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Summary

Objectives: The objective of this study was to investigate the prevalence of common hereditary risk factors for
thrombophilia (mutations 1691G>A, 20210G>A and 677C>T variant in factor V' Leiden (FV), prothrombin (Fll) and
MTHFR gene, respectively) — in a cohort of women with early pregnancy loss.

Material and methods: Frequency of mutations in FV, FIl and MTHFR was assessed by PCR-RFLP or
minisequencing in a cohort of 313 women with a history of at least two miscarriages and the control group
consisting of 200 women without obstetric complications.

Results: Compared with controls, neither FV mutation (3.2% vs 3%, p=0.45) nor the MTHFR 677TT variant (8.4%
vs 11.1%, p=0.58) was more prevalent in the patients. Mutation in FIl gene was more frequent in the patients (3.5%
vs 0.5%; p=0.03) when compared with controls, however, the frequency of this mutation in controls was lower than

estimated frequency in the population.
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Weczesne poronienia samoistne to powazny problem epide-
miologiczny, stanowiacy jedna z najczgstszych przyczyn kiero-
wania matzenstw do poradni genetycznej. Wykluczenie takich
przyczyn niepowodzen rozrodu, jak zaburzenia hormonalne,
zaburzenia metaboliczne (Zle prowadzona cukrzyca, PCOS, en-
dometrioza), wady immunologiczne, wady macicy (wrodzone
— podwojna macica, przegrody macicy, macica jednorozna oraz
nabyte — mig$niaki, polipy, widkniaki), nabytych trombofilii (ze-
spot antyfosfolipidowy) oraz infekcji bakteryjnych, wirusowych
czy pierwotniakowych kwalifikuje pacjentk¢ do grupy poronien
idiopatycznych.

Diagnostyka genetyczna niepowodzen rozrodu obejmu-
je glownie badania cytogenetyczne, majace na celu wyklucze-
nie nosicielstwa zrownowazonych aberracji chromosomowych
u jednego z partnerow. Inna, niestety rzadko stosowana metoda,
jest badanie tkanek ptodu poronionego w kierunku obecnos$ci
aberracji liczbowych/strukturalnych chromosomow.

Druga, po zmianach chromosomowych, wazna przyczy-
ng niepowodzen rozrodu o etiologii genetycznej, sa zaburzenia
krzepnigcia wywotane wrodzonymi trombofiliami, najczesciej
zwigzanymi z obecnoscia mutacji w genach czynnikow krzep-
nigcia osoczowego, takich jak czynnik II (protrombina) czy czyn-
nik V (proakceleryna) oraz mutacjami genow, ktorych produkty
biatkowe odgrywaja istotna rolg w regulacji procesu krzepnigcia
lub fibrynolizy. Zakrzepica naczyn doczesnej moze prowadzi¢
do opdznienia rozwoju wewnatrzmacicznego ptodu (IUGR),
rozwoju stanéw przedrzucawkowych czy odklejenia lub zawa-
hu tozyska. Rola tych czynnikow w etiologii tych powiktan oraz
w poronieniach péznych (powyzej 12 tygodnia ciazy) zostala po-
twierdzona w wielu badaniach [1, 2, 3, 4, 5].

Genetyczne przyczyny zaburzen krzepnigcia, przez wiele lat
byly wiazane z mutacjami pojedynczych genéw, odpowiedzial-
nych za rzadkie, rodzinnie wystgpujace choroby zakrzepowe
naczyn. W ostatnich latach opisano wiele czynnikéw zwigksza-
jacych ryzyko powstania zaburzen uktadu krzepnigcia i mozna
przyjac, ze zespot zaburzen krzepnigcia jest choroba wieloczyn-
nikowa, w ktorej etiologii gtéwna rolg poza mutacjami w wielu
genach, powazna rolg odgrywaja réznego rodzaju czynniki $ro-
dowiskowe [6].

Czynnikiem o udowodnionej roli w zaburzeniach krzepnig-
cia sa zmiany aktywno$ci biatka osoczowego czynnika V (FV).
Wzrost aktywnoéci FV zwigksza ryzyko wystapienia epizodéw
zakrzepowych. Mechanizm tego zjawiska zalezny jest od zmiany
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aktywnosci biatka FV zaleznej od aktywnego biatka C (activa-
ted protein C — APC). APC jest enzymem proteolitycznym, ktory
rozpoznaje i przecina bialko FV w trzech miejscach powodujac
spadek aktywnosci czynnika V [7]. Najczgstsza mutacja w genie
FV (mutacja Leiden), odpowiedzialna za zamiang glutaminy na
argining w tancuchu aminokwasowym biatka (R506Q), powo-
duje utratg jednego z miejsc cigcia dla APC i jest przyczyna wol-
niejszej inaktywacji i wydtuzenia okresu dziatania biatka w kra-
zeniu 0golnym, co z kolei zwigksza ryzyko powstania zakrzepu
w naczyniach krwiono$nych [7]. Mutacja ta dziedziczona jest au-
tosomalnie dominujaco z niepelng penetracja, co oznacza wzrost
ryzyka wykrzepiania, zarowno u heterozygot jak i homozygot,
z tym, ze ryzyko w przypadku homozygot jest znacznie wigksze.
Niepelna penetracja moze by¢ przyczyna braku jakichkolwiek
zaburzen u czgsci heterozygot, co nie pozwala na jednoznaczne
stwierdzenie, ze posiadanie mutacji jest zawsze zwigzane z zabu-
rzeniem procesu krzepnigcia. Heterozygoty w populacji rasy kau-
kaskiej wystepuja w 3 do 7 %, natomiast homozygotyzm u jednej
na 5000 osob [8, 9].

Protrombina jest osoczowym czynnikiem krzepnigcia, kto-
rego wzrost aktywno$ci moze takze prowadzi¢ do zakrzepicy.
Najczgstsza mutacja 20210G>A w 3°- koncowej czgsci, nie-
ulegajacego translacji, regionu genu protrombiny jest przyczy-
na zwigkszonej syntezy mRNA i biatka FII, co w konsekwencji
doprowadza do podwyzszenia st¢zenia protrombiny w surowicy.
Heterozygotyczna mutacja FII, wystepujaca w ok. 2-6 % po-
pulacji rasy kaukaskiej, zwigksza 2-4 krotnie ryzyko zakrzepicy
zylnej. Ryzyko wystapienia zakrzepicy u heterozygot jest wyz-
sze niz u homozygot, jednak brak doktadnych danych z uwagi
na rzadkie wystgpowanie (ok. 1:10.000) [6, 9]. Ryzyko wysta-
pienia zaburzen krzepnigcia u nosicieli mutacji 20210G>A jest
wyzsze w przypadku wspotistnienia z heterozygotyczna mutacja
1691G>A w genie czynnika V.

Mutacja 677C>T w genie reduktazy metyleno-tetra-hydro
-folianowej (MTHFR), poprzez obnizenie aktywno$ci enzymu
MTHFR, zaburza przemiang homocysteiny do metioniny, co
moze by¢ przyczyna hiperhomocysteinemii, prowadzacej do ko-
agulopatii [10,11].

Mutacje genéw czynnikow krzepnigcia lub czynnikow pod-
wyzszajacych stezenie homocysteiny w surowicy stwierdzane
u pacjentek w ciazy podwyzszaja ryzyko wystapienia zaburzen
krzepnigcia.
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Cel pracy

Celem naszej pracy byta ocena czgsto$ci wystgpowania mu-
tacji w genie czynnika V, protrombiny oraz genie MTHFR w gru-
pie pacjentek z wczesnymi poronieniami samoistnymi.

Materiat i Metody

Do grupy badanej zakwalifikowano 313 kobiet ($rednia wie-
ku 31 lat, mediana 20-43), u ktérych przynajmniej dwie ciaze
zakonczyly si¢ poronieniem samoistnym. Sredni wiek ciazowy,
w ktoérym nastapito poronienie, w calej grupie badanej wynosit
9 tygodni i 2 dni. W grupie pacjentek, u ktorych stwierdzono
wylacznie wczesne poronienia samoistne (<12 tygodnia ciazy)
$redni wiek ciazowy wynosit 7 tygodni i 2 dni. U wszystkich pa-
cjentek oraz u ich partnerow wykluczono zmiany chromosomowe
i inne znane przyczyny poronien samoistnych. Grupg kontrolna
stanowito 200 kobiet, ktore urodzity przynajmniej jedno zdrowe
dziecko i nie miaty komplikacji w czasie ciazy i porodu.

U wszystkich badanych os6b wykonano badanie mutacji
G1691A w genie czynnika V Leiden, G20210A w genie czynnika
II (protrombiny) oraz C677T w genie MTHFR. DNA wyizolo-
wane z komoérek krwi obwodowej metoda GTC zostato nastep-
nie zamplifikowane przy uzyciu metody PCR. Mutacje w genie
MTHFR analizowano przy uzyciu 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-
stepujacych warunkach: denaturacja wstepna w 95° a nastepnie
30 cykli -94° przez 30 sek, 57° przez 30 sek, 72° przez 30 sek,
zakonczone 5 minutowa fazg wydtuzania w 72°. 10ul produktu
PCR zostato poddane trawieniu enzymem restrykcyjnym Lwel
w 37° C przez 20 godzin. Produkty PCR oraz produkty trawie-
nia beda wizualizowane na 2% zelu agarozowym, wybarwione
bromkiem etydyny. W wyniku elektroforezy w trawienia otrzy-
mamy produkty, bedace odpowiednikami homozygotycznych
alleli typu dzikiego, heterozygotycznego lub homozygotycznego
zestawu dwoch alleli z mutacja.

Mutacje w genie FV i genie protrombiny (FII) oznaczono
metoda minisekwencjonowania, w ktorej uzyskano poczatkowo
produkt PCR o wielko$ci 146bp (startery: FV-F: 5- CTT TCA
GGC AGG AAC AAC ACC-3 FTV-R: 5-GGA CAA AAT ACC
TGTATT CCT C-3, PRO-F: 5'-TCT AGAAACAGT TGC CTG
GC-3" i PRO-R: 5°-ATA GCA CTG GGA GCATTG AAG C-3")

a nastgpnie przeprowadzono powtorna reakcje PCR z uzyciem
starterow, ktorych koniec przylacza si¢ do miejsca zlokalizowa-
nego o jeden nukleotyd przed miejscem mutacji. Reakcja prze-
prowadzona zostata w roztworze, zawierajacym znakowane flu-
orescencyjnie nukleotydy przy uzyciu zestawu SNAP-Shot firmy
Applied Biosystems. W wyniku reakcji uzyskano dwa produkty
o wielkos$ci 31 143 par zasad odpowiadajace typowi dzikiemu lub
mutacyjnemu tego genu. W przypadku heterozygoty uzyskiwano
oba produkty. Dodatkowo przeprowadzono walidacj¢ metody
minisekwencjonowania genu FV przy pomocy metody ARMS
-PCR, w ktorej uzyto dwoch rodzajow starterow. Pierwszy ze-
staw zawierat starter komplementarny z sekwencja typu dzikiego
(WT) a drugi z sekwencja typu mutacyjnego (MUT). Produk-
ty oceniono na zelu agarozowym. U homozygot typu dzikiego
stwierdzono obecno$é¢ produktu WT przy braku produktu MUT
i analogicznie w przypadku homozygot mutacyjnych — obecnosé
tylko produktu odpowiadajacego allelowi mutacyjnemu. U hete-
rozygot obserwowano obecnos¢ obu produktow.

Analizg statystyczna przeprowadzono przy pomocy testu chi
-kwadrat Pearsona w programie Statistica 9.0. Za istotng staty-
stycznie wartos$¢ przyjeto p<0,05.

Wyniki

Badania molekularne wykonane w grupie 313 pacjentek
z niepowodzeniami rozrodu wykazaty obecnos¢ pojedynczej (he-
terozygotycznej) mutacji G1691A w genie F'V u 10 pacjentek (3,
19%), pojedynczej mutacji G20210A w genie FI/ 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 czgstos¢ G1691A wynosita 2,99%
(p=0,45) , G20210A — 0,51% (p=0,03), a w genie MTHFR ho-
mozygotyczny uktad alleli 677TT stwierdzono u 11,11% podczas
gdy heterozygotyczny uktad 677CT wykazano u 33,33% bada-
nych kobiet (p=0,58).

Nie stwierdzono istotnosci statystycznej w rozktadzie czg-
stosci wystgpowania poszczegdlnych genotypow w grupie bada-
nej i kontrolnej u pacjentek z mutacjami w genie FV i MTHFR.
Ocena czgsto$ci wystgpowania genotypéw w grupie pacjentek
z wylacznie wezesnymi poronieniami (<12 tygodnia ciazy) wy-
kazata, ze czgsto$¢ heterozygotycznej mutacji 1691GA wynosi

Tabela . Czesto$¢ wystepowania badanych mutacji w genach FV, protrombiny i MTHFR u kobiet z poronieniami samoistnymi.
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Rodzaj Poronienia w Grupa Poronienia Grupa Czestos¢
stwierdzonej | trycr?aeiztrze kontrolna wspoklizynnlk try\:an;tI:ze kontrolna wspoklizynnlk w pf’):su;aql
A = 0, =
Zmiany n=313% n=200% n=313% n=200% kaukaskiej %
FV
1691AG 3,19 2,99 0,45 3,11 2,99 0,52 3-7
(Leiden)
Fli
20210AG 3,59 0,51 0,03 3,91 0,51 0,02 2-6
MTHFR
41 11,11 7 10-1
677TT 8, 11,11 0,58 9,02 ' 0.73 0-15
MTHFR
2 2 7 -4
677CT 35,28 33,33 0,58 35,29 33,33 0,73 30-40
Nr 6/2011
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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 istotng réznicg migdzy wystgpo-
waniem mutacji 20210G>A w genie FII migdzy grupa badang
a grupa kontrolna. Jednak czgsto$¢ wystgpowania mutacji w gru-
pie kontrolnej byla nizsza niz czgsto$¢ wystgpowania tej zmia-
ny w populacji. W grupie pacjentek, u ktorych poza wczesnymi
poronieniami, stwierdzono takze poronienia pozne, analiza ba-
danych gendéw nie wykazata istotnej statystycznie roéznicy w czg-
stosci wystgpowania mutacji w FII, FV'i MTHFR. U 10 pacjen-
tek, u ktorych stwierdzono heterozygotyczna mutacje Leiden,
w dwoch przypadkach ciaza zakonczyla si¢ urodzeniem dziecka
(20%), u trzech kobiet stwierdzono poronienia w I 1 II trymestrze
a pozostate pacjentki przynajmniej dwukrotnie poronity w pierw-
szym trymestrze ciazy.

Ciaza u pacjentek z mutacja 20210G>A w trzech przypad-
kach z 11 (27%) a z mutacja 677TT w 5 przypadkach na 26
(19%) zakonczyla si¢ urodzeniem dziecka. Czgsto$¢ urodzenia
zywego dziecka w catej grupie badanej wynosita 13%. Wspot-
istnienie mutacji 1691G>A z 677TT (2 przypadki) Iub z 677CT
(4 przypadki) oraz 20210G>A z 677TT (6 przypadkow) i 677CT
(3 przypadki) nie wykazywato istotnych roznic w poréwnaniu do
przypadkow pacjentek z pojedyncza mutacja.

Dyskusja

Wyniki badan nad rola mutacji w genach czynnika V i pro-
trombiny wykazaly ich istotng rolg¢ w zaburzeniach uktadu krzep-
nigcia 1 fibrynolizy. Poniewaz zaburzenia ukladu krzepnigcia
moga powodowac¢ zmiany w naczyniach doczesnej i prowadzi¢
do wykrzepiania w naczyniach lozyskowych, istotne staje sig
okreslenie roli mutacji w genach uczestniczacych w tym proce-
sie, w powstawaniu takich powiktan cigzowych jak odklejenie
i zawaty tozyska, op6znienie wewnatrzmacicznego rozwoju plo-
du, stanow przedrzucawkowych oraz wczesnych i pdéznych po-
ronien. Badane mutacje wystgpuja dos¢ czgsto w populacji rasy
kaukaskiej, a fakt posiadania heterozygotycznej mutacji nie jest
réwnoznaczny z ujawnieniem si¢ zmian w uktadzie krzepnigcia
i fibrynolizy (szacuje sig, ze pojawiaja si¢ one tylko u ok. 10%
nosicieli).

Czgsto$¢  wystgpowania  heterozygotycznej — mutacji
1691G>A wynosi od 3 do 7% populacji. Stwierdzenie heterozy-
gotycznej mutacji 1691C>A w genie czynnika V zwigksza 3-8
krotnie ryzyko zaburzen zakrzepowych, a taczne ryzyko dla he-
terozygotycznej mutacji 1691G>A u kobiety zazywajacej doust-
ne $rodki antykoncepcyjne wzrosna¢ moze nawet 30-35 razy [6,
12]. Homozygotyczna mutacja czynnika V lub taczne wystapie-
nie heterozygotycznej mutacji w genie czynnika V i protrombiny
zwigksza ryzyko wykrzepiania nawet 80 krotnie. Podobnie czgsto
stwierdza si¢ heterozygotyczne mutacje 20210G>A w genie FII
(od 2 do 6% w zaleznosci od populacji europejskiej). Homozygo-
tyczne mutacje 677TT w genie MTHFR wystgpuja u ok. 10-15%,
a nosicielstwo mutacji 677CT stwierdzane jest u ok. 30-40%
Europejczykow rasy biatej [6 ].

Wyniki wczesniej prowadzonych badan wskazywaty na rolg
mutacji w genie czynnika V oraz protrombiny w etiologii p6z-
nych poronien i komplikacji w III trymestrze ciazy.
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Badania pacjentek, u ktorych stwierdzono wczesne poronie-
nia samoistne nie dawaly jednoznacznych wynikow. W czgsci
prac wykazano zwiazek migdzy wczesnymi poronieniami a mu-
tacjami 1691G>A w genie FV' i 20210G>A w genie FII, wyniki
innych zaprzeczaty takiej korelacji [8, 9, 13, 14,15] .

Wigkszos¢ badan, potwierdzajacych zwiazek z poronieniami
wczesnymi byta jednak wykonana na matych liczebnie grupach
pacjentek [15, 16, 17]. Przeprowadzone przez nas badania wyka-
zaly, ze czgstos¢ wystgpowania badanych mutacji w genach FV
i MTHFR w badanych grupach pacjentek z wczesnymi poronie-
niami, nie odbiega od czgstosci wystgpowania tych mutacji u ko-
biet w populacji ogolnej. Podobne wyniki oparte na duzej grupie
badanej (1111 kobiet) uzyskat Rai i wsp. [14]. Hashimoto i wsp.
nie znalezli w badanej grupie pacjentek z poronieniami wczes-
nymi zadnej z mutacji w genie FV i FII, co potwierdza brak ich
istotnej roli w etiologii poronien samoistnych w populacji japon-
skiej, mimo bardzo rzadkiego wystgpowania w niej tych zmian
[8].

Badania Rai i wsp. przeprowadzone u pacjentek z poronie-
niami nawracajacymi wykazaty, ze czgsto§¢ wystegpowania opor-
no$ci na APC byla znamiennie wyzsza u kobiet z nabyta postacia
APCR, w odréznieniu od postaci wrodzonych, zwigzanych z mu-
tacjami FV'1 FII [14]. Wydaje sig, wigc, ze w tej grupie chorych
wazniejsze jest, w pierwszym etapie, wykluczenie opornosci na
APC, niz badania molekularne genéw uczestniczacych w pro-
cesie krzepnigcia. Badania polimorfizmu 20210 G>A w genie
protrombiny wykazaly wigksza czgsto$¢ wystgpowania genotypu
GA w grupie badanej niz w grupie kontrolnej. Podobne wyniki
w polskiej populacji uzyskali Kurzawinska i wsp. [18]. Stwier-
dzona przez nas zalezno$¢ migdzy mutacja 20210G>A a wczes-
nymi poronieniami moze jednak wynikac¢ z matej liczebnie grupy
kontrolnej, w ktorej stwierdzono mniejsza czgsto$¢ wystgpowa-
nia tej mutacji niz w populacji ogdlne;j.

Badania nad rola mutacji genow czynnikéw krzepnigcia
w etiologii poronief samoistnych jakkolwiek wykazaty ich rolg
w patogenezie pdznych poronien to ich wplyw na wczesne po-
ronienia wydaje si¢ watpliwy. Podobne wnioski dotycza roli
homozygotycznej mutacji 677TT w genie MTHFR, ktéra mimo
mozliwego zaburzenia metabolizmu homocysteiny (Hcy), sama
rzadko jest odpowiedzialna za podwyzszenie st¢zenia tego ami-
nokwasu w surowicy. W tej sytuacji korzystniejsze wydaje sig
wczesniejsze oznaczanie st¢zenia Hey we krwi niz wynik bada-
nia molekularnego genu MTHFR. Podawanie kwasu foliowego
oraz witaminy B6 i B12, stosowane w przypadku stwierdzenia
hiperhomocysteinemii zalezne jest wylacznie od wyniku bada-
nia biochemicznego i nie ma bezposredniego zwiazku z mutacja
w genie MTHFR.

Whnioski

W badaniach nie stwierdzono istotnej réznicy w czgstos-
ciach wystgpowania mutacji 1691 G>A w genie czynnika V oraz
677C>T w genie MTHFR, a wykazana rdznica w czgsto$ci mu-
tacji 20210G>A w genie FII w grupie pacjentek z wczesnymi
poronieniami moze wynika¢ z matej liczebnie grupy kontrolnej
i wymaga dalszej obserwacji.

Analiza podstaw patogenetycznych zaburzen uktadu krzep-
nigcia 1 wyniki przeprowadzonych badan daja podstawy do
stwierdzenia, ze diagnostycznie wazniejsze u pacjentek z wczes-
nymi nawracajacymi poronieniami jest w pierwszym rzedzie
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oznaczenie opornosci na bialko C (APCR) i stezenia homocy-
steiny w surowicy a dopiero w przypadkach podwyzszenia tych
wartos$ci w surowicy wykonanie badan molekularnych w kierun-
ku mutacji w genach FII, FV i MTHFR.
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