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Amag: Tekrarlayan gebelik kayb1 (TGK), 20. gebelik haftasindan 6nce meydana gelen iki ve ya daha fazla gebelik kaybi1
olarak tanimlanir. TGK’'na yol agan faktorlerin yaklasik yaris1 idiopatiktir, bilinen nedenler iginde ise immiinolojik,
endokrinolojik ve anatomik nedenler en 6nemlileridir. TGK'na yol acan faktoérler igcinde genetik nedenler %2-5
oraninda yer tutmakta ve ilerleyen gebelik haftalarindaki genetik nedenli gebelik kayiplarinin kalitsal trombofili
nedenleri ile oldugu bilinmektedir.

Yontemler: Bu calismada tekrarlayan gebelik kayiplar1 nedeni ile arastirilan, herhangi bir kromozom anomalisi
olmayan 1395 hastanin MTHFR, FV-Leiden, PAI-1 ve Protrombin polimorfizmleri retrospektif olarak incelenmistir.

Bulgular: Kalitsal trombofili polimorfizmleri heterozigot, homozigot ve yabanil olarak yiizdelik dilimlerle
incelenmistir.

Sonug: Cikan sonuclar giincel bilgiler 15181nda ve bolgesel veriler esliginde tartisilmistir.
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Retrospective Investigation of Prothrombin, MTHFR, FV Leiden and PAI-1
Polymorphisms in Recurrent Abortion in the Southeastern Anatolia Region

Abstract

Objective: Recurrent pregnancy loss (RPL) is defined as the loss of two or more gestations before the 20th gestational
week. Approximately half of the factors that cause RPL are idiopathic, and immunologic, endocrinological and
anatomical causes are the most important among known causes. Genetic causes account for 2-5% of the factors that
cause RPL and it is known that hereditary thrombophilia are found in the genetic background of the losses in the

advanced gestational weeks.

Methods: In this study, MTHFR, FV-Leiden, PAI-1 and Prothrombin polymorphisms of 1395 patients without any
chromosomal anomalies were investigated retrospectively for the cause of recurrent pregnancy loss.

Findings: Hereditary thrombophilia polymorphisms were investigated with heterozygous, homozygous and wild type

percentage slices.

Conclusion:The results are discussed in the light of current knowledge and in the context of regional data.

Keywords: Prothrombin, MTHFR, PAI-1, trombophilia, recurrent pregnancy loss.

GIRIS
Tekrarlayan gebelik kaybi (TGK) tanimi farkh
arastirmaci gruplarn tarafindan farkh sekillerde
tanimlanmasina ragmen, en kabul goren hali ile
20. gebelik haftasindan 6nce meydana gelen iki
ve ya daha fazla gebelik kayb1 olarak
tanimlanirl. Tekrarlayan gebelik kaybi sikligi,
gebelik kaybi sinir sayisinin 3 olarak alindigi
durumda %1-2, 2 olarak alindig1 durumda ise
%5’dir2.  Klinik  olarak  tanimlanabilen
gebeliklerin  yaklastk  %12-15’i  dustikle
sonuglanir3. TGK durumunda, yasanan gebelik
kayiplar1 genellikle ayni gebelik haftasinda
olur, bu durumun nedeni gebelik kaybinda ayni
mekanizmanin etkili olmasidir. Her gebelik
kayb1 sonrasi bir sonraki gebeligin diisiikle
sonlanma ihtimali artmaktadir. Dort disigu
olan bir anne adayinin tekrar diisitk yapma
riski %40 iken, bu oran bes diisiigli olan bir
anne adayinda %69'dur®. TGK'na yol agan
faktorlerin yaklasik yarisi idiopatiktir, bilinen
nedenler icinde ise immuiinolojik,
endokrinolojik ve anatomik nedenler en 6nemli
mekanizmalardir. TGK’'na yol acan faktorler
icinde genetik nedenler %2-5 oraninda yer
tutmaktadir ve bu oranin buyik kismi ilk
trimestr gebelik kayiplari sonucu

olusmaktadir’. Ilk trimestrda gozlenen genetik
nedenli kayiplarin biiyiik ¢ogunlugunun nedeni
kromozomal anomaliler iken, ilerleyen gebelik
haftalarinda  gozlenen  genetik  nedenli
kayiplarin ¢ogunlugunu herediter trombofili
olusturmaktadir8®. Herediter trombofililer,
hiperkoagiilan duruma yol acan, bireydeki
tromboz  riskini artiran cesitli  gen
polimorfizmleridir. Bu durumun gebelikte daha
da onemli olmasinin nedeni, gebeligin
dogasinda bulunan koagiilasyon ve fibrinoliz
sistemindeki degisiklikler nedeniyle artmis
tromboz egiliminin olmasidir. Ayrica herediter
trombofililerin  TGK ile olan iligkisi
uteroplasental dolasimin etkilenmesine
baghdir. Bu genler icinde ilizerinde en fazla
calisma yapilanlar; Metilen Tetra Hidro Folat
Rediiktaz (MTHFR), Faktér V Leiden (FV-
Leiden), Protrombin ve Plazminojen Aktivator
Inhibitér-1 (PAI-1) dir1011, Bu faktorlerden iki
veya daha fazlasinin etkilenmesi durumunda,
gebelik kaybi riskinin artis gosterdigini belirten
calismalar mevcutturl2,

MTHFR  C677T ve MTHFR  A1298C
polimorfizmlerin varligi metilentetrahidrofolat
rediiktaz enziminin aktivitesinin azalmasiyla
iliskilendirilmis olup tromboz ag¢isindan zayif
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risk faktorii olarak degerlendirilmektediri2.
Faktor V  pihtilasma yolaginda fibrin
olusumunda rol alir. Aktive Protein C, Faktor

V’'in  inhibisyonu ve fibrin olusumunun
kontroliinden sorumludur. Leiden
polimorfizminin  varlign F  Vin  etkin

inaktivasyonunu onleyerek pihti olusumuna
egilim yaratir. Homozigot mutasyonu yaklasik
35 kat risk artis1 ile iliskilendirilmistiri3.
Protrombin koagiilason kaskadinda faktér Va
ve Xa yardimi ile trombine cevrilmektedir.
G20210A polimorfizmi durumunda tromboz
riskinde 6-25 kat risk artis1 meydana geldigini

gosteren c¢alismalar mevcuttur. Gebelikteki
tromboembolilerin  yaklasik  %17’sinden
sorumludur!4%, ~ PAI-1  (Serpine-1) doku

plazminojen aktivatérii (tPA)'niin etkili bir
inhibitori olup, fibrinolizin diizenlenmesinde
onemli rol oynar. Artmis PAI-1 aktivitesi
plazminojenin plazmine doniisiimiinii bloke
ederek fibrinolizi inhibe eder. 5G/5G yabanil
genotip olup, 4G/5G ve 4G/4G artmis PAI-1
aktivasyonu ile iliskilendirilmistir?>.

Bu calismada Glineydogu Anadolu Bélgesi'nde
TGK nedeniyle herediter trombofili
parametreleri ¢alisilan hastalarin sonuclarinin
retrospektif olarak incelenmesi, bolgemizdeki
ve Ulkemizdeki sikliklarinin literatiir verileri
1s181nda incelenmesi hedeflenmistir.

YONTEMLER

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Tibb1 Genetik
Anabilim Dali'na Ekim 2016- Aralik 2017
tarihleri arasinda tekrarlayan diisiik nedeniyle
Sanhurfa, Gaziantep, Adiyaman, Diyarbakir,
Mardin ve Sirnak illerinden basvuran, 18-50
yas arasl, kromozom analizi sonucu herhangi
bir anomali tespit edilmeyen 1395 birey
retrospektif olarak calismaya dahil edilmistir.
Hastalarin demografik bilgileri ve abort sayilari
dosyalarindan o6grenilmis ve not edilmistir.
Calismaya dahil edilen 1395 hastadan 3ml’lik
ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA)
iceren tiiplere alinan kan o6rneklerinden
Magpurix Blood DNA Extraction Kit 200 ile
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DNA izole edildi. Elde edilen DNA 6rneklerinin
Nanodrop SMA1000 spektrofotometre
cihazinda miktar ve saflik tayinleri yapildiktan
sonra Qubit 3 fluorometer (invitrogen ,
Tiirkiye) cihazinda da florometrik tayin yapildi
ve DNA ornekleri polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) islemi yapilana kadar uygun kosullarda
bekletildi. PCR islemi BIORAD T100TM
Thermal Cycler (Turkiye) termal dongu
cihazinda yapildiktan sonra Faktoér V Leiden
(R534Q), Faktor II (Protrombin), Serpine-1
(PAI-1 4G/5G) Insersiyon, MTHFR C677T ve
MTHFR A1298C polimorfizmlerinin saptanmasi
icin  Yeni Nesil Sekanslama (NGS;Next
Generation Sequencing) yontemini kullanarak
Ureticinin  6ngoérdiigii  protokol uyarinca
Miniseq (Illumina GmbH, Almanya) cihazi ile
sekanslama yapildi. Kullanilan forward primer
dizileri; MTHFR C677T icin
5'TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA3’, MTHFR
A1298C i¢in 5’GGTCCCCACTTCCAGCATC3’,
Faktor \Y Leiden icin 5
GGAACAACACCATGATCAGAGCA3’, Protrombin
icin 5’TCTAGAAACAGTTGCCTGGC3’, PAI-1 i¢in
ise 5’AAGCTTTTACCATGGTAACCCCTGGT3’
seklinde idi. Veriler Microsoft Excel programina
girilerek SPSS 13.0 programi ile incelendi.
Calismamiz Harran Universitesi Etik Kurulu
tarafindan 2018 Ocak ayinda onay almistir.

SONUCLAR

Calismaya katilan hastalarin ortalama yasi
29.74, medyan yas ise 29 olarak bulundu.
Hastalarin abort sayis1 ortalamasi 3,34 olarak
tespit edildi. Calismaya katilan hastalarin
basvuru yaptigi iller incelendiginde; %64
Sanhurfa, %14 Mardin, %12 Adiyaman, %6
Diyarbakir, %2 Gaziantep ve %2 Sirnak
dagilimi gézlenmistir (Tablo 1). MTHFR C677T
polimorfizmi 732(%52,5) hastada yabanil tipte,
538(%38,6) hastada heterozigot, 125(%9)
hastada ise homozigot olarak gozlendi. MTHFR

A1298C polimorfizmi 1392 hastada
degerlendirildi, hastalarin 514’iinde(%36,9)
yabanil tip gozlenirken, 644’tinde(%46,3)

heterozigot, 234’linde(%16,8) ise homozigot
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olarak  gozlendi.  Protrombin  G20210A
polimorfizmi 1339(%96) hastada yabanil tipte
gozlenirken, 56(%4) hastada heterozigot
olarak gozlendi. Bu polimorfizme homozigot
olarak sahip olan herhangi bir hasta yoktu. FV-
Leiden polimorfizmi ise 1301(%93,3) hastada
yabanil tip, 87(%6.2) hastada heterozigot,
7(%5) hastada da homozigot olarak
degerlendirildi. 1371 hastada
degerlendirilebilen PAI-1  polimorfizminde
yabanil tip 437(%31,3), heterozigot tip
651(%46,7) ve homozigot tip 283(%20.3)
hastada gozlendi (Tablo 2). MTHFR’de gozlenen
iki polimorfizm icin de yabanil tip gosteren
hasta sayist  161(%11,5), heterozigotluk
gosteren hasta say1sl 338(%24,2),
homozigotluk gosteren hasta sayisi1 23(%1,65)
olarak bulundu. Incelenen tiim bélgelerin
hepsinde yabanil tipe sahip hasta sayisi ise
sadece 42(%3) olarak bulundu. incelenen tiim
parametreler i¢cinde 598(%42,9) hasta en az bir
homozigot degisiklige sahip olarak tespit edildi.

Tablo 1: Katihmcilarin Demografik, Klinik ve Cografi Ozellikleri

Demogrdfik ve Klinik Veriler

Ortalama Yas 29.74
Medyan Yas 29
Ortalama Abort Sayisi 3.34

Basvuru Yapilan iller (%)

Sanlhurfa 64
Mardin 14
Adiyaman 12
Diyarbakir 6
Gaziantep 2
Sirnak 2
Toplam 100
TARTISMA

Bu calismada Gilineydogu Anadolu Bolgesi'nin
cesitli illerinden tekrarlayan gebelik kaybi
nedeni ile poliklinigimize basvuran hastalarda
MTHFR C677T, MTHFR A1298C, Protrombin
G20210A, FV-Leiden ve PAI-1 polimorfizmleri
incelenmistir. MTHFR geni 1p36.23-p34.3

bolgesinde yer alir ve 11 ekzondan olusur.

MTHFR gen polimorfizmleri
hiperhomosisteinemiye yol agarak, abort
riskini artirmaktadir. C677T polimorfizmi,

enzimi 1siya hassas bir hale getirerek, MTHFR
aktivitesini %35-70 oraninda azaltir. A1298C
poliorfizminde ise enzim aktivitesi %40 kadar

azalmasina ragmen plazma homosistein
diizeylerinde anlamh bir degisim
gozlenmemistir!2. MTHFR aktivitesinde

azalmaya bagl olusan hiperhomosisteinemi,
sadece asir1 diizey folat, B6, B12 vitamin
eksikliginde belirgin hale gelir. Bir meta-analiz
calismasinda, tekrarlayan gebelik kaybi olan
hastalardaki MTHFR C677T homozigot siklig1
%>5-21 oraninda gozlenirken kontrol grubunda
%4-20 oraninda gozlenmis olup, istatiksel
olarak anlaml bir fark tespit edilmemistir. Yine
ayn1 yayinda hiperhomosisteinemi tekrarlayan
gebelik kayb1 olgularinda %17-27 oraninda
gozlenirken, kontrol grubunda %5-16 oraninda
gozlenmis ve 3-7 kat risk artis1 ile
iliskilendirilmistir'e. ~ Bu  durum MTHFR
polimorfizmlerinin klinik olarak gozlenebilmesi
icin bireyde folat ya da B6, B12 vitaminlerinden
birinin eksikliginin olmas1 gerektigi seklinde
yorumlanabilir.  Baska  bir = meta-analiz
calismasinda folat ya da B6 ve B12 vitamini
eksikligi olmayan kisilerde MTHFR
polimorfizmlerinin tekrarlayan gebelik
kayiplar ile iliskili olmadig1 gosterilmistirl7.18,
Turkiye genelinde tekrarlayan gebelik kaybi ve
MTHFR  polimorfizminin incelendigi bir
calismada heterozigotluk %36,9, homozigotluk
%3,5 olarak gozlenirken, Sanhurfa ilinde
yapilan bir ¢alismada heterozigotluk %40,61,
homozigotluk %8,29 oraninda goézlenmistirl®.
Bizim ¢alismamizda ise heterozigotluk %38,6,
homozigotluk %9 oraninda gozlenerek,
bolgesel veriler ile uyumlu bulunmustur.

Protrombin geni 11. kromozomun uzun
kolunda yerlesik bir gendir. G20210A
polimorfizmi yiiksek plazma protrombin

duizeyleri ile iliskili olup, yaklasik 3 kat artmis
tromboz riski tasimaktadir18,20,21. FV-
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Leiden’den sonra kalitsal trombofili nedenleri
arasinda en sik gozlenen degisikliktir. Yapilan
bir c¢alismada G20210A polimorfizminin
tekrarlayan gebelik kayb1 olan olgularda %2-3
oraninda gorildigi gozlenmistirz. Ulkemizde
yapilan bir ¢alismada heterozigot G20210A
polimorfizmi  vendéz tromboz  gozlenen
olgularda %1,2 olarak saptanmistir?2, Kujovic
ve ark. tarafindan yapilan calismada
tekrarlayan gebelik kaybi olan olgularda bu
polimorfizm %4-13 oraninda gdzlenirken,
kontrol grubunda bu oranin %1-3 duzeyinde
olmas1 dikkat c¢ekicidirle. Sanlurfa ilinde
tekrarlayan gebelik kaybi1 olan olgularda bu
oran %4,05 olarak bulunmus, ¢alismamiz ile
birebir paralellik gostermistir?®.

Tablo 2: Herediter Trombofili ile Ilkiskili Polimorfizmlerin
Goriilme Siklig

GORULME MTHFR| MTHFR | PROTROMBIN

SIKILIGI (%) | C677T | A1298C | G20210A FVLEIDEN | PAI-1
YABANIL 52,5 | 36,9 96 93,3 31,3
HETEROZIGOT | 38,6 | 46,3 4 6,2 46,7
HOMOZIGOT 9 16,8 0 ,5 20,3
FV-Leiden polimorfizmi, 1943 yilinda
tanimlanan Faktér V proteinindeki 506.

Pozisyonda yer alan glutaminin yerine arjininin
gecmesi sonucu olusur?3. En sik herediter
trombofili nedenidir. Tiim herediter trombofili
vakalarinin yaklasik yarisindan sorumludurls.
Heterozigotlarda yaklasik 10 kat,
homozigotlarda ise yaklasik 100 kat artmis
tromboz riski mevcuttur. Faktér V-Leiden
polimorfizmi nedeniyle var olan trombotik
egilimin, gebeliklerde uteroplasental yatakta
tromboza neden olabilecegi cesitli calismalar
ile kanmitlanmistirl#1820,  Kujovich ve ark.
tarafindan yapilan c¢alismada gebelik kaybi
riskini 2-5 kat artirdifi gosterilmistirle.
Sanlwurfa ilinde tekrarlayan gebelik kayiplari
olan bireylerde yapilan bir c¢alismada FV-

Leiden heterozigotluk orani %>5,5,
homozigotluk  oram1  ise  %,2  olarak
bulunmustur®. Sivas ilinde yapilan bir
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populasyon taramasi ¢alismasinda
homozigotluk %,4 olarak bulunmustur24.
Calismamizda bu oranlar heterozigotluk igin
%6,2, homozigotluk icin  %,5 olarak
bulunmustur.

Serpine-1 olarak da adlandirilan PAI-1 geni 7.
kromozomun uzun kolunda lokalizedir. 4G
alleli 5G alleline gore transkripsiyonel agidan
daha aktifitr. PAI-1 etkinliginin daha ytliksek
oldugu 4G/4G  polimorfizminin  gebelik
kayiplariyla iliskisi olabilecegini gosteren
calismalar mevcuttur25. Sivas ve Mus illerinde
yapilan bir ¢alismada tekrarlayan gebelik kayb1
olan olgularda PAI-1 homozigot degisiklik orani
%25 ve %30 olarak bulunmustur,
calismamizda bu oranin  %Z20,3 olarak
bulunmasi dikkat ¢ekicidir2627,

Incelenen tiim polimorfizmler icinde en az bir
homozigot degisiklige sahip hasta oraninin
%42,9, tim polimorfizmler i¢in yabanil tip
gosteren hasta oranmnin yalmz %3 olarak
gozlenmesi, Kujovich ve ark. tarafindan yapilan
caismada da bahsedildigi gibi kombine
trombofili  kavraminin  6nemine  isaret
etmektedir. ilgili calismada kombine trombofili
kavramainin tekrarlayan gebelik kaybini 5-14
kat artirdig1 gosterilmistir?e.

Tekrarlayan gebelik kayiplarinda herediter
trombofililerin yeri hala gilincel bir tartisma
konusudur, son dénemlerde yapilan yayinlarda
polimorfizmlerin etkilerinin gebeligin hangi
sathasinda (erken-gec¢) diisiiklere neden
oldugunu arastiran arastirmalarin sayisi
artmaktadir. Son zamanlarda deger kazanan
diger bir kavram da herediter trombofili
nedenlerinin  beraber gozlenmesi olarak
adlandirilabilecek olan kombine trombofili
kavramidir. Calismamiz, polimorfizm
calismalarinin genis orneklemli
popiilasyonlarda calisiimasinin 6nemli olmasi
ve hastalarin kromozom analizi sonuglarinin
degerlendirilip, herhangi bir anomaliye sahip
olanlanlarin calismaya alinmamasi nedeniyle
degerli olup, en 6nemli dezavantaji ¢alismanin
retrospektif olarak yapilmasi ve gebelik kayip
haftalarinin erken-ge¢ olarak ayrilmasindaki
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eksikligidir. Sonu¢ olarak, bolgemizdeki
tekrarlayan gebelik kaybi olan 1395 hasta
retrospektif olarak incelenmis; bolgesel
polimorfik varyantlarin dagilimi giincel bilgiler
15181nda, bolgesel ve iilkesel veriler esliginde
tartisilmistir.

Tesekkiir: Calismaya katilan tiim hastalara
ictenlikle tesekkiir ederiz.
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