) 6 (100)
IUGG 8 (100) 0 8 (100)
IUMF 12 (100) 0 12 (100)
Tekrarlayan diigiik 2 0 2 (100)
Gebelik + HT 1(50) 1 (50) 2 (100)
Iki tarafli DVT 1 (100) 0 1 (100)
dekolman + IUMF 1 (100) 0 1(100)
preeklampsi + dekolman 1 (50) 1 (50) 2 (100)
preeklampsi + [IUMF 6 (100) 0 6 (100)
HELLP + UGG 1 (100) 0 1 (100)
HELLP + [UMF 1 (100) 0 1 (100)
kontrol 97 (97) 303) 100 (100)
Toplam 189 11 200

HELLP: hemoliz, karaciger enzimlerinde yiikselme, trombositopeni
IUGG: intrauterin gelisme geriligi [UMF: intrauterin fotus 6liimiiDVT: derin ven trombozu
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Tablo 6.10 MTHFR A1298C genotiplerinin olgulara gore dagilimi.

TANI MTHFR1298 Toplam
AA (%) | AC(%) | CC (%)
agir preeklampsi 21 (58,3) 13 (36,1) 2 (5,6) 36 (100)
eklampsi 6 (66,7) 2(22,2) 1(11,1) 9 (100)
HELLP 3(23,1) 9 (69,2) 1(7,7) 13 (100)
dekolman 3 (50,0) 3(50,0) 0 6 (100)
UGG 2(25,0) 5(62,5) 1(12,5) 8 (100)
IUMF 5 (41,7) 6 (50,0) 1(8,3) 12 (100)
Tekrarlayan diisiik 0 1 (50) 1(50) 2 (100)
Gebelik + HT 0 2 (100) 0 2 (100)
iki tarafli DVT 1 (100) 0 0 1(100)
dekolman + IUMF 0 1(100) 0 1 (100)
preeklampsi + dekolman 2 (100) 0 0 2 (100)
preeklampsi + TUMF 3 (50) 1(16,7) 2 (33,3) 6 (100)
HELLP + IUGG 0 1 (100) 0 1 (100)
HELLP + [UMF 0 1 (100) 0 1 (100)
kontrol 46 (46) 46 (46) 8 (8) 100 (100)
Toplam 92 (46) 91 (45,5) 17 (8,5) 200

HELLP: hemoliz, karaciger enzimlerinde yikselme, trombositopeni

[UGG: intrauterin gelisme geriligi
[TUMF: intrauterin fStus 8limii
DVT: derin ven trombozu
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Tablo 6.11 PAI-1 4G/5G genotiplerinin olgulara gére dagilimu.

TANI PAi-1 Toplam
4G/4G (%) 4G/5G (%) 5G/5G (%)

agir preeklampsi 12 (33,3) 20 (55,6) 4(1L1D) 36 (100)
eklampsi 1(11,1) 6 (66,7) 2(22,2) 9 (100)
HELLP 4 (30,8) 8(61,5) 1(7,7) 13 (100)
dekolman 3 (50) 3(50) 0 6 (100)
IUGG 0 7(87,5) 1(12,5) 8 (100)
TUMF 2(16,7) 7(58,3) 3(25) 12 (100)
Tekrarlayan diisiik 1 (50) 1(50) 0 2 (100)
Gebelik + HT 1 (50) 1 (50) 0 2 (100)
Iki tarafli DVT 0 1(100) 0 1 (100)
dekolman + IUMF 1 (100) 0 0 1 (100)
preeklampsi + dekolman 1(50) 1(50) 0 2 (100)
preeklampsi + [UMF 2(33,3) 4 (66,7) 0 6 (100)
HELLP + IUGG 0 1 (100) 0 1 (100)
HELLP + IUMF 0 1 (100) 0 1 (100)
kontrol 24 (24) 49 849) 27 (27) 100 (100)
Toplam 52 (26) 110 (55) 38 (19) 200

HELLP: hemoliz, karaciger enzimlerinde yiikselme, trombositopeni
IUGG: intrauterin gelisme geriligi

TUMF: intrauterin fotus dlimi

DVT: derin ven trombozu

Kan basmcinin diizeyine gore, yiiksek kan basingli (n=70) ve normal kan basingh
(n=30) olarak ikiye ayrilan gebeler kendi aralarinda ve kontrol grubuyla (n¥100), her ti¢
gendeki genotip dagilimlar yoniinden karsilagtirildi. Ug gruptaki genotip dagilimlar:
arasinda, anlamli fark saptanmadi.

Faktor V A4070G, MTHFR A1298C ve PAI-1 4G/5G alellerinin sikliklari, tiim
deneklerin demografik ve klinik 6zellikleri arasindaki iliski, tek yonlii varyans testi ile
incelendi. MTHFR 1298CC genotipine sahip bireylerde, diisiik sayisimin, MTHFR
1298 AA ve AC genotipine sahip kisilere gore daha fazla goriildiigii ve bu farkin anlamli
oldugu saptandi (p=0,011). Homosistein diizeylerinin herhangi bir genotiple iliskisi
saptanmadi.

74



7. TARTISMA ve SONUC

Preeklampsi, eklampsi, intaruterin gelisme geriligi, plasenta dekolman: ve intrauterin
fotus Oliimii  gebeligin, anne 6lim ve morbidite oram en yiiksek
komplikasyonlarindandir (21,105). Bu gebelik komplikasyonlarinda sorumlu goriilen
ortak patofizyolojik bulgu, uterus-plasenta dolagim yetmezligidir (32).

Gebelik siirecinde, tromboz olusumuna yonelik etkinliklerin bir kisminin artmis oldugu
goriilmektedir (71). Gebelige bagh olusan fizyolojik degisiklikler, pihtilagma ve piht1
yikimi diizeneklerini etkileyerek, trombozun klinik bulgu verecek hale gelmesine yol
agabilir (56). Kurulan bu hipotezden yola gikilarak, kalitsal tromboz yatkinligmma yol
acan degisikliklerle, gebelik komplikasyonlar1 arasinda bir baglant1 olup olmadigim
inceleyen aragtirmalar yapilmaktadir (68).

Faktor V, pihtilagma gelalesi i¢inde yer alan, etkinlestirildiginde protrombini trombine
glﬁniistiirecek olan bilesigin iginde gdrev yapan bir molekiildiir (15). Faktor V etkinlik
diizeyinin kontrolsiiz artmasmnin, ven trombozuyla iligkili oldugu gosterilmistir
(15,113). Bu degisiklikten sorumlu oldugu bilinen bir mutasyon olan faktér V Leiden
mutasyonu, vendz tromboz vakalarinda ve gebelik komplikasyonlarinda, kimi yerlerde
rutin klinik taramasi asamasina gelecek kadar sik aragtirilmaktadir (68). Faktér V
geninin 13. ekzonundaki A4070G mutasyonunun, faktér V proteininde 1299. siradaki
histidinin yerine arjinin gelmesine yol agarak, faktr V’in pihtilagma siirecindeki
etkinliini arttirmaktadir (A4070G) (19). Bu mutasyonun vendz trombozla iligkili
oldugu 6ne stirtilmisgtiir (3). Faktér V A4070G mutasyonu tagiyicilifi, vendz trombozu
olanlarda, saglikli kontrolller gore yaklagik 1,6 kat (%9,5 - %S5,8). fazla bulunmus,
bunun yaninda A4070G tasiyicilarinda faktér V molekiilii diizeyinin, tasiyict
olmayanlardan diisiikk oldugu, ancak bu molekiiliin, piht1 yikim diizenegi iginde faktor
V’in etkisizlestirmeden sorumlu aktive protein C’ye, daha ¢ok direng gosterdigi
gosterilmistir (3). Bu bulgular A4070G mutasyonunun tromboz yatkinligina, hangi

yollarla katki yapabilecegine isaret etmektedir.
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Gebelik komplikasyonlarinda, tromboz yatkinligini arttiran mutasyonlardan biri olarak,
faktér V A4070G’nin bu hastalarda ve saglikli gebelerde taranmasi hedeflenmigstir. Bu
sekilde kurgulanmus, 2001 yilina ait bir ¢aligmada, A4070G sikliginin saglikli gebe ve
komplikasyonlu gebeler arasinda fark gostermedigi bildirilmigtir (95). Burada sunulan
calismada, A4070G siklif: hasta ve kontrol gruplan arasinda, yaklasik 2,5 kat (hasta
%8, kontrol %5) farkli bulunmustur. Bu oranlar istatistiksel olarak anlam
tasimamaktadir; ancak olasilik oraninin 2,8 (%95 giivenilirlik araligi: 1,1-3,9) olmas,
gebelik komplikasyonlariyla 4070G alelinin iligkili olabilecegini diiglindiirmektedir.
A4070G genotiplerinin hasta grubundaki olgulara dagilimina bakildiginda 4070AG
heterozigotlugunun agir preeklampsilerdeki orami (%11,2) kontroller arasindaki oranin
(%3) yaklagik 3,6 katidir. Dekolman, preeklampsi + dekolman ve gebelige bagh
hipertansiyon olgularinin 6rnek sayist ¢ok az oldugu igin, bu hastalardaki, sirasiyla
%33, %50 ve %50’lik AG heterozigotluk oranlart istatistiksel yoruma katki
yapmamaktadir. Onii¢ ve 12 hastadan olugsan HELLP (hemoliz, karaciger enzimlerinde
arti, trombositopeni) sendromu ve intrauterin fotus oliimii olgu serilerinde A4070G
mutasyonuna rastlanmamis olmasi da, bu mutasyonun faktér V etkinligini tromboza
yardimci yonde degistirse bile, genelde bu tiir olgularin patofizyolojisinde, Leiden
mutasyonu kadar etkin olmadigim diigiindiirebilir. Tamamlanmis olan bu ¢aligmanin
kapsaminin genisletilmesi sirasinda, olgularda faktér V Leiden mutasyonu taramasinin
yapilmast ve iki mutasyonun birlikte heterozigot olduklart olgularin sikligimn

belirlenmesi amaglanmaktadir.

Faktér V A4070G mutasyonuyla, kan basinci diizeyi, obstetrik oykii, gebelik haftasi

gibi klinik veriler arasinda bir iliski saptanamamagtir.

Homosistein damarigi endotel hasarindan sorumlu tutulan bir metabolik ara {iriindiir
(54). Ateroskleroz ve ven trombozunda, yiiksek homosistein plazma diizeyinin risk
olusturdugu kabul edilmektedir (54). Homosistein diizeyini belirleyen etkenlerden biri,
1p36.3 kromozom bélgesinde kodlanan metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR)
enzimidir. MTHFR, homosisteinin metiyonine doniismesi ig¢in gerekli aktif folat

tiirevini olugturan reaksiyonda gérevli bir enzimdir. Eksikligi, homosistein birikimine
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yol acar (40). Bu gendeki C677T ve A1298C mutasyonlari enzimin etkinlik diizeyini

diigiirerek, iglevini engeller (40).

Homosistein diizeyinin, preeklampside, saglikli gebeliklere oranla yaklagik iki kat
arttifr  bildirilmigtir  (101). Caligjmamizda, homosistein diizeyi ortalamasi,
komplikasyoniu gebelerde saglikli gebelere gore, anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (hasta 7,445 + 5,64; kontrol 5,012 + 1,428; p=0,002). Olgular kendi icinde,
hipertansif ve normotansif gebeler olarak gruplandiktan sonra, homosisteinin dagilim
incelenmis ve anlamli diizeyde, hipertansif komplikasyon grubunda yiiksek
bulunmugtur (p=0,006).

Damar hastaligi olusumunda rol oynadif: diigiiniilen homosisteinin diizeyi, MTHFR
enzim polimorfizmlerinin diginda, folik asidin serumdaki diizeyinden de
etkilenmektedir. Folik asidin yetersiz alinmasinin homosistein yiiksekligine katki
yapabildigi bildirilmistir (41).

Sunulan ¢alismada vitamin kullanan, dolayisiyla folik asit destegi verilmekte olan
gebelerle, kullanmayanlarin homosistein diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmamusgtir.
MTHFR 1298C alelini tagiyanlarla tagimayanlarin homosistein diizeyleri de anlamh
fark gostermemektedir. MTHFR A1298C mutasyonunun tanimlanmasinda da, enzimin
islevinin azaldiginin gdsterilmis olmasina karsin, homosistein ya da folik asit diizeyinin
etkilenmedigi bildirilmistir (119). Preeklampsi ya da intrauterin gelisme geriligi Sykiisii
olan kadinlarda yapilan bir ¢aligmada, deneklerde homosistein diizeyi 6lgiilmiis, yiiksek
bulunanlara folik asit ve B6 vitamini verilmeye baglanmistir (72). Bu kadinlarin bir
kismi, tedavi sirasinda gebe kalmustir. Gebelik siiresince vitaminin yanisira, diisiik doz
aspirin de verilmigtir. Vitamin destek tedavisi sonrasinda kadinlarin tedaviye
yanitlarinin, metionin yiikleme testiyle bakildiginda, olumlu oldugu goriilmiistiir.
Gebelerden bir kisminda preeklampsi gelismistir. Dogum agirliklart 6nceki gebeliklerle
karsilagtirildifinda anlamhi diizeyde artmis oldugu, preeklampsi gelisiminde ise bir fark
gelismedigi bulunmugtur.
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Komplikasyonlu ve saglikli gebe gruplarn arasinda, MTHER 1298 genotip dagilimi ¢ok
benzer bulunmustur. Bunun yamisira, alellerin olgu gruplan igindeki dagiliminda da
istatistiksel fark bulunmamistir; bu nedenle komplikasyon olgulariyla MTHFR 1298C
aleli arasinda iliski oldugu s6ylenemez. Benzer sonuglar 2001 ve 2002 yilindaki iki
¢alismada da elde edilmistir (57,60). MTHFR C677T mutasyonuyla preeklampsi,
intrauterin gelisme geriligi ve plasenta dekolmani arasinda iligki olabilecegini g@steren
calismalar bulunmaktadir (66,67,118); ancak A1298C mutasyonunun tek bagina,
gebelik komplikasyonlarindan biriyle iligkili olabilecegini gosteren fazla caligma
yoktur. Bir caligmada A1298C’nin C677T mutasyonuyla birlikte bulundugunda,
plasenta dekolmani riskini arttiricr etki yaptig: bildirilmigtir (43).

MTHFR 1298C alel siklig1, Sunulan ¢alismada %31 olarak bulunmugtur. Alel sikligi
hasta ve kontrol gruplar icin birbirine ¢ok yakin bulunmustur (hasta: %31, kontrol:
%31,5). Benzer bir oran Kuzey Avrupa’dan bildirilmigtir (123).

Her iki MTHFR mutasyonu da, MTHFR enziminin etkinligini diistirmektedir. Buna
karsin MTHFR C677T’nin homosistein diizeyini arttirdigi, A1298C’nin bdyle bir
etkisinin olmadig1 bildirilmistir. Homosisteinin ig¢inde yer aldigi metionin déngiisiinde
kazanilan serbest metil grubu, DNA ve protein metillenmesinde kullanilmaktadir (96).
Homosistein diizeyinin yiikseldigi kosullarda, belirli proteinlerin metillenmesinin
bozuldugunu gosteren in vitro ¢aligmalar bulunmaktadir (124). Metillenmenin DNA

transkripsiyonu, zarar gdrmiis proteinlerin onarimi gibi diizeneklerde rol oynadifi
bilinmektedir (1,96).

Metillenme islevinin burada anilmasinin nedeni, metillenmenin ve metillenmeyi
etkileyen MTHFR C677T ve A1298C mutasyonlarinin gebeligin erken dénemindeki
dustiklerle iliskili olabilecegi diigiincesinden kaynaklanmaktadir. Transgenik fareler
tizerinde yapilan bir galigmada, embriyonik dénemdeki farelerde DNA metiltransferaz
enzimi geninin islevsiz hale getirilmesinden (knock-out) sonra, embriyolarin erken
donemde kaybedildigi bildirilmistir (1,73). C677T ve A1298C mutasyonlarini ele alan
baz1 ¢aligmalarda, spontan diisiik yapan gebelerde ve embriyo genomlarinda her iki

mutasyon sikliginin, saglikli gebelere gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (58,130).
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Zetterberg’in (130) calismasinda her iki MTHFR mutasyonunun spontan diigtiklii
gebelerde bir arada goriilme olasihi, saglikli gebelere oranla daha yiiksek olarak
verilmektedir (olasilik orami [odds ratio]=14,2). Bu ¢alismada, saglikli yenidoganlarin
hi¢birinde, MTHFR C677T ve A1298C mutasyonlarinin aym anda homozigot (TT /
CC), ya da birinin homozigot, dierinin heterozigot (CT / CC ya da TT / AC) oldugu
kombinasyonlara rastlanmadigi bildirilmigtir. Ancak baska gruplarda, 677 ve 1298
mutasyonlarindan birinde homozigotluk, 6tekinde heterozigotluk seklinde tasiyicilik
saptandig da bildirilmistir (58, 123). Isotalo ve ekibi, MTHFR 677TT / 1298CC, yani
her iki mutasyonun da homozigot oldugu genotipe yalmizca, spontan diigiik goriilen
embriyolarda rastladiklarint agiklamiglardir. Her iki ¢alisma grubunun verileri arasinda
goriilen farkin, tizerinde c¢aligilan &rneklemden ve mutasyon tarama y6ntemlerinden
kaynaklanmasi olasidir (58,130). Burada sunulan galigmada, Zetterberg ve Isotalo’nin
bulgularini akla getirecek sekilde, tiim gebeler g6z 6niine alindifinda, diisiik sayisinin
MTHFR 1298CC genotipine sahip gebelerde, 1298 AA ve AC genotipine sahip
olanlardan, anlamli olarak daha fazla oldugu goriilmiistiir (olasihk oram 2,8; p=0,011).
Arastirmacilar, bu iki mutasyonun birlikte bulunmasinin, embriyo ya da f6tusun
kaybedilmesiyle sonug¢lanan, dogal segicilik yoniinde bir devinime yol agabilecegine
isaret etmektedirler. Bu arada, anne ve embriyo ya da fétusun genotiplerinin birlikte
belirlenip, MTHFR mutasyonlarinin her ikisi tarafindan tagindigi durumda, gebelik
prognozu lizerindeki etkinin degisiklik gosterip gostermediginin anlasilmasi, bizce

onemlidir.

Homosistein diizeyleri ise, hasta grubunda kontrollere oranla yiiksek olmasina karsin,
MTHFR mutasyonuyla iligkili bulunmamistir. Eldeki sonuglar ¢aligmanin kapsaminin
genisletilmesi diigiincesi ¢ergevesinde, hasta grubundaki spontan ve tekrarlayan diistik
olgu sayilarinin arttirilarak, bunlarda ve var olanlarda MTHFR C677T mutasyonlarinin
aragtirllmasimin ve homosisteinin {izerinde bulundugu yolagin ve onun etkiledigi

metillenmenin daha ayrintili ele alinmasinin 6nemli olacagina isaret etmektedir.
Fibrin yikiminin baslica inhibitorii olan plazminojen aktivator inhibitorii (PAD-1,

plazmin yapimindan sorumlu olan doku plazminojen aktivatdriintin dogal inhibitdriidir

(128). PAI-1 plazma diizeyinin, preeklampsili gebelerde saglikli gebelere gore belirgin
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olarak artig gosterdigi bildirilmistir (36). Ayn1 ¢aligmada, bu degisiklie bagli olarak
fibrin yikim kapasitesinde de azalma saptanmugtir. PAI-1 geni, 7. kromozomda q21.3-
q22 bolgesinde yer almaktadir. Gen tizerinde bir gok polimorfik lokus yer almaktadir.
Bunlardan biri, promotor bélgede, transkripsiyon baslangic noktasindan 675 baz
yukarda yer alan bir guanin insersiyon/delesyon polimorfizmidir (27). PAI-1
diizeylerinin 4G/4G genotipi tasiyicilarinda 5G/5G genotipi tastyicilarindan yaklagik
%25 oraninda daha fazla oldugu (27) ve 4G/4G genotipinin ven trombozuyla iliskili
oldugu bilinmektedir (44,46). Farkli kitalardan bildirilen ¢aligmalara bakildiginda, 4G
alel sikhigimin Avrupa kitasinda 0,50 ile 0,64 arasinda oldugu goriilmektedir
(27,35,106). Bu galismada 4G alel siklif1, hasta grubunda 0,59 kontrol grubunda 0,49
olarak bulunmustur, Tiim gebelere bakildiginda 4G siklig1 0,54°diir. 4G sikliin genel
oram1 Avrupa kitasindan bildirilen ¢aligmalarla benzer goziikmektedir (46). Saghkli ve
komplikasyonlu gebe gruplan arasindaki PAI-1 4G/5G genotip dagilimui arasinda,
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p=0,015; olasilik orani 2,99). Agir
preeklampsili gebelerin, saglikli gebeler ve gebe olmayan, saglikli kontrollerle
kargilagtirlldigs  bir g¢aligmada, 4G siklifi preeklampsili gebelerde 0,76, saglikli
gebelerde 0,68, saglikli kontrollerde 0,67 bulunmustur (128). Preeklampsi grubuyla
Oteki gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu bildirilmistir. Sunulan ¢alismada, yalmz
agir preeklampsi grubu ele alindiginda, 4G siklig1, komplikasyonlu gebe grubundakinin
yakin, ancak biraz tiizerinde (0,61) bulunmustur. Komplikasyonlu gebe grubunu
olusturan olgulara gore PAI-1 genotip dagiliminin, gruplar arasinda fark gostermedigi
saptanmustir. Gruplar hipertansif komplikasyonlu ve normotansif komplikasyonlu
olanlar seklinde kendi arasinda ve kontrol grubuyla karsilagtinldiginda da, dagilimin
anlamli farkliligns yoktur. 4G/4G genotipinin hasta grubunda homojen dagildig:
diistiniilebilir, ancak her grubun olgu sayis: esit olmadigindan, bu degerlendirme kesin
degildir. Bazi gruplardaki olgu sayilarinin azlift unutulmadan degerlendirmek sartiyla,
dekolman (6 olgu), preeklamsiye bagli IUMF (5 olgu), tekrarlayan diisiik (2 olgu),
gebelige bagh hipertansiyon (2 olgu), preeklampsiye bagli dekolman (2 olgu), iki
tarafli derin ven trombozu (1 olgu), dekolmana bagli intarauterin fotus 6liimii (IUMF)
(1 olgu), HELLP sendromu (hemoliz, karaciger enzimlerinde artig ve trombositopeni)
ile birlikte [TUMF ve intrauterin gelisme geriligi (IUGG) (birer olgu) goriilmiis tiim
gebeliklerin 4G aleliyle iliskili olduguna isaret edilebilir. Daha fazla denek sayisiyla,
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farkin sonuglarmn anlamli olma olasilif: artabilir. Glueck (80) ve arkadaslart 4G/4G
genotipine sahip gebelerde canli dogumun daha az, prematiir bebek, erken dénemde
fotus o6limi, IUGG ve genel gebelik komplikasyonlarinin daha sik oldugunu
bildirmislerdir. Bu bulgular, grubun daha sonraki ¢aligmalarinda da tekrarlanmaktadir
(46,47).

Sunulan ¢aligmaya hafif preeklampsi olgular1 dahil edilmemistir. Bu hasta grubunu
kapsayan bir ¢alismada 4G/4G genotip siklifimin, hasta grubunda, kontrollere gére,
anlaml diizeyde daha fazla ve hafif preeklampsi gelisimiyle iligkili oldugu bildirilmigtir
(131). Hasta grubunun bu yonde genisletilerek, hem hafif preeklampside 4G alelinin
yerinin, hem de agir preeklampsideki sikhigiyla ve alel yerlesimiyle karsilastirilarak,

doz-klinik bulgu iliskisinin incelenmesi olanakl: olabilir.

PAI-1 4G/5G genotip dagihmiyla, ¢alismada sorgulanan klinik &zellikler arasinda

anlamli bir iligki bulunmamigtir.

Gebelikte tromboz yatkinligi ve fibrin yikim yetmezligiyle iligkili komplikasyonlarin
ortak paydasimn plasenta dolagim yetmezligi oldugu disiiniilmektedir (22,71).
Plasentanin hizla gelistii, uterusta endometriyum ve myometriyumla damar
anastomozlarini olugturdugu siiregte agir1 tromboz geligimi plasentada yetmezlige, bu da
dolayli olarak diisiik, intrauterin gelisme geriligi, 6lii dogum, preeklampsi ve plasenta
dekolmani gibi sonuglara neden olmaktadir (22,71,105). Tromboz yatkinligina yol agan
edinsel ve kalitsal etkenlerin gebelikte erken donemde bilinmesinin 6nemli oldugu
giindeme getirilmektedir. Genotip, obstetrik komplikasyon riskini belirleyen
etkenlerden yalnizca bir tanesidir. Kalitsal tromboz yatkinliklarinin gebelik iizerindeki
etkileri, koruyucu amagh antitromboz tedavisinin sonuglari, farkli gruplarca farkl: hatta
¢elisen bulgularla sunulmaktadir. Giiniimiizde bir goriis vaskiiler gebelik patolojilerinin
ylizde 50’sinin tromboz yatkinliginin var olan etkenleriyle agiklanamadigini
belirtmektedir (18) ki, bu goriisiin trombofilik mutasyonlarla ilgili oranlarin genelde
diinya genelinden yiiksek olarak bildirildigi bir tilkeden gelmesi, agiklanamayanlarin
oraninin yaridan da fazla oldugunu diisiindiirmektedir; bir ¢ok c¢aligmada da bu

dogrulanmigtir. O halde, heniiz ortaya g¢ikarimamis ya da etkisi tam olarak
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belirlenememis genetik etkenlerin varligi kabul edilebilir. Bu ¢alismada seyrek olarak
anilan, pihtilasgma ve pihti yikimi diizeneklerinde bagka bir ¢ok molekiilin yeri
aydinlatilmamugtir. Bazi aragtirmacilarin  savundugu, riskli gebeliklerde kalitsal
etkenlerin rutin olarak taranmast ise, hem tedavi se¢eneklerini igeren bir algoritmayala
iligkilendirilmenin yapilmamis olmasi, hem de maliyeti arttiric etkisi yliziinden yaygin
kabul gormemektedir. Ancak bu uygulamanin, etkenler daha belirgin olarak ortaya
konduktan sonra, gelinecek nokta oldugu da unutulmamalidir.

Bu ¢alismada incelenen faktér V A4070G, metilentetrahidrofolat rediiktaz A1298C ve
plazminojen aktivatdr inhibitorii-1 4G/5G mutasyonlari, gebelik komplikasyonlariyla
iligkili oldugu bildirilmis faktor V Leiden (fVL), MTHFR C677T ve protrombin
G20210A mutasyonlar1 kadar sik olarak, bu olgularda giindeme gelmemektedir. PAI-1,
bu olgularda, digerlerine gére daha sik incelenemis ve bir ¢ok galigmada, gebelik
komplikasyonlariyla iligkili oldugu bildirilmistir. Caligmamizda da, fibrin yikimim
azalttif1 ve bu yolla tromboza katki yaptig1 bilinen 4G aleli, hasta grubunda, anlamli
olarak daha yaygin bulunmugtur. Faktor V 4070G alelinin, faktér V’in daha kararli hale
gelmesini saglayarak, tromboz yatkinligini arttirdigi gosterilmistir. Calismada, PAI-1"de
goriilen dagilim farklihigi, fV 4070G aleli i¢in saptanmamustir; ancak, fV 4070G alel
siklign hasta grubunda daha yiikksek bulunmustur. Leiden mutasyonunun etkisini
arttirdigina iliskin bulgular olan fV A4070G’nin, Leiden taramasi esliginde
incelenmesinin daha 6nemli oldugu diigtintilmiigtiir. MTHFR A1298C mutasyonunun
daha sik goérilen MTHFR C677T polimorfizminin etkisini arttirdigi, MTHFR enzim
diizeyinin ve etkinlik diizeyinin azalmasina yol agtig1 bilinmektedir. Caligmamizda ise,
hasta ve kontrol grubundaki A1298C genotip dagilimlar: nerdeyse esit bulunmugtur. FV
A4070G’de oldugu gibi, MTHFR A1298C’nin de, bu olgularin patofizyolojik
gelisiminde tek bagina anlam tagimadig: diigtiniilmiigtiir.
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