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Ozet

Amac. Plazminojen aktivator Inhibitérii Tip 1 (PAI-1) bir serin proteaz inhibitdriidiir. Doku
plazminojen aktivatorii (tPA) ve iirokinazi (uPA), sonug olarak fibrinolizi inhibe eder. Genin
promotor bolgesinde 4G/5G olarak bilinen bir polimorfizm s6z konusudur. Trombozdaki rolil
nedeniyle PAI-1 4G/4G polimorfizminin gebelik komplikasyonlarina katkisi olabilecegi
diisiiniilmektedir. Biz bu ¢alismada, PAI-1 4G/4G polimorfizminin gebelik kayiplaria olasi
etkisini degerlendirmeyi amacladik. Yontem. Calisma grubu Sivas bdlgesinde yasayan bireylerden
secildi. Aragtirmaya 92’si bir veya daha fazla diisiik 6ykiisii olan ve 86 kontrol olmak iizere toplam
178 kadin dahil edildi. Gen mutasyonlarmi belirlemek igin periferik kan orneklerinden DNA
izolasyonu ve sonrasinda revers hibridizasyon ilkesine dayanan strip assay teknigi ile mutasyon
analizi yapildi. Veriler SPSS 15,0 istatistik programi araciligiyla degerlendirildi. Bulgular.
Kontrol grubunda 5G/5G polimorfizmi 22 (%25,6), 4G/5G polimorfizmi 53 (%61,6) ve 4G/4G
mutant olgular 11 (%12,8) olarak tespit edilmistir. Diigiik olgularinda ise 5G/5G polimorfizmi 20
(%21,7), 4G/5G polimorfizmi 49 (53,3) ve 4G/AG mutant olgular ise 23 (%25) bulunmustur.
4G/4G homozigot mutant olgular icin ODDS degeri hesaplanmistir. Sonu¢. Bulgularimiza gore
5G/5G ve 4G/5G polimorfizmleri diisiik agisindan risk artisi saglamamaktadir (p=0,546 ve
p=0,259 p>0,05). Calismamizda PAI-1 4G/4G polimorfizminin diisiik riskine katkisi anlamh
bulunmustur. Bu polimorfizme sahip kadinlarda diigiik yapma riski 2,27 kat daha fazladir (p=0,038
p<0,05).

Anahtar sozciikler: PAI-1, 4G/4G polimorfizmi, diisiik

Abstract

Aim. Plasminogen activator inhibitor type 1 (PAI-1) is a serine protease inhibitor. It inhibits tissue
plasminogen activator (tPA) and urokinase (UPA), and consequently inhibits fibrinolysis. There is
a common polymorphism known as 4G/5G in the promoter region of PAI-1 gene. PAI-1 4G/4G
polymorphism may contribute pregnancy complications because of its role in thrombosis,. In this
study, we aimed to evaluate the possible effect of PAI-1 4G/AG polymorphism to miscarriages.
Method. The study group was selected between individuals residing in Sivas region. One hundred
and seventy eight women (92 of them have miscarriage story and 86 control) were incorporated to
study. After DNA isolation, mutation analysis was performed by StripAssay technique based on
the reverse-hybridization principle. Data were analysed by SPSS 15.0 statistic program. Results.
In control group, the number of 5G/5G polymorphisms was 22 (25.6%), the number of 4G/5G
polymorphisms was 53 (61.6%) and the number of 4G/4G mutant cases was 11 (12.8%). In
miscarriage group, the number of 5G/5G polymorphisms was 20 (21.7%), the number of 4G/5G
polymorphisms was 49 (53.3%) and the number of 4G/4G mutant cases was 23 (25%). ODDS
ratio was calculated for 4G/4G homozygot mutant cases. Conclusion. According to our datas,
5G/5G and 4G/5G polymorphism have not higher risk for miscarriage (p=0.546 and p=0.259
p>0.05). In our study, it was detected that the contribution of 4G/4G polymorphism to miscarriage
is important. The women who have this polymorphism carry the risk of miscarriage higher 2.27
fold (p=0.038 p<0.05).
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Giris

Insan Plazminojen Aktivatorii Inhibitorii Tip 1 (PAI-1) doku plazminojen aktivatdrii
(tPA) ve tirokinaz (uPA) adi verilen proteazlar1 inhibe eden bir serin proteaz inhibitoriidiir
[1]. Fibrinoliz mekanizmasinda denge unsurlarindan birisidir. Ana fonksiyonu fibrinolitik
aktiviteyi azaltmak ve bu yolla fibrin birikimi saglamaktir [2]. Serpin-1 olarak da
adlandirilir. Plazminojen aktivatdr inhibitorii Tip 1 proteaz inhibitorlerinin serpin ailesine
ait 379 aminoasitlik ve 45-kDa’luk bir glikoprotein yapidir [3]. PAI-1 geni 7.
kromozomda lokalizedir (7q21,3-q22). PAI-1’in aterotromboz olusumunda 6nemli bir rol
oynayabilecegini ileri siiren ¢aligmalar olup koroner kalp hastalarinda dolasimdaki PAI-1
diizeyi yliksek bulunmustur [4]. PAI-1 4G aleli 5G’ye oranla transkripsiyonel olarak daha
aktiftir. PAI-1 4G/5G polimorfizminin iskemik stroke (Iinme) olaylariyla baglantist
olduguna dair deliller mevcuttur [5]. Degisik calismalarda elde edilen veriler PAI-1
polimorfizminde 4G/4G varyantinin kalitimsal bir koroner risk faktorii oldugunu ve
dolayisiyla koroner kalp hastalifi ve miyokardial iskemiye katkisi olabilecegini
desteklemektedir [6, 7]. Yiiksek PAI-1 aktivitesi ve 4G varyantinin miyokard infarktiisii
riskini artirdigi diigtiniilebilir [8]. PAI-1 degisik kanserlerde kanser hiicrelerinin bazal
laminaya invazyonunda onemli rol oynayan metalloproteinaz aktivitesini etkilemekte,
perivazkiiler bosluktan tiimér dokusuna endotelyal hiicre migrasyonunu artirarak
anjiogenez i¢in anahtar gorevi iistlenmektedir. Bu 6zellik PAI-1’in kanser progresyonuna
katkisin1 agiklamaktadir [9]. PAI-1 aktivitesinin trombozla baglantisi olmasi nedeniyle
gebelikte anne dolasimini, dolayisiyla plasental dolasimi da etkileyebilecegini
diistinebiliriz. Bu baglamda, PAI-1 aktivitesinin daha yiliksek oldugu 4G/4G
polimorfizminin gebelik kayiplariyla iligkisi olabilecegi akla gelmektedir. Bu calismada
biz diisiik oykisi olan kadinlar1 kontrol grubu ile karsilastirnp PAI-1 4G/5G
polimorfizminin diisiik olgularna katkisini degerlendirdik.

Gerec ve yontem

Aragtirmaya Aralik 2010 ve Aralik 2011 yillar1 arasinda Sivas Devlet Hastanesi’nde bir
veya daha fazla diigiik Oykiisii bulunan 92 hasta ve 86 kontrol olmak iizere toplam 178
kadin dahil edildi. Calismamiz retrospektif nitelik tasimaktadir. Her iki gruptaki bireyler
22-41 yaglar arasindaydr (Disiik 6ykiisii olan grupta ortalama yas 28, kontrol grubunda
30). Bireylerden 2cc periferik vendz kan alinarak EDTA’ll tiipe aktarildi, tiipler
etiketlenerek kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi. Kontrol grubundaki
bireylerde ¢esitli hastaliklarla ilgili Oykiileri (kardiyovazkiiler ve serebrovazkiiler
hastaliklar, kanser, diisiik veya tekrarlayan diigiik) sorgulandi ve olmadigi teyit edildi.
Calismaya alinan diisiik olgularinda gebelik kaybi ile iligkili olabilecek diger parametreler
(tiroit hastaliklari, diger endokrin bozukluklar, jinekolojik anomaliler, hipertansiyon,
sistemik hastaliklar, sigara ve alkol Oykiisii, polikistik over sendromu) taranmis ve bu
olgular ekarte edilmistir. Bireylerin genomik DNA izolasyonu periferik kandan yapildi.
Bunun i¢in Invitek Invisorb Spin Blood DNA Izolasyon Kiti kullanildi. PAI-1 geninin
ilgili bolgelerinin ¢oklu (multipleks) amplifikasyonu i¢in Vienna Lab CVD PCR
amplifikasyon kiti kullanildi. Hibridizasyon igleminden 6nce elde edilen PCR iiriinleri (4
ul) %1°lik elektroforezde basarili amplifikasyonlar agisindan degerlendirildi. Basarili
amplifikasyon elde edilen PCR iiriinlerinden 10 pL {iriin revers hibridizasyon yontemiyle
analiz i¢in kullanildi. Southern Blot analiz i¢in Revers-Hibridizasyon ProfiBlot T48
(Tecan) Hibridizasyon cihazi kullanildi. Stripler oda sicakliginda 1ml konjugat soliisyonu
ile 15 dak. inkiibe edilerek konjugat soliisyonu i¢inde bulunan streptavidin-alkalan
fosfataz, biyotin isaretli hibrit DNA fragmentlerine baglanmasi saglandi. Strip iizerindeki
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hibridize olmus bantlarin goriiliir hale gelebilmesi i¢in ortama 1ml alkalan fosfatazin
subtrat1 olan nitro blue tetrazolium (NBT) ve 5-bromo-4-kloro-3-indolil fosfatdan (BCIP)
olusan renk gelistiricisi (color developer) eklendi, oda sicakliginda 15 dak. inkiibasyona
tabi tutuldu. Strip son olarak distile su ile yikandi, k&gt havlu ile kurutulduktan sonra
degerlendirme tablosuna (Collector) yerlestirildi. Strip diizeneginde 4G ve 5G bantlari
sayild: ve alelik kombinasyonlar degerlendirildi (4G/4G homozigot, 5G/5G homozigot,
4G/5G Heterozigot). Calisma sonucu elde edilen verilerin istatiksel olarak
degerlendirilmesinde SPSS programi kullanilip, verilerin degerlendirilmesinde ki-kare
testi uygulanmig, ODDS degeri ve %95 giiven araliklari hesaplanmis, yanilma diizeyi
0,05 olarak alinmuistir.

Bulgular

Calisma sonucunda kontrol grubundaki 86 bireyden 22’sinde (%25,6) 5G/5G, 53’iinde
(61,6) 4G/5G ve 11’inde (%12,8) 4G/4G polimorfizmi tespit edildi. Bir veya daha fazla
diisiik Oykiisii olan hasta grubunda ise 92 hastadan 20’sinde (%21,7) 5G/5G, 49’unda
(%53,3) 4G/5G, 23’tinde (%25) 4G/4G polimorfizmi tespit edildi.

Diisiik olgular1 ve kontrol grubu arasinda 5G/5G ve 4G/5G alelik frekansi istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik igermemektedir; 5G/5G polimorfizmi i¢in ODDS degeri 0,80
olarak hesaplandi. (%95 giiven aralig1). Bu olgularda diisiikler acisindan artmis bir risk
bulunmamaktadir (Tablo 1).

Tablo 1. Gruplara ait PAI-1 5G/5G gen polimorfizminin karsilastirilmasi.

Gruplar 5G/5G Polimorfizmi  Diger Toplam
Normal  n (%) 22 (25,6) 64 (74,4) 86 (100)
Hasta n (%) 20(21,7) 72(78,3) 92 (100)
Total n (%) 42 (23,6) 136 (76,4) 178 (100)

x*=0,34; p=0,546; p>0,005 6nemsiz

4G/5G alelik frekansi icin ODDS degeri 0,71 olarak hesaplandi. (%95 giiven araligi). Bu
olgularda diisiikler agisindan artmig bir risk bulunmamaktadir (Tablo 2).

Tablo 2. Gruplara ait PAI-1 4G/5G gen polimorfizminin karsilastirilmasi.

Gruplar 4G/5G Polimorfizmi  Diger  Toplam
Normal n (%) 53 (61,6) 33(38,4) 86 (100)
Hasta n (%) 49 (53,3) 43 (46,7) 92 (100)
Total n (%) 102 (57,3) 76 (42,7) 178 (100)

x°=1,27; p=0,259; p>0,05 6nemsiz

4G/4G alelik polimorfizmi igin ODDS degeri 2,27 olarak hesaplandi. (%95 giiven
araligl). Bu aralikta 4G/4G homozigot mutant polimorfizmi diisiikler agisindan anlaml
bir risk faktoriidiir. Bu gen polimorfizmine sahip disi bireylerde diisiik riski normal
olgulara gore 2,27 kez daha fazladir (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplara ait PAl-1 4G/4G gen polimorfizminin karsilastirilmasi.

Gruplar 4G/4G Polimorfizmi  Diger Toplam
Normal n (%) 11(12,8) 75(87,2) 86 (100)
Hasta n (%) 23(25) 69 (75) 92 (100)
Total n (%) 34(19,1) 144 (80,9) 178 (100)

x°=4,28; p=0,038; p<0,05 6nemli

Tartisma

Gebelik doneminde kadinlarda fizyolojik degisiklikler s6z konusu olmakta, saglikh
gebeliklerde anne bu fizyolojik degisimlere adaptasyon saglamaktadir. Ancak kadinda
gebeligin seyrini etkileyebilecek kan dolasimi ve pihtilagma ile ilgili kalitsal 6zelliklerin
olmasi da muhtemeldir. Anne ve fetus arasindaki iligski plasenta araciligiyla saglanmakta
ve bebegin yasamsal gereksinimleri anne dolasimi araciligiyla temin edilmektedir.
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Saglikl1 bir gebelik donemi i¢in dolasimsal problemlerin olmamasi gerekir. Pihtilasma
bozukluklar1 yineleyen spontan diisiiklerin nedenlerinden biridir [10]. Yapilan ¢aligmalar
gebelik ve ireme fizyolojisi bakimindan trombofilik genlerin 6nemini ortaya ¢ikarmistir
[11]. Bu baglamda, gebe kadinlarin takibinde, 6zellikle diisiik 6ykiisii olan kadinlar i¢in
trombofili paneli 6nem arzetmektedir. Herediter trombofililer ilk trimester’dan ziyade
ikinci trimester diisiikleriyle alakali bulunmustur [12]. Ozellikle faktér V GI1691A
(Leiden), protrombin G20210A, faktér XIII V34L, beta-fibrinojen -455G>A, PAI-1
4G/5G, MTHFR C677T ve MTHFR A1298C polimorfizmlerindeki mutasyonlar
pthtilasma mekanizmasini ve dolayistyla feto-maternal dolagimi etkilemekte ve diisiiklere
neden olabilmektedir. Calismaya dahil ettigimiz 92 kadin olguda bir veya daha fazla
diistik oykiisii vardi. Diisiik 0ykiisii olmayan 86 kadin ise kontrol grubunu olusturdular.
Calismaya alinan her iki grup 22 ila 41 yas arasi kadinlari1 icermektedir. Plazminojen
aktivator inhibitér Tip 1 4G/5G polimorfizmi PAI-1 aktivitesi ile iliskili bir
polimorfizmdir ve 4G aleli 5G’ye oranla daha aktiftir. Calismamizda diisiik oykiisii olan
kadinlarda 4G/4G mutasyonu kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bicimde
yuksek ¢cikmistir (Tablo 3). 4G/4G mutasyonu olan bireylerin diger alelik gruplara gore
diistik yapma olasihigi 2,27 kez daha fazladir (ODDS degeri 2,27; %95 giiven araliginda).
2003 yilinda Avusturya’da yapilan bir ¢alisma PAI-1 4G ve faktor XIII V34L homozigot
olgularin veya bu mutasyonlarin heterozigot birlikteliginin erken gebelik kayiplariyla
iligkili oldugunu desteklemektedir [13]. Bizim bulgularimiz Avusturya ¢aligmasi ile
uyumludur. Kimi ¢aligmalarda, yineleyen diigiikk olgulariyla kontrol gruplari arasinda
PAI-1 polimorfizmi istatistiksel olarak anlamli bir farklilik arz etmemekte, bulgular PAI-
1 4G/5G polimorfizmi ile yineleyen spontan diisiiklerde risk  artisim
iliskilendirememektedir [14, 15]. Trombofilik gen mutasyonlarmin sikligi konusunda
diisilk olgulart ve kontrol gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunamayan c¢aligmalarda dahi homozigot mutasyonlarin diisiik olgularinda daha fazla
oldugu tespit edilmistir [16]. Reith ve arkadaslar1 PAI-1 ve PAI-2 iizerine yaptiklar bir
caligmada, preeklampsi olgularinda PAI-1’in yiikseldigini ve muhtemelen plasental
kitlede veya plasenta fonksiyonlarinda azalmaya bagh olarak PAI-2 diizeyinin belirgin
olarak diistiiglinii gostermislerdir. Normal ve anormal gebeliklerin ayriminda PAI-1/PAI-
2 oraninin kullanilmasinin yararli olacagini one siirmektedirler [17]. Polikistik over
sendromlu kadinlar {izerine ¢alismalar yapan Glueck ve arkadaslar1 PAI aktivitesinin
diisiik olgular i¢cin bagimsiz bir risk faktorii oldugunu ileri siirmiislerdir [18]. Buchholz
ve arkadasglar1 4G alelinin homozigot oldugu olgularda bu riskin varligin1 onaylamakta ve
ACE D aleli ve PAI-1 4G aleli homozigot olan gebelerde tekrarlayan disiikleri 6nlemek
icin diisiik molekiiler agirlikli heparin tedavisi Snermektedirler [19]. Ote yanda, Khosravi
ve arkadaglar1 tekrarlayan diisiik olgularinda PAI-1 gen polimorfizmi agisindan
heterozigot degil ama homozigot olgularmm (4G/4G) kontrol grubuna oranla belirgin
olarak daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir [20]. PAI-1 geninin hipofibrinolitik
4G/4G polimorfizminin preeklampsi, abruptio plasenta, fotal gelisme geriligi ve oli
dogumlar i¢in de Onemli bir risk faktorii olabilecegi ileri siiriilmektedir [21].
Calismamizin sonuglari, PAI-1 4G alelinin homozigot oldugu kadinlarda bu mutasyonun
diger trombofili unsurlarindan bagimsiz olarak diisiikk olgular1 i¢in bir risk faktorii
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu baglamda 4G homozigot gebe olgularinda gebeligin
saglikli stirdiiriilebilmesi i¢in profilaktik olarak antitrombotik tedavi planlanmasi dnem
kazanmaktadir.
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