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Streszczenie
Cel pracy: okreslenie alleli HLA-DQAT i HLA-DQBT oraz ocena ryzyka wystepowania w pierwszym trymestrze ciazy
niepowodzen pofozniczych u kobiet jak i u par rodzicielskich (B) w poréwnaniu do par ptodnych (C).
Materiaf: Grupe badana (B) stanowito 61 par z niepowodzeniami rozrodu oraz grupe kontrolna (C) — 20 par
ptodnych, posiadajacych co najmniej dwoje dzieci.
Metody: Oznaczene alleli w locus DOB1 wykonano metoda PCR SSP na poziomie high resolution wedtug protokofu
(Fastype™ DQBT* High Resolution Typing Sheet) opracowanego przez firme Bio-Syntesis.
zataczonego do zestawu odczynnikow (FASTYPE™DQB1 SSP Typing)
Wyniki: W grupie badanych kobiet najwyzszy wspdtczynnik ryzyka stwierdzono dla allelu HLA-DQA 01101/0105
OR 7,19 (95% ClI 1,18-5,23,; p=0,03) oraz dla allelu HLA-DQB5 - OR 3,67 (95% Cl =1,11-12,0; p=0,037) .
W tej samej grupie najnizsze istotne statystycznie ryzyko niepowodzenia ciazy dotyczyto allelu HLA-DQB6 OR 0,48
(95% CI=0,22-1,04, p=0,087). U par miedzy grupa badana a grupa kontrolng istotnie statystycznie podwyzszone
ryzyko niepowodzenia ciazy OR 2,3 (95% Cl 1,09-4,82, p=0,035) dotyczyto czestosci wystepowania allelu HLA-
DQOB5. Najnizszy wspdifczynnik ryzyka w grupie badanych par stwierdzono dla allelu HLA-DQ 0302/0303 OR 0,44
(95% Cl 0,14-1,36, p=ns).
Whioski: Okreslenie alleli antygendw HLA-DQ A i B wystepujacych w polskiej populagji moze by¢ pomocne w dia-
gnostyce niepowodzen rozrodu i ocenie ryzyka niepowodzen ciazy; jednakze dokfadna analiza polimorfizmu tych
antygenow wymaga rozszerzenia badan.
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Abstract

The aim: The aim of the study is to identify HLA-DQA1, HLA-DQBT1 allele and to assess the risk of early pregnancy
loss of women, couples with reproductive failure in the first trimester of pregnancy in comparison with fertile
women, couples.

The study group (B) enrolled 61 couples with reproductive failure and the control group (C) enrolled 20 fertile cou-
ples with at least 2 children.

Method: HLA-DQA1 gene typing was performed using PCR-sequence-specific primer (SSP) on the high resolution
level according to established procedure of labeling and using the detection kit (FASTYPE™ DQASSP Typing,
FASTYPE™ DQA , High Resolution” Typing Sheet) purchased from Bio-Synthesis (USA).

Results: In female patient the highest risk quotient was associated with alleles HLA-DQA 01101/0105 OR 7,19
(95% Cl 1,18-5,23; p=0,03) and HLA-DOB5 OR 3,67 (95% Cl =1,11-12,0,; p=0,037). The lowest but statistically sig-
nificant risk of pregnancy failure in this group was related to allele HLA-DOQB6 OR 0,48 (95% Cl=0,22-1,04;
p=0,087). In patient and control couples the significantly increased risk of pregnancy failure was related to the fre-
quency of HLA-DQB5 allele OR 2,3 (95% Cl 1,09-4,82; p=0,035) . The lowest risk quotient in the patient couples
was associated with HLA-DQ 0302/0303 allele OR 0,44 (95% Cl 0,14-1,36, p=ns).

Summary: HLA-DQA and HLA-DQB allele might influence pregnancy outcome in the Polish population, but further

studies are necessary in this regard.

Key words: HLA-DQA1 / HLA-DQBI1 / risk pregnancy loss /

Wstep

Istotng rol¢ dla udanej implantacji zarodka oraz w prawi-
dfowym rozwoju ciazy odgrywaja zjawiska immunologiczne
zwigzane zarowno z obecnoscia, jak i dystrybucja gtéwnego
kompleksu antygenow zgodnosci tkankowej (MHCO) [1, 2, 3,
4]. Duza rol¢ przypisuje si¢ antygenom HLA II klasy, gtownie
HLA-DR, HLA-DQAI1* i HLA-DQBI* [5, 6, 7, 8].

Zaobserwowano, ze niektére allele w locus DQBI1*
1 DQA1 znamiennie czgsciej wystepuja u kobiet z powtarzaja-
cymi si¢ poronieniami (RSA), niepowodzeniami zaptodnienia
pozaustrojowego (IVFY) oraz z ,,pustym pecherzykiem cigzo-
wym” (empty sac — ES) w poréwnaniu do kobiet ptodnych [8,
9, 10]. Stwierdzono réwniez u ptodow pochodzacych z powta-
rzajacych si¢ poronien, czgstsze wystgpowanie homozygotycz-
nosci alleli antygenow HLA-DQA1 i HLA-DQBI [1, 12].

Cel pracy

Celem pracy byto okreslenie alleli HLA-DQA1 i HLA-
DQBI oraz ocena ryzyka wystgpowania w pierwszym tryme-
strze cigzy niepowodzen potozniczych u kobiet i u par (B)
w porownaniu do par ptodnych (C).

Materiat

Material stanowito 81 par malzenskich podzielonych na
dwie grupy. Grupg badang (B) stanowito 61 par z niepowodze-
niami rozrodu w tym: 21 par, ktore przebyly 3- krotnie samo-
istne poronienia w I trymestrze ciazy (RSA), 20 par, u ktérych
stwierdzono brak zarodka — ,,pusty pecherzyk ciazowy” (emp-
ty sac — ES), 20 par, ktore przebyly 3-krotnie niepowodzenia
zaptodnienia pozaustrojowego (IVFf). Grupe kontrolng (C)
stanowifo 20 par ptodnych, posiadajacych co najmniej dwoje
dzieci.

W grupie z niepowodzeniami rozrodu wykluczono obec-
nos¢ innych czynnikow mogacych odpowiada¢ za nieptod-
nos¢, jak: nieprawidlowy kariotyp, zaburzenia hormonalne,
nieprawidtowosci anatomiczne macicy, czynniki infekcyjne
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oraz autoimmunologiczne [obecnos¢ przeciwcial antykardioli-
pinowych (ACA) i przeciwcial przeciwjadrowych (ANA)].
Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bio-
etycznej] PAM w Szczecinie z dnia 24.06.2002r (uchwata nr
BN-001/131/02).
Wszyscy badani wyrazili zgode na pobranie krwi celem
okreslenia polimorfizmu HLA-DQ.

Metody

Oznaczene alleli w locus DQB1 wykonano metoda PCR
SSP na poziomie high resolution wedtug zataczonego (FA-
STYPE™DQBI SSP Typing) protokotu (Fastype™DQBI*
High Resolution Typing Sheet) opracowanego przez firme
Bio-Syntesis.do zestawu odczynnikow

Zawiesing inkubowano w tazni wodnej w temperaturze
35°C uzyskujac lizg limfocytéw. DNA izolowano przy uzyciu
mikrokolumn w cyklu wirowan z uzyciem alkoholu i roztworu
elucyjnego. DNA i polimeraze Taq dodawano do zestawu
studzienek (firmy Biotest) zawierajacych primery specyficzne
dla poszczegdlnych alleli antygenéw HLA.

Reakcje PCR z polimeraza Taq przeprowadzono w termo-
cyklerze firmy PerkinElmer model Gene Amp. 9700 przy na-
stepujacych parametrach:

I. etap: 1 cykl 96°C — 60sek., 10 cykli 94°C — 20sek., 65°C
— 60sek.

II etap: 20 cykli 94°C — 20sek., 61°C — 50sek., 72°C —
30sek., 1 cykl 72°C — 5Smin.

Po rozdziale elektroforetycznym produktéw redukcji PCR
w zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny uwidocz-
niono prazki za pomoca promieniowania ultrafioletowego
i analizowano ich ukfad zgodnie z tabela zalaczona przez
firme Biotest.

Analiza statystyczna

W celu oszacowania ryzyka wystgpowania niepowodzen
rozrodu dla poszczegodlnych alleli zastosowano regresje logi-
stycznag.
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Zwiagzek miedzy allelami HLA-DQA1, HLA-DQB1 a ryzykiem niepowodzenia cigzy.

Wyniki przedstawiono przez podanie ilorazu szans (OR;
95% CI) oraz przez podanie prawdopodobienstwa liczonego
doktadnym dwustronnym testem Fishera. Za istotne staty-
stycznie we wszystkich przeprowadzonych testach uznano
roznice, dla ktérych p<0,05. Natomiast jezeli p>0,05 1 p<0,10
to uznano, ze wyniki sg na granicy istotnosci statystycznej

Analizy statystyczne wykonano programami STATISTI-
CA-6,01 STATA-5,0.

Wyniki

Tabela I. Czestos¢ wystepowania alleli HLA-DQA1 w populacji par
matzenskich w grupie niepowodzen rozrodu (B) i w grupie kontrolnej
(C) a ryzyko niepowodzen rozrodu (OR; 95% Cl)

Allele B C 0

HLA-DQA1 ; =%2 “in iﬁso g ‘?SSCA’CI p<
*01101/¥0105 13 38 1,69 0,73 -3,89 ns
%0102 234 | 213 1,13 0,62 -2,07 ns
*0103 6.2 11,3 0,52 0,22-121 ns
*0104 1,6 13 132 0,19 - ns
#0201 10,3 88 1,19 0,50 - 2,80 ns
*030101 5,3 88 059 0,23-1,48 ns
*0302/+0303 2,9 6,3 044 0,14-1,36 ns
*0401/+0402 0.8 13 0,65 0,08 - ns
*0501 11,9 11,3 1,06 0,49 - 2,32 ns
*0505 22,1 20,0 114 0,61-2,11 ns
*0601 1,6 13 132 0,19 - ns

Jak wynika z tabeli I najczgsciej wystepujacym allelem
HLA-DQAT1 w grupie badanej i kontrolnej w populacji par
malzenskich byt allel HLA-DQA 0102 (23,4% 1 21,3%). Dru-
gim co do czgstosci wystegpowania u par matzenskich byt allel
HLA-DQA 0505 stwierdzany odpowiednio u 22,1% i 20,0%.
Nie stwierdzono podwyzszonego ryzyka niepowodzenia ciazy
pomiedzy grupa kontrolng a grupa badana w zakresie czgsto-
$ci wystepowania allelu HLA-DQAI, natomiast najnizszy
wspodtczynnik ryzyka w tej samej grupie par stwierdzono dla
allelu HLA-DQA 0302/0303 OR 0,44 (95% CI 0,14-1,36;
p=ns).

Tabela . Czestos¢ wystepowania alleli HLA-DQB1 w populacji par
matzenskich w grupie B i w grupie C a ryzyko niepowodzen rozrodu.

Allele B C 9

HLA-DQB1 "% %Y Pgusc P
DQ2 213 | 213 0,93 051-0,70 ns
DQ3 319 | 375 0,87 051-148 ns
DQ4 12 2,5 049 0,10- ns
DQ5 225 | 113 23 1,09-48 | 0035
DQ6 29 | 275 0,74 042-1,30 ns

Jak wynika z tabeli I sposrod oznaczonych alleli, najcze-
$ciej wystepujacym allelem HLA-DQBI w grupie badanej
i kontrolnej w populacji par malzenskich byt allel HLA-
DQB3 (31,9% 1 37,5%).

Drugim co do czgstosci wystgpowania u par matzenskich
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byt allel HLA-DQB6 stwierdzany odpowiednio u 22.9%
127.5%. U par migdzy grupa badang a grupa kontrolng istot-
nie statystycznie podwyzszone ryzyko niepowodzenia cigzy
OR 2,3 (95% CI 1,09-4,82; p=0,035) dotyczyto czgstosci wy-
stepowania allelu HLA-DQBS.

Tabela lll. Czestos¢ wystepowania alleli HLA-DQA1 u kobiet w grupie
B i w grupie C a ryzyko niepowodzen rozrodu (OR; 95% Cl)

Allele N =B122 n £ 40 ollz3 95%Cl p*<
HLA-DQA1 % % vsC

*01101/*0105 15,6 2,5 7,19 (1,18-5,23) 0,03
*0102 21,3 27,5 0,71 (0,32 -1,60) ns

*0103 41 12,5 0,30 (0,09 -1,03) 0,07
*0104 1,7 2,5 0,65 (0,08 - ns

*0201 9,8 10,0 0,98 (0,31-0,60) ns

*030101 41 7,5 0,53 (0,13 -2,09) ns

*0302/*0303 2,5 0,0 1,65 (0,25-35,17) ns

*0401/%0402 17 2,5 0,65 (0,08 - ns

*0501 14,8 15,0 0,98 (0,37-2,59) ns

*0505 22,9 17,5 1,40 (0,57 - 344) ns

*0601 16 2,5 0,65 (0,08 - ns

Jak wynika z tabeli III statystycznie istotnie czesciej wys-
tepujacym allelem HLA-DQAI u kobiet w grupie z
niepowodzeniami rozrodu byt allel HLA-DQA 0505 (22,9%)
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (17,5 %).

Drugim co do czgstosci wystgpowania w grupie badanej
byt allel HLA-DQA 0102 (21,3%) w porownaniu do grupy
kontrolnej (27,5%). Obecnos¢ tego antygenu zwigzana byla z
obnizonym ryzykiem niepowodzenia rozrodu OR 0,71 (95%
CI 0,32-1,60; p=ns).

Oceniajac czestos¢ wystepowania allelu HLA-DQA 0103
u kobiet, stwierdzono rdznicg statystycznie istotng migdzy
grupa badana z najnizszym ryzykiem niepowodzenia ciazy
OR 0,30 ( 95% CI 0,09-1,03; p=0,07) a grupa kontrolng nato-
miast, w tej samej grupie u kobiet najwyzszy wspolczynnik
ryzyka stwierdzono dla allelu HLA-DQA 01101/0105 OR
7,19 (95% CI 1,18-5,23; p=0,03)

Tabela IV. Czestos¢ wystepowania alleli HLA-DQB1 u kobiet w grupie
B i w grupie C a ryzyko niepowodzen rozrodu (OR; 95% Cl).

Allele B C 0

HLA-DQB1 " =%] 2| n 7440 g "QSSCA)CI p<
DQ2 23,7 25,0 082 (0,37-1,82) ns
DQ3 30,0 | 325 1,15 (0,52 -2,51) ns
DQ4 2,5 2,5 098 (0,14- ) ns
DQ5 22,9 7,5 367 (1,11-12,00 | 0,037
DQ6 20,5 32,5 048 (0,22-1,04) | 0,087

Jak wynika z tabeli IV w grupie badanej u kobiet podwyz-
szone ryzyko niepowodzen cigzy statystycznie istotnie zwigza-
ne byto z allelem HLA-DQBS - OR 3,67 (95% CI =1,11-12,0;
p=0,037. Najnizsze ryzyko niepowodzenia cigzy rowniez istot-
ne statystycznie w tej samej grupie dotyczyto allela HLA-
DQB6 OR 0,48 (95% CI=0,22-1,04; p=0,087).

Gmciklologla NP 10/2007

Polska



Ginekol Pol. 2007, 78, 792-795

PRACE ORYGINALNE

potoznictwo

Sipak-Szmigiel O, et al.

Najczesciej wystepujacym allelem HLA-DQBI u kobiet
w grupie z niepowodzeniami rozrodu byt allel HLA-DQB3
(30,0%) w porownaniu do grupy kontrolnej (32,5%) .

Drugim co do czgstosci wystgpowania byt allel HLA-
DQB2 stwierdzany u kobiet z niepowodzeniami w 23,7%
a w grupie kontrolnej w 25,0%.

Dyskusja

Wiele mechanizméw immunologicznych decydujacych
o przezyciu alloprzeszczepu plodowo-tozyskowego nie jest
jeszeze do konca poznanych. W naszych badaniach szczegoto-
wa analiza alleli w locus HLA-DQA i HLA-DQB na poziomie
high resolution wykazala wprawdzie réznice w wystgpowaniu
niektorych genotypéw HLA-DQA u par z niepowodzeniami
rozrodu, aczkolwiek nie byly one istotne statystycznie w po-
rownaniu z grupa kontrolng. Podobnie Wagenknecht i wsp.
[12] nie stwierdzili roznic w wystgpowaniu haplotypéw DQA
u par z powtarzajacymi si¢ poronieniami.

W badaniach wtasnych istotne statystycznie podwyzszone
ryzyko niepowodzen rozrodu w grupie badanych kobiet zwia-
zane byto z allelem HLA-DQA*0101/*0105 w poréwnaniu do
kobiet ptodnych. Wang i wsp. [13] wykazali rowniez czestsze
wystepowanie haplotypu DQA*01 u kobiet z powtarzajacymi
si¢ poronieniami. Ober i wsp. [11] na podstawie badan wta-
snych wnioskuja, ze poronienia w przypadku wystgpowania
DQA*01 maja miejsce w okresie przedimplantacyjnym lub we
wczesnym okresie pierwszego trymestru. Z kolei Steck i wsp.
[14] zaobserwowali czgstsze wystgpowanie antygenu DQA
*0201 oraz HLA-DQBI1*0201 u partnerow pacjentek z po-
wtarzajacymi si¢ poronieniami.

Odmienne wyniki otrzymali Krause i wsp. [15], ktorzy za-
obserwowali czestsze wystgpowanie u kobiet (rasy kaukaskiej)
z RSA allelu HLA-DQAI1*05 oraz statystycznie czgstsze
(p=0,05) wystgpowanie w tej samej grupie allelu HLA-
DQB1*0302 w porownaniu z grupa kontrolna. Wg Beer i wsp.
[9] czgstsze wystgpowanie u rodzicow genotypu DQA1*0201
wigze si¢ z rozpoznaniem tzw. pustego jaja ptodowego.

W naszej grupie kobiet badanych obnizone ryzyko niepo-
wodzen rozrodu zwigzane byto z allelem HLA-DQA 0103, co
pozwala sadzi¢, ze moze naleze¢ on do grupy antygenow pro-
tekcyjnych, wptywajacych korzystnie na rozwoj ptodu i utrzy-
manie cigzy.

Analizujac allele w locus HLA-DQBI zaobserwowano
wprawdzie réznice w wystegpowaniu niektorych alleli HLA-
DQBI u par z niepowodzeniami rozrodu, aczkolwiek w wigk-
szo$ci nie byly one istotne statycznie w porownaniu z grupa
kontrolna. Podobnie Wagenknecht i wsp. [12] stwierdzili brak
wyraznych réznic w zakresie HLA-DQBI u par z powtarzaja-
cymi si¢ samoistnymi poronieniami.

Istotnie statystycznie podwyzszone ryzyko niepowodzenia
cigzy dotyczyto antygenow HLA-DQBS w grupach badanych
zaréwno u par jak i u kobiet w poréwnaniu z grupa kontrol-
na. Podobne wyniki uzyskali Christiansen i wsp. [16], ktorzy
stwierdzili, ze antygeny HLA-DQA1*0501 oraz HLA-
DQB1*0201 moga by¢ zwiazane z wyzszym ryzykiem wys-
tapienia co najmniej 4 poronien.

Odmienne wyniki uzyskali Wang i wsp. [13], ktorzy bada-
jac pary z powtarzajacymi si¢ samoistnymi poronieniami wy-
kazali protekcyjna role alleli DQB1*0501/*502 w powodzeniu
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cigzy. Nie mozna wykluczy¢, ze roznice te wynikaja z odreb-
nych uwarunkowan genetycznych rasy chinskiej i kaukaskiej.

W badaniach wiasnych stwierdzono istotnie statystycznie
obnizone ryzyko niepowodzenia ciazy HLA-DQB6 u kobiet w
grupie badanej w poréwnaniu z grupa kontrolng. Wang i wsp.
[13] wykazali, ze allele HLA-DQB1*0601, *0602 i *0603 czgs-
ciej wystepuja kobiet ptodnych, natomiast HLA-DQB1 *0604
i *0605 znamiennie czgsciej u kobiet powtarzajacymi si¢
poronieniami. Natomiast w naszej grupie badanej u kobiet
nie stwierdzilismy  wystepowania  alleli ~ HLA-
DQB1*06010/*06011/*06013/*06016/*06019/*06020.

Przedstawione dane dotyczace wystgpowania alleli
regionu HLA-DQA1 i HLA-DQBI u par i u kobiet
z niepowodzeniami rozrodu wskazuja na ich udziat w utrzy-
maniu cigzy. Ze wzgledu na niewielka liczebnos¢ badanych
par (okoto 20 w grupie) wyjasnienie powyzszych zaleznosci
wymaga dalszych badan.

Podsumowanie

Okreslenie alleli antygenow HLA-DQ A i B wystepuja-
cych w polskiej populacji moze by¢ pomocne w diagnostyce
niepowodzen rozrodu i ocenie ryzyka niepowodzen cigzy; jed-
nakze dokfadna analiza polimorfizmu tych antygenow wyma-
ga rozszerzenia badan.

Badania zostaly sfinansowane z grantu KBN nr POISE8524

Praca zgloszona na Konferencje Naukowo-Szkoleniowq nt.
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Stezenie kotyniny w osoczu jako
biomarker czynnej i biernej ekspozycji
kobiet ciezarnych na dym tytoniowy

Serum cotinine level as a biomarker of tobacco smoke exposure
during pregnancy

Polanska Kinga', Hanke Wojciech'?, Laudanski Tadeusz’, Kalinka Jarostaw*
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Streszczenie
Cel pracy: Celem pracy byfa ocena wiarygodnosci danych dotyczacych czynnego i biernego palenia papieroséw
przez kobiety w ciazy, uzyskanych na podstawie standardowego wywiadu, za pomoca analizy stezenia biomarkera
ekspozygji — kotyniny — w 0soczu.
Materiat i metody: Kohortowym badaniem prospektywnym objeto 183 kobiety w 20-24 tygodniu ciazy, ko-
rzystajace z opieki lekarskiej w dwdch poradniach K na terenie todzi. Z kobietami wiaczonymi do badania
przeprowadzony zostat wywiad obejmujacy dane spofeczno-demograficzne, historie potozZnicza, dane o zatrudnie-
niu oraz paleniu papieroséw i Srodowiskowym narazeniu na dym tytoniowy (ETS). Informacja o paleniu czynnym
i biernym weryfikowana byfa na podstawie analizy poziomu kotyniny w osoczu. Stezenie kotyniny w 0soczu oceni-
ano za pomoca chromatografii gazowej z zastosowaniem detektora spektrometrii masowej (GC/MS). Stezenie
kotyniny <2ng/ml przyjeto dla osdb niepalacych i nienarazonych na ETS, 2-15ng/ml dla palenia biernego oraz
>15ng/ml dla czynnych palaczek.
Wyniki: Dla 17% kobiet, ktdre deklarowaty niepalenie i brak Srodowiskowego narazenia na dym tytoniowy w cza-
sie cigzy, stwierdzono steZenia kotyniny w osoczu wskazujace na aktywne palenie.
W grupie tej 74% kobiet miafo stezenie kotyniny w osoczu w przedziale 2-15ng/mi, co wskazuje na bierne narazenie
na dym tytoniowy. U 3,7% kobiet deklarujacych narazenie na ETS stwierdzono poziom kotynin wskazujacej na pale-
nie czynne.
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