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OZET

Amagc: Bu calismada plazminojen aktivator inhibitor tip-
1 geni 4G/5G ile metilentetrahidrofolat rediiktaz geni
C677T ve A1298C polimorfizmlerinin Mus ilinde
tekrarlayan gebelik kayiplari ile arasindaki iliskinin
belirlenmesi  ve alel frekanslarinin  saptanmasi
amaglanmstir.

Gere¢ ve Yontem: Genomik DNA tekrarlayan gebelik
kayiplari olan 34 hasta ve 34 saglikli kontroliin kan
orneklerinden izole edilmistir. DNA PAI-1 geni 4G/5G
polimorfizmi i¢in 4G ve 5G spesifik primerler ile
amplifiye edilerek, MTHFR geni C677T ve A1298C
polimorfizmleri i¢in PCR-RFLP yontemi uygulanarak
agaroz jel elektroforezinde UV transilliiminator ile
degerlendirilmistir.

Bulgular: Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda PAI-1 geni
4G/5G  ve MTHFR geni C677T ve Al298C
polimorfizmleri alel frekanslari agisindan anlamli bir fark
saptanmamuigtir. Genotip dagilimi acisindan bakildiginda
ise PAI-1 geni 4G/5G ve MTHFR geni A1298C
polimorfizmleri hasta ve kontrol gruplari arasinda
farklilik géstermemistir. MTHFR geni 677 homozigot
mutantligi (TT) ise sadece hasta grubunda, heterozigot
mutantlik (CT) ise sadece kontrol grubunda tespit edilmis
olmasina ve istatistiksel agidan da anlamli bir farklilik
gostermesine ragmen tekrarlayan gebelik kayiplarimin
ortaya  ¢ikmasinda  bir  role  sahip  olarak
goziikmemektedir.

Sonug: Sonug olarak Mus ilinde PAI-1 geni 4G/5G ve
MTHFR geni Al1298C polimorfizmlerinin tekrarlayan
gebelik kayiplart igin bir risk olmadigim diisinmekteyiz.
Anahtar Kelimeler: Tekrarlayan Gebelik Kayiplari,
MTHFR, C677T, A1298C, PAI-1 4G/5G, Polimorfizm

Yazigma ve tipkibasim i¢in: Banu BAYRAM

ABSTRACT

Aim: In this study it was aimed to determine the
association between plasminogen activator inhibitor type
1 gene (PAI-1) 4G/5G and methylenetetrahydrofolate
reductase gene C677T and A1298C polymorphisms with
recurrent pregnancy losses and the allele frequencies in
Mus city.

Materials and Methods: Genomic DNA was isolated
from blood samples of 34 patients with recurrent
pregnancy losses and 34 healthy controls. DNA was
amplified with 4G and 5G specific primers for detection
of PAI-1 gene 4G/5G polymorphism and PCR-RFLP
technique was used to analyze MTHFR gene C677T and
A1298C polymorphisms. Products were assessed with
UV transilluminator by being exposed to agarose gel
electrophoresis.

Results: The frequencies of the PAI-1 gene 4G/5G and
MTHFR gene C677T and A1298C alleles in the patient
group were similar to control group. According to the
genotype distribution of PAI-1 gene 4G/5G and MTHFR
gene A1298C polymorphisms there was no significant
difference between patient and control group. MTHFR
gene 677 (TT) homozygote mutation has been detected
only in patients and (CT) heterozygote mutation only in
the control group, despite a statistically significant
difference between patient and control groups, this
polymorphism does not seem to play a role in the
occurrence of recurrent pregnancy loss.

Conclusion: As a result of the study we may assert that
PAI-1 4G/5G and MTHFR A1298C and C677T
polymorphisms are not risk factors for recurrent

pregnancy losses in Mus city.
Key Words: Recurrent Pregnancy Loss, MTHFR,
C677T, A1298C, PAI-1 4G/5G, Polymorphism
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GIRIS

Tekrarlayan gebelik kayiplar1 20. gebelik
haftasindan 6nce arka arkaya gerceklesen
iic ve tlzerinde spontan diigiik olarak
tanimlanmakta ve tiim gebeliklerin %1-5
kadarinda goriilmektedir (1,2).
Etiyolojisinde genetik, endokrin, anatomik,
immiinolojik,  enfeksiyona  bagh  ve
cevresel nedenler yer alir (1,3,4).

Genetik faktorlerden metilentetrahidrofolat
rediiktaz (MTHFR) geni C677T ve
A1298C ile plazminojen aktivator inhibitor
tip-1 (PAI-1) geni 4G/5G polimorfizmleri
tekrarlayan gebelik kayiplart i¢in risk
faktorii olarak ifade edilmektedir. PAI-1
fibrinolitik sistem inhibitorlerinden olup,
4G homozigotlugu  sonucu  enzim
konsantrasyonunun artmasina bagli olarak
fibrinolitik aktivite bozulur ve trombotik
olaylara yatkinlik artar (5,6). MTHEFR ise
homosistein metabolizmasi i¢in gereklidir.
MTHFR gen mutasyonlar1 MTHFR
aktivitesinin azalmasma neden olarak

plazmada folat konsantrasyonunda
diismeye ve homosistein
konsantrasyonunda artmaya dolayisiyla

tromboembolizm ve ateroskleroza atkinliga
sebep olmaktadir. Kanda homosistein
diizeyinin yiikselmesi ise noral tiip defekti,
fetal kayip, plasental abrupsiyon ve
plasental enfarkt riskini arttirir (7,8).

Baz1 c¢alismalarda ii¢ ve daha fazla
tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlar
arasinda PAI-1 geni 4G/5G ve MTHFR
geni C677T ve A1298C polimorfizmi
mutant homozigot varyantlarin frekansmin
yiikksek oldugu ifade edilirken (9-13),
digerlerinde bu polimorfizmler ile gebelik
kayiplar1 arasinda herhangi bir iligski
saptanmamustir (14-16).

Elbette gen havuzlari, yasam bicimi,
popiilasyonlar arasinda gen-gevre
etkilesimlerindeki cesitlilik her
popiilasyonda genotiplere benzer sekilde
yansimamaktadir (17). Bu nedenle bu
calismada Mus ilinde PAI-1 geni 4G/5G ve
MTHFR geni C677T ve Al1298C
polimorfizmleri alel frekanslarinin ve bu
polimorfizmler ile tekrarlayan gebelik
kayiplar1 arasinda bir iligkinin  olup
olmadiginin belirlenmesi amag¢lanmastir.

GEREC VE YONTEM

Calisma Grubu

Bu ¢alismaya, Ozel Mus Sifa hastanesine
tekrarlayan gebelik kayiplari i¢in bagvuran
20. gebelik haftasindan once, 3 veya daha
fazla spontan diisiikk yapmis yas ortalamasi
28,06+1.04 34 hasta dahil edildi. Kontrol
grubu ise en az 2 canli dogumu olan, diistik
Oykiisi  bulunmayan yas ortalamasi
28,6+0,72 kadinlardan olusturuldu. Bu
calisma  icin  Eskisehir =~ Osmangazi
Universitesi, Tip Fakiiltesi etik kurulu
tarafindan onay alinmis, ayrica her hasta
calisma hakkinda bilgilendirilerek olur
belgesi imzalatilmistir.

DNA izolasyonu

Hasta ve kontrollere ait genomik DNA’lar
periferik kandan DNA izolasyon Kkiti
(Vivantis, Malesia) prosediiriine uygun
olarak izole edildi ve +4 oC’de saklandi.
PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmi genotip
tayini

PAI-1 geni 4G/5G baz ¢iftini iceren gen
bolgesini ¢ogaltmak tizere, 0,5 ul DNA,
10X PCR Buffer, 0,2 mmol/L dNTP
karisimi, 1,25 U Taq polimeraz, 12 pmol
4G veya 5G spesifik primer, 12 pmol
downstream primer, 12 pmol upstream
primer igceren 25 ul PCR karigiminda
thermal cycler cihazinda (Amplitronyx 4,
USA) amplifiye edildi. Kullanilan primer
dizileri 5G aleli i¢in, 5’-GTC TGG ACA
CGT GGG GG-3’, 4G aleli i¢in, 5’-GTC
TGG ACA CGT GGG GA-3°, downstream
primer i¢in, 5’-TGC AGC CAG CCA CGT
GAT TGT CTA G-3’ ve upstream primer
icin, 5’-AAG CTT TTA CCA TGG TAA
CCC CTG GT-3° seklindedir.
Amplifikasyon icin reaksiyon karigimi
94°C’de 1 dk, 54°C’de 30 sn ve 72°C’de 40
sn’den olusan 35 dongiiye tabi tutuldu.
PCR iirlinii olugan fragmentlerin ayirimi
icin % 2’lik agaroz jel elektroforezine tabi
tutuldu. 139 bg¢ bant 4G ve 5G alelini
tanimladi. Buna gére 4G primeri ile 139 bg
bant verip 5G primeri ile 139 bg bant
vermeyen Ornekler homozigot 4G genotipli,
5G primeri ile 139 bg bant verip 4G primeri ile
139 bg¢ bant vermeyen ornekler homozigot 5G
genotipli, her iki primer ile 139 bg¢ bant

verenler ise heterozigot 4G/5G genotipli olarak
belirlendi (Sekil 1).
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Sekil 1. PAI-1 geni 4G/5G Polimorfizmi Jel Goriintiisii (A) 4G primer ile PCR iiriinleri (B) 5G primer

ile PCR drinleri

MTHFR geni C677T polimorfizmi
genotip tayini

MTHFR geni 677. baz ¢iftini igeren gen
bolgesini cogaltmak tizere, 5 ul DNA, 10X
PCR Buffer, 0,2 mmol/L dNTP karigimu,
1.25 U Taq polimeraz, 10 pmol spesifik F
ve R primer igeren 50 ul PCR karisiminda
thermal cycler cihazinda (Amplitronyx 4,
USA) amplifiye edildi. Kullanilan primer
dizileri 5’- AGG ACG GTG CGG TGA
GAG TG- 3’ ve 5’- TGA AGG AGA AGG
TGT CTG CGG GA- 3 seklindedir.
Amplifikasyon i¢in reaksiyon karigimi
940C’ de 1 dk, 630C’de 1 dk ve 720C’de 1
dk’dan olusan 40 dongiliye tabi tutuldu.
Elde edilen 198 b¢’lik PCR {iriinlerinden
10 pl’si 1 tinite Hinf I enzimi (Vivantis) ile
1 saat 370C’de kesime birakildi. Kesim
sonrasi olusan iirlin fragmentlerin ayirimi
icin % 3’liikk agaroz jel elektroforezine tabi
tutuldu. Buna gore 198 bg’lik fragment
elde edilenler 677 CC, 198 ve 175 bg’ lik
fragment elde edilenler 677 CT ve 175
b¢’lik fragmentler elde edilenler ise 677
TT olarak belirlendi (Sekil 2).

MTHFR geni A1298C polimorfizmi
genotip tayini

MTHFR geni 1298. baz ¢iftini igeren gen
bdlgesini ¢cogaltmak iizere, 5 ul DNA, 10X
PCR Buffer, 0,2 mmol/L dNTP karisima,
1.25 U Taq polimeraz, 10 pmol F ve R
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spesifik primer iceren 50 pul PCR
karistminda  thermal cycler cihazinda
(Amplitronyx 4, USA) amplifiye edildi.
Kullanilan primer dizileri 5’- CTT TGG
GGA GCT GAA GGA CTACTAC-3" ve
R: 5°- CAC TTT GTG ACC ATT CCG
GTT TG- 3’ seklindedir. Amplifikasyon
icin reaksiyon karisimi 940C’ de 1 dk,
630C’de 1 dk ve 720C’de 1 dk’dan olusan
40 dongiiye tabi tutuldu. Elde edilen 128
b¢’lik PCR iiriinlerinden 10ul’si, 1 iinite
Mbo II enzimi (Vivantis) ile 1 saat
370C’de kesime birakildi. Kesim sonrasi
olusan iirlinler fragmentlerin ayirimi i¢in %
3’lik agaroz jel -elektroforezine tabi
tutuldu. Buna gore 100 bg’lik fragmentlere
sahip olanlar 1298 AA; 100 ve 72 bg¢’lik
fragmentlere sahip olanlar 1298 AC ve 72
b¢’lik fragmentlere sahip olanlar 1298 CC
olarak belirlendi (Sekil 3).

Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS
15.0 paket programi kullanilmistir.
Genotip dagilimlarmin hasta ve kontrol
gruplarinda karsilagtirilmas: icin Pearson
v*  yontemi uygulanmustir. P degeri
0.05’ten kiigiik olanlar anlamli olarak
kabul edilmistir.
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198 b¢
175 bg

Sekil 2. MTHFR geni C677T Polimorfizmi Jel
Gortintiist

BULGULAR

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda, PAI-1
geni 4G/5G ve MTHFR geni C677T ve
A1298C polmorfizmleri alel frekanslar
acisindan bir farklilik saptanmadi (p>0.05)
(Tablo 1). Genotip dagilimlar1
karsilastirildiginda ise PAI-1 geni 4G/5G
ve MTHFR geni A1298C polimorfizmleri

100 b¢
72 bg

Sekil 3. MTHFR geni A1298C Polimorfizmi
Jel Goriintiisii

acisindan hasta grubu ve kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig: belirlendi (p>0,05). MTHFR geni
C677T polimorfizmi genotip dagilimina
bakildiginda ise gruplar arasinda anlamli
bir farklilik oldugu belirlendi (p<0,05).
Gruplar arasindaki genotip dagilimlar:
Tablo 2°de gosterilmistir.

Polimorfizm tipi Hasta allel Kontrol allel p degeri
(n=34) (n=34)
PAI-1 4G/5G
4G 42 (%61,76) 36 (%52,94)
5G 26 (%38,24) 32 (%47,06) >0,05
MTHFR C677T
T 6 (%91,18) 11 (%16,2) >0,05
C 62 (%38,82) 57 (%83,8)
MTHFR A1298C
C 39 (%53,35) 34 (%50)
A 29 (%42,65) 34 (%50) >0,05

Tablo1. Hasta ve kontrol grubu arasindaki PAI-1 geni 4G/5G MTHFR geni C677T ve A1298C gen
polimorfizmlerinin alel frekanslari

Polimorfizm tipi Hasta # Kontrol # p degeri
(n=34) (n=34)
PAI-1 4G/5G
4G/4G 16 11
4G/4G 10 14
5G/5G 8 9 >(),05
MTHFR C677T
T/T 3 0
C/T 0 11
C/C 31 23 <0,05
MTHFR A1298C
C/C 3 6
A/C 23 22
A/A 8 6 >0,05

Tablo 2. Hasta ve kontrol grubu arasindaki PAI-1 geni 4G/5G MTHFR geni C677T ve A1298C gen
polimorfizmlerinin genotip dagilimlari
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TARTISMA

Son yillarda, tekrarlayan gebelik kayiplar
ile genetik polimorfizmler arasindaki
iliskileri ortaya koyan pek c¢ok genetik
calisma bulunmaktadir. Ancak tekrarlayan
gebelik kayiplarmin patogenezinde bu
polimorfizmlerin etkisine iligkin veriler
celiskiler icermektedir. Bu c¢eliskiler,
calismaya dahil edilen arastirma ve kontrol
grubu olgu sayilar1 ile bu gruplari
olusturan bireylerin se¢im kriterlerinin
degiskenlik gdstermesini ve ayrica etnik ve
cografik dagilimdaki farkliliklardan dolay1
alel frekanslar1 arasindaki ¢esitliligi
aciklamaktadir. Bu nedenle biz de bu
calismada, Mus ilindeki tekrarlayan diisiik
olgularinda PAI-1 geni 4G/5G ve MTHFR
geni C677T ve A1298C polimorfizmleri
arasinda bir iliski olup olmadigimi1 ve alel
frekanslarmni1 belirlemeyi amacladik.

Calismamiz sonucunda hasta ve kontrol
grubu bireyleri arasinda PA/I-1 geni 4G/5G
ve MTHFR C677T ve Al1298C
polimorfizmleri alel frekanslar1 agisindan
anlamli bir farklilik tespit edilmemistir.
Kontrol ~ grubu  bireylerimizde  bu
polimorfizmlere ait alel frekanslar1 Tirk
populasyonuna iligkin  prevelans ile
uygunluk gdstermistir (2, 7,17-20).

Genotipler agisindan hasta ve kontrol
grubunu karsilastirdigimizda ise PAI-1
geni 4G/5G  ve MTHFR A1298C
polimorfizmleri genotip  dagilimlarmin
gruplar arasmda bir farklilik
gostermedigini  tespit  ettik.  Bizim
bulgularimizla uyumlu olarak Dossenbach-
Glaninger ve arkadaglarmin  yapmis
olduklar1 calismada PAI-1 geni 4G/5G
polimorfizminin Avusturya
popiilasyonunda tekrarlayan diistik
olgularinda bir risk faktorii olmadigi
belirtilmistir (16). Halbuki Ghosh ve
arkadaslarinin  Hindistan, Bucholz ve
arkadaglarmmm  Alman popiilasyonunda
yapmis olduklar1 ¢alismalarda PAI-1 geni
4G/5G  polimorfizmi 4G  genotipinin
tekrarlayan diisik olgularinda 6nemli
oldugu vurgulanmistir (12,13). Tepeli ve
arkadaslar1  Eskisehir  ilinde  Tirk
popiilasyonunda yapmis olduklar1
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calismada MTHFR geni C667T ve A1298C
polimorfizmlerinin  tekrarlayan  diisiik
kayiplar1 igin bir risk olusturmadigini,
gruplar arasinda genotipler ve alel
frekanslari acisindan bir fark
bulunmadigmni  belirtmislerdir (2). Bu
bulgular bizim bulgularimiza benzerlik
gostersede, Mus ilinde MTHFR geni
C677T polimorfizmi gruplar arasinda
genotipler acisindan farklilik gostermistir.
677 TT mutanthgr 34 hasta bireyden
ticlinde goriilmiis ancak kontrol grubunda
rastlanilmamistir. 677 CT
heterozigotluguna ise sadece kontrol
grubunda rastlanilmistir. Bu bulgular her
ne kadar istatistiksel olarak anlam ifade
ediyor olsa da tekrarlayan gebelik kayiplar
icin bir risk faktori olarak
gozilkmemektedir. Vettriselvi ve
arkadaglarinin  Hindistanda, Carp ve
arkadaslarmin Israil’de yapmis olduklar:
calismada da tekrarlayan gebelik kayiplari
ille MTHFR geni C677T polimorfizmi
arasinda bir iliski olmadigi belirtilmistir
(21,22). Baz1 ¢alismalarda ise, MTHFR
C677T homozigot TT varyantina sahip
bireylerde homosistein diizeylerinin ¢ok
yiikseldigi ve bu artisin tekrarlayan gebelik
kayiplar1 ile anlamli diizeyde iliskili
oldugu bildirilmistir (9,23,24). Son yillarda
yapilan meta-analiz verileri de tekrarlayan
gebelik  kayiplar1 ile C677T varyanti
arasinda herhangi bir iliski olmadigi
yoniindedir (7,25,26).

Hohlagschwandtner ve arkadaslar1
trombofilik 6 polimorfizmi kombine olarak
inceledikleri calismada MTHFR geni
A1298C ve C677T polimorfizmleri alel ve
genotip frekanslarinin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmadigini, yine tiim genler kombine
olarak ele alindiginda da kontrol grubuna
gore anlamli farkliligin  bulunmadigini
bildirmislerdir (27). Buna karsilik, 10
trombofilik  gen  polimorfizmi ile
tekrarlayan gebelik kayiplar1 arasindaki
iligkiyi ~ belirlemek amaciyla yapilan
calismalarda, yine MTHFR A1298C ve
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C677T polimorfizmleri alel ve genotip
frekanslarinin ~ kontrol  grubuna  gore
anlamli bir farklilik gostermedigi, ancak
tim  genlerin  homozigot  mutasyon
prevelanslar1 birlikte degerlendirildiginde
tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlarda
toplam homozigot mutasyon oranimnin ileri
diizeyde arttig1 one stirilmiistiir (28,29).
Sonu¢ olarak, Mus ilinde ¢aligmamiza

dahil edilen tekrarlayan gebelik
kayiplarinda PAI-1 geni 4G/5G ve MTHFR
geni C677T ve A1298C
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