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Wczesne poronienia samoistne to poważny problem epide-
miologiczny, stanowiący jedną z najczęstszych przyczyn kiero-
wania małżeństw do poradni genetycznej. Wykluczenie takich 
przyczyn niepowodzeń rozrodu, jak zaburzenia hormonalne, 
zaburzenia metaboliczne (źle prowadzona cukrzyca, PCOS, en-
dometrioza), wady immunologiczne, wady macicy (wrodzone 
– podwójna macica, przegrody macicy, macica jednorożna oraz 
nabyte – mięśniaki, polipy, włókniaki), nabytych trombofilii (ze-
spół antyfosfolipidowy) oraz infekcji bakteryjnych, wirusowych 
czy pierwotniakowych kwalifikuje pacjentkę do grupy poronień 
idiopatycznych.  

Diagnostyka genetyczna niepowodzeń rozrodu obejmu-
je głównie badania cytogenetyczne, mające na celu wyklucze-
nie nosicielstwa zrównoważonych aberracji chromosomowych 
u jednego z partnerów. Inną, niestety rzadko stosowaną metodą, 
jest badanie tkanek płodu poronionego w  kierunku obecności 
aberracji liczbowych/strukturalnych chromosomów.  

Drugą, po zmianach chromosomowych, ważną przyczy-
ną niepowodzeń rozrodu o etiologii genetycznej, są zaburzenia 
krzepnięcia wywołane wrodzonymi trombofiliami, najczęściej 
związanymi z  obecnością mutacji w  genach czynników krzep-
nięcia osoczowego, takich jak czynnik II (protrombina) czy czyn-
nik V (proakceleryna) oraz mutacjami genów, których produkty 
białkowe odgrywają istotną rolę w regulacji procesu krzepnięcia 
lub fibrynolizy. Zakrzepica naczyń doczesnej może prowadzić 
do opóźnienia rozwoju wewnątrzmacicznego płodu (IUGR), 
rozwoju stanów przedrzucawkowych czy odklejenia lub zawa-
łu łożyska. Rola tych czynników w etiologii tych powikłań oraz 
w poronieniach późnych (powyżej 12 tygodnia ciąży) została po-
twierdzona w wielu badaniach [1, 2, 3, 4, 5]. 

Genetyczne przyczyny zaburzeń krzepnięcia, przez wiele lat 
były wiązane z mutacjami pojedynczych genów, odpowiedzial-
nych za rzadkie, rodzinnie występujące choroby zakrzepowe 
naczyń. W ostatnich latach opisano wiele czynników zwiększa-
jących ryzyko powstania zaburzeń układu krzepnięcia i można 
przyjąć, że zespół zaburzeń krzepnięcia jest chorobą wieloczyn-
nikową, w której etiologii główną rolę poza mutacjami w wielu 
genach, poważną rolę odgrywają różnego rodzaju czynniki śro-
dowiskowe [6].

Czynnikiem o udowodnionej roli w zaburzeniach krzepnię-
cia są zmiany aktywności białka osoczowego czynnika V (FV). 
Wzrost aktywności FV zwiększa ryzyko wystąpienia epizodów 
zakrzepowych. Mechanizm tego zjawiska zależny jest od zmiany 

aktywności białka FV zależnej od aktywnego białka C (activa-
ted protein C – APC). APC jest enzymem proteolitycznym, który 
rozpoznaje i przecina białko FV w trzech miejscach powodując 
spadek aktywności czynnika V [7]. Najczęstsza mutacja w genie 
FV (mutacja Leiden), odpowiedzialna za zamianę glutaminy na 
argininę w łańcuchu aminokwasowym białka (R506Q),  powo-
duje utratę jednego z miejsc cięcia dla APC i jest przyczyną wol-
niejszej inaktywacji i wydłużenia okresu działania białka w krą-
żeniu ogólnym, co z kolei zwiększa ryzyko powstania zakrzepu 
w naczyniach krwionośnych [7]. Mutacja ta dziedziczona jest au-
tosomalnie dominująco z niepełną penetracją, co oznacza wzrost 
ryzyka wykrzepiania, zarówno u heterozygot jak i  homozygot, 
z tym, że ryzyko w przypadku homozygot jest znacznie większe. 
Niepełna penetracja może być przyczyną braku jakichkolwiek 
zaburzeń u części heterozygot, co nie pozwala na jednoznaczne 
stwierdzenie, że posiadanie mutacji jest zawsze związane z zabu-
rzeniem procesu krzepnięcia. Heterozygoty w populacji rasy kau-
kaskiej występują w 3 do 7 %, natomiast homozygotyzm u jednej 
na 5000 osób [8, 9]. 

Protrombina jest osoczowym czynnikiem krzepnięcia, któ-
rego wzrost aktywności może także prowadzić do zakrzepicy. 
Najczęstsza mutacja 20210G>A  w  3`- końcowej części, nie-
ulegającego translacji, regionu genu protrombiny jest przyczy-
ną zwiększonej syntezy mRNA i białka FII, co w konsekwencji 
doprowadza do podwyższenia stężenia protrombiny w surowicy. 
Heterozygotyczna mutacja FII, występująca  w  ok. 2-6 % po-
pulacji rasy kaukaskiej, zwiększa 2-4 krotnie ryzyko zakrzepicy 
żylnej. Ryzyko wystąpienia zakrzepicy u heterozygot jest wyż-
sze niż u homozygot, jednak brak dokładnych danych z uwagi 
na rzadkie występowanie (ok. 1:10.000) [6, 9]. Ryzyko wystą-
pienia zaburzeń krzepnięcia  u nosicieli mutacji 20210G>A jest 
wyższe w przypadku współistnienia z heterozygotyczną mutacją 
1691G>A w genie czynnika V.

Mutacja 677C>T w  genie reduktazy metyleno-tetra-hydro
-folianowej (MTHFR), poprzez obniżenie aktywności enzymu 
MTHFR, zaburza przemianę homocysteiny do metioniny, co 
może być przyczyną hiperhomocysteinemii, prowadzącej do ko-
agulopatii [10,11].

Mutacje genów czynników krzepnięcia lub czynników pod-
wyższających stężenie homocysteiny w  surowicy stwierdzane 
u pacjentek w ciąży podwyższają ryzyko wystąpienia zaburzeń 
krzepnięcia. 
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Ocena roli mutacji 1691G>A (Leiden) w genie czynnika V, 20210G>A w genie protrombiny oraz 677C>T w genie MTHFR...

Cel pracy
Celem naszej pracy była ocena częstości występowania mu-

tacji w genie czynnika V, protrombiny oraz genie MTHFR w gru-
pie pacjentek z wczesnymi poronieniami samoistnymi. 

Materiał i Metody
Do grupy badanej zakwalifikowano 313 kobiet (średnia wie-

ku 31 lat, mediana 20-43), u  których przynajmniej dwie ciąże 
zakończyły się poronieniem samoistnym.  Średni wiek ciążowy, 
w którym nastąpiło poronienie, w całej grupie badanej wynosił 
9 tygodni i  2 dni.  W grupie pacjentek, u których stwierdzono 
wyłącznie wczesne poronienia samoistne (<12 tygodnia ciąży) 
średni wiek ciążowy wynosił 7 tygodni i 2 dni. U wszystkich pa-
cjentek oraz u ich partnerów wykluczono zmiany chromosomowe 
i inne znane przyczyny poronień samoistnych. Grupę kontrolną 
stanowiło 200 kobiet, które urodziły przynajmniej jedno zdrowe 
dziecko i nie miały komplikacji w czasie ciąży i porodu.

U  wszystkich badanych osób wykonano badanie mutacji 
G1691A w genie czynnika V Leiden, G20210A w genie czynnika 
II (protrombiny) oraz C677T w genie MTHFR. DNA wyizolo-
wane z komórek krwi obwodowej metodą GTC zostało następ-
nie zamplifikowane przy użyciu metody PCR. Mutacje w genie 
MTHFR analizowano przy użyciu metody RFLP-PCR (startery: 
MTHFRF 5`-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3` 
i MTHFRR 5`-AGG ACG CTG CGG TGA GAG TGG-3`) w na-
stępujących warunkach: denaturacja wstępna w 950 a następnie 
30 cykli -940 przez 30 sek, 570 przez 30 sek, 720 przez 30 sek, 
zakończone 5 minutowa fazą wydłużania w 720. 10ul produktu 
PCR zostało poddane trawieniu enzymem restrykcyjnym LweI 
w 370 C przez 20 godzin. Produkty PCR oraz produkty trawie-
nia będą wizualizowane na 2% żelu agarozowym, wybarwione 
bromkiem etydyny. W wyniku elektroforezy w trawienia otrzy-
mamy produkty, będące odpowiednikami homozygotycznych 
alleli typu dzikiego, heterozygotycznego lub homozygotycznego 
zestawu dwóch alleli z mutacją.

Mutacje w genie FV i  genie protrombiny (FII) oznaczono 
metodą minisekwencjonowania, w której uzyskano początkowo 
produkt PCR o wielkości 146bp (startery: FV-F: 5- CTT TCA 
GGC AGG AAC AAC ACC-3  FV-R: 5-GGA CAA AAT ACC 
TGT ATT CCT C-3,  PRO-F: 5`-TCT AGA AAC AGT TGC CTG 
GC-3` i PRO-R: 5`-ATA GCA CTG GGA GCA TTG AAG C-3`) 

a  następnie przeprowadzono powtórną reakcję PCR z użyciem 
starterów, których koniec przyłącza się do miejsca zlokalizowa-
nego o jeden nukleotyd przed miejscem mutacji. Reakcja prze-
prowadzona została w roztworze, zawierającym znakowane flu-
orescencyjnie nukleotydy przy użyciu zestawu SNAP-Shot firmy 
Applied Biosystems. W wyniku reakcji uzyskano dwa produkty 
o wielkości 31 i 43 par zasad odpowiadające typowi dzikiemu lub 
mutacyjnemu tego genu. W przypadku heterozygoty uzyskiwano 
oba produkty.   Dodatkowo przeprowadzono walidację metody 
minisekwencjonowania genu FV przy pomocy metody ARMS
-PCR, w której użyto dwóch rodzajów starterów. Pierwszy ze-
staw zawierał starter komplementarny z sekwencją typu dzikiego 
(WT) a  drugi z  sekwencją typu mutacyjnego (MUT). Produk-
ty oceniono na żelu agarozowym. U homozygot typu dzikiego 
stwierdzono obecność produktu WT przy braku produktu MUT 
i analogicznie w przypadku homozygot mutacyjnych – obecność 
tylko produktu odpowiadającego allelowi mutacyjnemu. U hete-
rozygot obserwowano obecność obu produktów.

Analizę statystyczną przeprowadzono przy pomocy testu chi
-kwadrat Pearsona w programie Statistica 9.0. Za istotną staty-
stycznie wartość przyjęto p<0,05.

Wyniki
Badania molekularne wykonane w  grupie 313 pacjentek 

z niepowodzeniami rozrodu wykazały obecność pojedynczej (he-
terozygotycznej) mutacji G1691A w genie FV u 10 pacjentek (3, 
19%), pojedynczej mutacji G20210A w genie FII u 11 pacjentek 
(3,54%) oraz homozygotycznej mutacji 677TT w genie MTHFR 
u 26 (8,41%), a heterozygotycznej mutacji 677CT u 108 pacjen-
tek (35,28%).  

W  grupie kontrolnej częstość G1691A wynosiła 2,99% 
(p=0,45) , G20210A – 0,51% (p=0,03), a w genie MTHFR ho-
mozygotyczny układ alleli 677TT stwierdzono u 11,11% podczas 
gdy heterozygotyczny układ 677CT wykazano u 33,33% bada-
nych kobiet (p=0,58). 

Nie stwierdzono istotności statystycznej w  rozkładzie czę-
stości występowania poszczególnych genotypów w grupie bada-
nej i kontrolnej u pacjentek z mutacjami w genie FV i MTHFR. 
Ocena częstości występowania genotypów w  grupie pacjentek 
z wyłącznie wczesnymi poronieniami (<12 tygodnia ciązy) wy-
kazała, że częstość heterozygotycznej mutacji 1691GA wynosi 

Tabela I. Częstość występowania badanych mutacji w genach FV, protrombiny i MTHFR u kobiet z poronieniami samoistnymi. 
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3,11% (2,99% w grupie kontrolnej; p=0,52), mutacji 20210GA 
– 3,91% (w grupie kontrolnej 0,51%; p=0,02), homozygotycznej 
mutacji 677TT – 9,02% (11,11% w gr. kontrolnej) a heterozygo-
tycznej mutacji 677CT – 35,29% (33,33% w grupie kontrolnej; 
p=0,73). 

Wykazano statystycznie istotną różnicę między występo-
waniem mutacji 20210G>A w genie FII między grupą badaną 
a grupą kontrolną. Jednak częstość występowania mutacji w gru-
pie kontrolnej była niższa niż częstość występowania tej zmia-
ny w populacji. W grupie pacjentek, u których poza wczesnymi 
poronieniami, stwierdzono także poronienia późne, analiza ba-
danych genów nie wykazała istotnej statystycznie różnicy w czę-
stości występowania mutacji w FII, FV i MTHFR. U 10 pacjen-
tek, u  których stwierdzono heterozygotyczną mutację Leiden, 
w dwóch przypadkach ciąża zakończyła się urodzeniem dziecka 
(20%), u trzech kobiet stwierdzono poronienia w I i II trymestrze 
a pozostałe pacjentki przynajmniej dwukrotnie poroniły w pierw-
szym trymestrze ciąży. 

Ciąża u pacjentek z mutacją 20210G>A w trzech przypad-
kach z  11 (27%) a  z  mutacją 677TT w  5 przypadkach na 26 
(19%) zakończyła się urodzeniem dziecka. Częstość urodzenia 
żywego dziecka w całej grupie badanej wynosiła 13%. Współ-
istnienie mutacji 1691G>A z 677TT (2 przypadki) lub z 677CT 
(4 przypadki) oraz 20210G>A z 677TT (6 przypadków) i 677CT 
(3 przypadki) nie wykazywało istotnych różnic w porównaniu do 
przypadków pacjentek z pojedynczą mutacją.

Dyskusja
Wyniki badań nad rolą mutacji w genach czynnika V i pro-

trombiny wykazały ich istotną rolę w zaburzeniach układu krzep-
nięcia i  fibrynolizy. Ponieważ zaburzenia układu krzepnięcia 
mogą powodować zmiany w naczyniach doczesnej i prowadzić 
do wykrzepiania w  naczyniach łożyskowych, istotne staje się 
określenie roli mutacji w genach uczestniczących w tym proce-
sie, w  powstawaniu takich powikłań ciążowych jak odklejenie 
i zawały łożyska, opóźnienie wewnątrzmacicznego rozwoju pło-
du, stanów przedrzucawkowych oraz wczesnych i późnych po-
ronień.  Badane mutacje występują dość często w populacji rasy 
kaukaskiej, a fakt posiadania heterozygotycznej mutacji nie jest 
równoznaczny z ujawnieniem się zmian w układzie krzepnięcia 
i fibrynolizy (szacuje się, że pojawiają się one tylko u ok. 10% 
nosicieli). 

Częstość występowania heterozygotycznej mutacji 
1691G>A wynosi od 3 do 7% populacji. Stwierdzenie heterozy-
gotycznej mutacji 1691C>A w genie czynnika V zwiększa 3-8 
krotnie ryzyko zaburzeń zakrzepowych, a łączne ryzyko dla he-
terozygotycznej mutacji 1691G>A u kobiety zażywającej doust-
ne środki antykoncepcyjne wzrosnąć może nawet 30-35 razy [6, 
12]. Homozygotyczna mutacja czynnika V lub łączne wystąpie-
nie heterozygotycznej mutacji w genie czynnika V i protrombiny 
zwiększa ryzyko wykrzepiania nawet 80 krotnie. Podobnie często 
stwierdza się heterozygotyczne mutacje 20210G>A w genie FII 
(od 2 do 6% w zależności od populacji europejskiej). Homozygo-
tyczne mutacje 677TT w genie MTHFR występują u ok. 10-15%, 
a  nosicielstwo mutacji 677CT stwierdzane jest u  ok. 30-40%  
Europejczyków rasy białej [6 ].

Wyniki wcześniej prowadzonych badań wskazywały na rolę 
mutacji w genie czynnika V oraz protrombiny w etiologii póź-
nych poronień i komplikacji w III trymestrze ciąży. 

Badania pacjentek, u których stwierdzono wczesne poronie-
nia samoistne nie dawały jednoznacznych wyników. W  części 
prac wykazano związek między wczesnymi poronieniami a mu-
tacjami 1691G>A w genie FV i 20210G>A w genie FII, wyniki 
innych zaprzeczały takiej korelacji [8, 9, 13, 14,15] . 

Większość badań, potwierdzających związek z poronieniami 
wczesnymi była jednak wykonana na małych liczebnie grupach 
pacjentek [15, 16, 17]. Przeprowadzone przez nas badania wyka-
zały, że częstość występowania badanych mutacji w genach FV 
i MTHFR w badanych grupach pacjentek z wczesnymi poronie-
niami, nie odbiega od częstości występowania tych mutacji u ko-
biet w populacji ogólnej. Podobne wyniki oparte na dużej grupie 
badanej (1111 kobiet) uzyskał Rai i wsp. [14]. Hashimoto i wsp. 
nie znaleźli w badanej grupie pacjentek z poronieniami wczes-
nymi żadnej z mutacji w genie FV i FII, co potwierdza brak ich 
istotnej roli w etiologii poronień samoistnych w populacji japoń-
skiej, mimo bardzo rzadkiego występowania w niej tych zmian 
[8]. 

Badania Rai i wsp. przeprowadzone u pacjentek z poronie-
niami nawracającymi wykazały, że częstość występowania opor-
ności na APC była znamiennie wyższa u kobiet z nabytą postacią 
APCR, w odróżnieniu od postaci wrodzonych, związanych z mu-
tacjami FV i FII [14]. Wydaje się, więc, że w tej grupie chorych 
ważniejsze jest, w pierwszym etapie, wykluczenie oporności na 
APC, niż badania molekularne genów uczestniczących w  pro-
cesie krzepnięcia. Badania polimorfizmu 20210 G>A w  genie 
protrombiny wykazały większą częstość występowania genotypu 
GA w grupie badanej niż w grupie kontrolnej. Podobne wyniki 
w polskiej populacji uzyskali Kurzawińska i wsp. [18]. Stwier-
dzona przez nas zależność między mutacją 20210G>A a wczes-
nymi poronieniami może jednak wynikać z małej liczebnie grupy 
kontrolnej, w której stwierdzono mniejszą częstość występowa-
nia tej mutacji niż w populacji ogólnej.

Badania nad rolą mutacji genów czynników krzepnięcia 
w etiologii poronień samoistnych jakkolwiek wykazały ich rolę 
w patogenezie późnych poronień to ich wpływ na wczesne po-
ronienia wydaje się wątpliwy. Podobne wnioski dotyczą roli 
homozygotycznej mutacji 677TT w genie MTHFR, która mimo 
możliwego zaburzenia metabolizmu homocysteiny (Hcy), sama 
rzadko jest odpowiedzialna za podwyższenie stężenia tego ami-
nokwasu w  surowicy. W  tej sytuacji korzystniejsze wydaje się 
wcześniejsze oznaczanie stężenia Hcy we krwi niż wynik bada-
nia molekularnego genu MTHFR. Podawanie kwasu foliowego 
oraz witaminy B6 i B12, stosowane w przypadku stwierdzenia 
hiperhomocysteinemii zależne jest wyłącznie od wyniku bada-
nia biochemicznego i nie ma bezpośredniego związku z mutacją 
w genie MTHFR. 

Wnioski
W  badaniach nie stwierdzono istotnej różnicy w  częstoś-

ciach występowania mutacji 1691 G>A w genie czynnika V oraz 
677C>T w genie MTHFR, a wykazana różnica w częstości mu-
tacji 20210G>A w  genie FII w  grupie pacjentek z wczesnymi 
poronieniami może wynikać z małej liczebnie grupy kontrolnej  
i wymaga dalszej obserwacji. 

Analiza podstaw patogenetycznych zaburzeń układu krzep-
nięcia i  wyniki przeprowadzonych badan dają podstawy do 
stwierdzenia, że diagnostycznie ważniejsze u pacjentek z wczes-
nymi nawracającymi poronieniami jest w  pierwszym rzędzie 
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oznaczenie oporności na białko C (APCR) i  stężenia homocy-
steiny w surowicy a dopiero w przypadkach podwyższenia tych 
wartości w surowicy wykonanie badań molekularnych w kierun-
ku mutacji w genach FII, FV i MTHFR.
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