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Badania molekularne w kierunku trombofilii

u pacjentek skierowanych do poradni
genetycznej z powodu niepowodzen cigzowych.
Doswiadczenia jednego osrodka

Molecular diagnostic tests for thrombophilia in patients referred to genetic
counseling clinic because due to recurrent pregnancy failure.
One center's experience.
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Streszczenie
Utrata kolejnych trzech i wiecej cigz do 22 tygodnia dotyczy 0,4—-1% kobiet. Do chwili obecnej, mimo znacznego
postepu nauki, w potowie przypadkdw nie mozna precyzyjnie ustalic przyczyn niepowodzeri cigzowych, (poronier,
cigz obumartych, martwych urodzeri), lub urodzenia dziecka lub dzieci z wadami.
Cel pracy: Celem pracy byta ocena zwigzku mutacji i polimorfizméow gendow czynnikow Il i V' krzepniecia oraz genu
reduktazy metylenotetrahydrofolianowej z przebiegiem cigzy oraz z rodzajem niepowodzenia cigzowego.
Materiat i metody: Grupe badang stanowito 116 kobiet z Poradni Genetycznej Szpitala Uniwersyteckiego nr 1
w Bydgoszczy, skierowanych w latach 2009-2010 z powodu niepowodzen cigzowych w wywiadzie. U wszystkich
wykonano badanie molekularne w kierunku trombofili: mutacji Leiden genu czynnika V' krzepniecia, mutacji
20210G>A genu protrombiny oraz polimorfizmu 677C>T genu reduktazy metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR).
Wyniki: Mutacje Leiden genu czynnika V rozpoznano u 8 osob, przy czym u dwoch mutacja wystgpita w obu
allelach (mutacja homozygotyczna). Mutacje genu protrombiny rozpoznano u 3 kobiet. Mutacje jednego allela genu
MTHFR stwierdzono u 85, a obu alleli u 24 kobiet. Wspdtwystepowanie mutacji Leiden z polimorfizmem MTHFR
rozpoznano w trzech przypadkach, u pacjentek z poronieniami.
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Whioski:

1. Obecnos¢ mutacji sprzyjajacych trombofilii w genach metabolizmu folianow i genach czynnikdw krzepnigcia
osoczowego Kojarzy sie czesto z niepowodzeniami cigzowymi, moggc byc, w niektorych przypadkach, ich
podstawowa przyczyna.

2. Odsetek kobiet z niepowodzeniami cigzowymi, bedgcych pod wzgledem polimorfizmu 677C>T genu MTHFR
heterozygotami (73,3%), homozygotami (20,7%) lub nalezgcych do ktdrejs z tych grup (94%), jest istotnie
statystycznie wyzszy od maksymalnej czestosci populacyjnej tego polimorfizmu wynoszgcej, odpowiednio, 55,
131 68%.

3. Mutacja Leiden genu czynnika V' krzepniecia kojarzy sie gtdwnie z nawracajgcymi poronieniami samoistnymi.
W obecnych badaniach stwierdzono jg tylko w grupie kobiet z poronieniami, zarowno wczesnymi, jak
i péznymi.

Stowa kluczowe: poronienia / niepowodzenia ciagzowe / trombofilia
mutacja Leiden / mutacje genu protrombiny / mutacje MTHFR

Abstract

The loss of three or more subsequent pregnancies before the end of the 22nd week is observed in 0.4-1% of
women. Despite great advances in medicine, the causes of pregnancy failure (miscarriages, missed abortions and
stillbirths), and the birth of a child or children with congenital abnormalities, are still not determined precisely.

The aim: The purpose of the research was to determine the association of polymorphisms and mutations of

coagulation factors Il and V genes, as well as methylenetethrahydrofolate reductase (MTHFR) gene polymorphism,

with the course of pregnancy and the type of reproductive failure.

Methods: The research was performed in a group of 116 women referred to the Genetic Outpatient Clinic of the

NCU SM in Bydgoszcz between 2009-2010 due to reproductive failures. The molecular tests for thrombophilia, i.e.

mutation of the factor V Leiden, prothrombin gene mutation 20210G>A, and MTHFR polymorphism 677C>T were

done in all patients.

Results: The Leiden mutation was found in 8 women (homozygotic in 2 of them) and prothrombin gene mutation

in 3. 85 women had the heterozygotic MTHFR polymorphism, while 24 the homozygotic one. Coexistence of the

Leiden mutation and the MTHFR polymorphism was found in 3 patients with history of miscarriages.

Conclusions:

1. The presence of the mutations that promote thrombophilia in the genes responsible for the foliate metabolism
and for the plasma coagulation is often associated with pregnancy failures and may be their basic cause in some
cases.

2. The percentage of women with pregnancy failures being heterozygotes (73.3%), homozygotes (20.7%) or both
(94%) of the MTHFR gene 677C>T polymorphism is statistically significantly higher than the highest prevalence
of these changes in the general population (55, 13%, and 68%, respectively).

3. The factor V gene Leiden mutation is associated mainly with recurrent spontaneous abortions. In the present
study it was found only in the group of women with both early and late miscarriages.

Key words: miscarriages / reproductive failures / thrombophilia
Leiden mutation / prothrombine gene mutations / MTHFR mutations

Utrata kolejnych trzech i wigcej ciaz do 22 tygodnia wystg-
puje u 0,4—1% kobiet [1]. Brak potomstwa w matzenstwie jest
narastajacym problemem spotecznym, bowiem dotyczy 10— 8%
par. Do chwili obecnej, mimo znacznego postgpu nauki, w po-
lowie przypadkéw nie mozna precyzyjnie ustali¢ przyczyn nie-
ptodnosci, niepowodzen ciazowych (poronien, ciaz obumartych,
martwych urodzen), lub urodzenia dziecka lub dzieci z wadami
[2]. Przyczyny pojedynczego poronienia sa roznorodne, jednak
dla kobiety, ktora przebyta juz jedno poronienie, ryzyko wysta-
pienia kolejnego wzrasta do 5% 1 jest jeszcze wigksze u kobiet
powyzej 35 roku zycia [3]. Sposrod czynnikoéw etiologicznych,
majacych wplyw na wystapienie nawracajacych poronien sa-
moistnych, nalezy wymieni¢: nieprawidlowosci anatomiczne
(wrodzone i nabyte), zaburzenia hormonalne, nieprawidtowosci
genetyczne (aberracje chromosomowe i mutacje genowe), czyn-
niki infekcyjne, srodowiskowe i inne [4].

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Okoto 35% wad wrodzonych o znanej etiologii jest spo-
wodowanych wylacznie przez czynniki genetyczne (aberracje
chromosomowe, mutacje pojedynczych genéw), okoto 50%
przez mieszane czynniki genetyczno-srodowiskowe (uwarun-
kowanie wieloczynnikowe) [4, 5].

Jednym z zaburzen prowadzacych do wczesnych poronien
jest trombofilia, spowodowana najczgsciej jedno- lub dwual-
lelicznymi mutacjami lub polimorfizmami genéw: czynnika
V (1691G>C — Leiden), protrombiny (20210G>A) i MTHFR
(677C>T). Polimorfizm MTHFR moze ponadto sprzyja¢ po-
wstawaniu wad wrodzonych cewy nerwowej, serca, lub twa-
rzoczaszki u plodow. Populacyjna czesto$¢ wystepowania
w uktadzie heterozygotycznym mutacji Leiden, w/w mutacji
genu protrombiny oraz polimorfizmu MTHFR wsrod rasy kau-
kaskiej wynosi odpowiednio: 3-7%, 1,7-3% i 32-55%, natomiast
czestos¢ polimorfizmu MTHFR w uktadzie homozygotycznym
wynosi 8-13% [6].
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Cel pracy

Celem pracy byto okreslenie zwiazku mutacji i polimorfi-
zmow genow czynnikow 111V krzepnigcia oraz genu reduktazy
metylenotetrahydrofolianowej z przebiegiem ciazy oraz z rodza-
jem niepowodzenia ciazowego.

Materiat i metody

Grupeg badana stanowito 116 kobiet w wieku od 20 do 44 lat
(Srednia 32 lata, odchylenie standardowe 5, mediana 32, moda
29), konsultowanych w Poradni Genetycznej Szpitala Uniwersy-
teckiego nr 1 w Bydgoszczy w latach 2009 — 2010 z powodu nie-
powodzen ciazowych; poronien i/lub urodzen martwego ptodu
lub Zywego dziecka z wadami wrodzonymi. U wszystkich kobiet
wykonano badanie molekularne w kierunku trombofilii: mutacji
Leiden genu czynnika V (1691G>A), mutacji genu protrombi-
ny (20210G>A) oraz mutacji genu reduktazy 5,10-metylenote-
trahydrofolianowej (MTHFR) (677C>T). Kryterium wtaczenia
pacjentki do grupy badanej bylo: przebycie przynajmniej dwoch
poronien (92 kobiety), obumarcie plodu w III trymestrze ciazy
(18 kobiet) lub przebycie poronienia i urodzenie dziecka mar-
twego lub z wadami (6 kobiet). U 14 martwo urodzonych ptodéw
w badaniu po$miertnym makroskopowym i histopatologicznym
nie stwierdzono wad wrodzonych. U 10 pozostatych stwierdzo-
no: izolowana wadg serca u 3, zesp6t wielu wad wrodzonych u 3,
zespot Pottera u 2, zespo6t Patau (potwierdzony badaniem cyto-
genetycznym) u 1 i wadg cewy nerwowej u 1. U wszystkich ko-
biet oraz ich partnerow wykonano wczesniej badania kariotypu
konstytucyjnego, ich wyniki byly prawidtowe. Sposrod wszyst-
kich badanych obecnos$¢ chordb towarzyszacych podawato 10
kobiet, palenie tytoniu 8. (Tabela I).

Materiat do badan stanowita krew obwodowa, pobrana na
EDTA. DNA izolowano przy uzyciu zestawu QlAamp Blood Kit
(Qiagen). Do reakcji PCR uzyto 500ng DNA. Amplifikacj¢ ma-
teriatu prowadzono przez 40 cykli w nast¢pujacych warunkach:
denaturacja w 94°C — 30 sek., hybrydyzacja w 60°C — 45 sek.,
elongacja w 72°C — 45 sek. Etap denaturacji wstgpnej trwat 9
min. w temperaturze 94°C, wydluzanie koncowe 5 min. w 72°C.
Wizualizacje reakcji PCR wykonano technika paskowa przy
uzyciu medycznego testu genetycznego RHA Thrombo.

Analizg statystyczng wykonano w programie Excel oraz
Statistica w wersji 9.1. Do weryfikacji hipotezy o réwnosci
dwoch proporcji zastosowano test jednorodnosci chi-kwadrat.
Jednostronny test istotno$ci wykorzystano do poréwnania pro-
porcji z proby oraz proporcji z populacji. Réznice uznawano za
statystycznie istotne dla wartosci p<0,05.

Wyniki

Analizie poddano pacjentki z niepowodzeniami cigzowymi,
ktore zakwalifikowano do dwoch grup. Do pierwszej wlaczono
te, ktore przebyty tylko poronienia (dwa lub wigcej), do drugiej —
pozostate (kobiety, ktore urodzity martwy ptéd w III trymestrze
ciazy lub urodzily dzieci z wadami wrodzonymi, a ponadto
niektdre z nich przebyty poronienia).

Poréwnanie czgsto$ci wystgpowania mutacji poszczegol-
nych genéw w obu grupach zawiera tabela II.

Brak warto$ci p w tabeli oznacza, ze nie wykonano analizy
statystycznej z powodu matej liczebnosci grupy, w ktorej wy-
stapity mutacje.

Mutacjg¢ Leiden genu czynnika V krzepnigcia osoczowego
stwierdzono u 8 pacjentek (6,9% sposrod wszystkich badanych
kobiet), przy czym u dwoch z nich (1,7%) mutacja wystapita
w obu allelach (mutacja homozygotyczna). Wszystkie te kobiety
nalezaly do grupy z poronieniami nawracajacymi.

Mutacjg¢ genu protrombiny stwierdzono u 3 (2,6%) kobiet.
W jednym przypadku byta to pacjentka z grupy z poronieniami,
a w dwoch - z obumarciem ptodu w III trymestrze ciazy.

Polimorfizm jednego allela genu MTHFR stwierdzono u 85
(73,3%), a obu alleli u 24 (20,7%) kobiet, polimorfizm co naj-
mniej jednego allela wystgpowal w prawie calej grupie kobiet
z niepowodzeniami ciazowymi (94%). Jednoczesne wystgpowa-
nie mutacji Leiden i polimorfizmu MTHFR rozpoznano w trzech
przypadkach, u pacjentek z poronieniami.

Roznice migdzy badanymi grupami okazaty sig statystycz-
nie nieistotne. (Tabela II).

Stwierdzony w catej grupie z niepowodzeniami ciazowymi
odsetek kobiet z polimorfizmem jednego allela genu MTHFR,
73,3% (W grupie z poronieniami 73,9%), okazal si¢ istotnie
wyzszy od maksymalnej szacowanej wartosci dla populacji,

Tabela I. Grupy wiekowe kobiet z podziatem na rodzaj niepowodzenia cigzowego, z uwzglednieniem czynnikéw pozagenetycznych.

Grupy I Dziecko Dziecko zywo
X Poronienia
wiekowe martwo urodzone lub martwo . . -
Dziecko Choroby Palenie Czynniki
urodzone - m
) dami oraz zdrowe wspotistniejace tytoniu zawodowe
[lata] 2 >2 bez wad zwadami | 2Wadamio
poronienie
20-25 4 3 1 0 1 0 0 0 1
26-30 25 7 3 4 2 2 6 5 1
31-35 22 12 1 1 2 1 2 1 2
36-40 6 8 3 1 1 1 2 1 1
>40 2 3 0 0 0 0 0 1 0
Razem 59 33 8 6 6 4 10 8 5
Legenda: *choroby wspotistniejace: choroby tarczycy, nadciénienie, depresja, tuszczyca, hiperprolaktynemia.
Nr 3/2012
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Tabela Il. Mutacje genowe stwierdzone u badanych kobiet z niepowodzeniami cigzowymi. Przedziaty ufno$ci (PU) dla odsetka mutacii przy poziomie ufnoéci 1 - o = 0,95.).

Mutacja Poronienia
lub (dwa lub
polimorfizm wiecej) (N=92)

Inne niepowodzenia
cigzowe
(N=24)

N!epowodzema Wartosé
cigzowe razem
(N=116) P

95% PU
dla proby

FVL (1)
Mutacja Leiden
C1691G>A

6,5% (N=6)

0,0% (N=0)

5,2% (N=6) 0,20 [2,4%;10,8%]

FVL (2)
Mutacja Leiden
C1691G>A

2,2% (N=2)

0,0% (N=0)

1,7% (N=2) - [0,5%:6,1%]

FVL (1) lub (2)
Mutacja Leiden
C1691G>A

8,7% (N=8)

0,0% (N=0)

6,9% (N=8) [3,5%;13,0%]

0,13

PT
Mutacja genu protrombiny
(20210 G>A)

1,1% (N=1)

8,3% (N=2)

0,9% (N=3) - [0,9%:7,3%]

MTHFR (1)

Mutacja genu reduktazy
5,10-metylenotetrahydrofolianowej
(677C>T).

73,9% (N=68)

70,8% (N=17)

73,3% (N=85) 0,76 [65,2%;81,3%]

MTHFR (2)

Mutacja genu reduktazy
5,10-metylenotetrahydrofolianowe;j
(677C>T).

19,6% (N=18)

25,0% (N=6)

20,7% (N=24) 0,56 [13,3%;28,1%]

MTHFR (1) lub (2)

Mutacja genu reduktazy
5,10-metylenotetrahydrofolianowej
(677C>T).

93,5% (N=86)

95,8% (N=23)

94,0% (N=109) 0,67 [88,1%;97,0%]

Legenda: FVL — mutacja Leiden w genie czynnika V krzepniecia, PT = protrombina (Il czynnik krzepnigcia), MTHFR - reduktaza metylenotetrahydrofolianu,
(1) - zmiana pojedynczego allela (mutacja lub polimorfizm heterozygotyczny), (2) — zmiana obu alleli (mutacja lub polimorfizm homozygotyczny), PU - przedziat ufnosci.

wynoszacej 55% (p<0,001). Odsetek kobiet z polimorfizmem
dwuallelicznym (homozygotycznym) genu MTHFR, réwny
20,7% (w grupie z poronieniami 19,6%), byt rowniez istotnie
wyzszy od czgstosci populacyjnej, wynoszacej 13% (p=0,043).

Dyskusja

Wrodzona trombofilia jest uwarunkowana wystgpowaniem
mutacji, badz polimorfizméw w genach bioracych udziat w ka-
skadzie krzepnigcia i fibrynolizy [6, 7].

Trombofilia moze prowadzi¢ do zakrzepicy w lozysku,
a przez to wptywaé na wystgpowanie poronien nawykowych,
utrat ciaz w drugiej potowie ich trwania, niewydolnosci lozy-
ska, stanu przedrzucawkowego, wewnatrzmacicznego ograni-
czenia wzrostu plodu, czy tez przedwczesnego oddzielenia to-
zyska [7, 8, 9].

Do najczgstszych zmian genetycznych warunkujacych
wystgpowanie trombofilii naleza: mutacja Leiden czynnika V
krzepnigcia (1691G>A) (30—-60% pacjentéw z rodzinng trom-
bofilig), mutacja (20210G>A) genu czynnika II oraz mutacja
677C>T genu reduktazy S5,10-metylenotetrahydrofolianowe;j
(MTHFR) [9,10].

Czgsto$¢ wystgpowania mutacji Leiden czynnika V nie
jest jednakowa w ro6znych populacjach, np. wystgpuje srednio
u 3-7% zdrowych o0sob rasy kaukaskiej, szczegolnie czgsto u

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Szwedow i Grekow, az w 15% populacji. Bardzo rzadko wystg-
puje u Chinczykow i u osob rasy czarnej [11]. Ta autosomalna,
dominujaca, o niepelnej penetracji mutacja powoduje zamiang
argininy na glutaming w pozycji 506, co sprawia, ze czynnik V
staje si¢ oporny na degradacj¢ pod wplywem aktywnego biatka
C. Mutacja Leiden jest przyczyna zwigkszonego ryzyka hiper-
koagulacji[11, 12]. Duza czgsto$¢ rozpowszechnienia tej mutacji
w populacjach §wiadczy o tym, ze miata ona najprawdopodob-
niej znaczenie ewolucyjne — chronita kobiety przed nadmierna
utratg krwi podczas porodu [12]. Obecnos¢ czynnika V Leiden
zwigksza ryzyko zakrzepicy dopiero wtedy, gdy zadziata dodat-
kowy czynnik ryzyka [12]. Ciaza jest wlasnie stanem, w ktorym
wzrasta stgzenie wielu czynnikow krzepnigcia (I, V, VII, IX,
X, X1II) oraz opornos$¢ aktywnego biatka C, a spada aktywnosc
fibrynolityczna [11, 13].

W badanym materiale mutacj¢ Leiden czynnika V rozpo-
znano u 8 ze 116 kobiet (6,9%), przy czym u 2 mutacja wystapita
w formie homozygotycznej. W badaniach innych autorow czg-
sto$¢ wystgpowania heterozygot mutacji Leiden wsrod kobiet
z niepowodzeniami ciazowymi wynosita ok. 30%, w poréw-
naniu do 3-10% w grupach kontrolnych [13]. Znaczng réznicg
w czgstosci tej mutacji migdzy wynikami badan innych auto-
réw, a wynikami biezacych badan mozna ttumaczy¢ matg grupa
pacjentek z grup z innymi, niz poronienia, niepowodzeniami
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ciazowymi. W badanym materiale mutacj¢ Leiden stwierdzo-
no tylko u kobiet, u ktérych wystgpowaty poronienia. Wedtug
wigkszo$ci autorow obecno$¢ tej mutacji zwigksza ryzyko wy-
stapienia poronienia w II trymestrze ciazy oraz obumarcia plo-
du w pozniejszym okresie [6,13]. W niniejszych badaniach, ze
wzgledu na mala liczebno$¢ grupy badanej nie dokonano po-
nadto podziatu na pacjentki z wezesnymi i z péZznymi poronie-
niami. Poronienie traktowano zgodnie z definicja, jako utratg
cigzy do 22 tygodnia, pdZniejsza utratg ciazy traktowano jako
pordd. Obecnos¢ mutacji heterozygotycznej zwigksza 2-7- krot-
nie, a homozygotycznej wielokrotnie, ryzyko powiktan zakrze-
powych [13, 14].

Mutacja 20210G>A czynnika II wystgpuje w populacji eu-
ropejskiej z czgstoscia 1,7-3% [11]. Jej efektem biologicznym
jest zwigkszenie stgzenia protrombiny w osoczu, co powoduje
2-5- krotny wzrost ryzyka zakrzepicy zylnej. U kobiet w ciazy
obecnos¢ tej mutacji wiaze si¢ z wigkszym ryzykiem poronien,
zwlaszcza we wcezesnej ciazy oraz odklejenia lozyska, a takze
innych powiktan zakrzepowych [12, 13, 14, 15, 16].

W badanym materiale obecno$¢ tej mutacji stwierdzono u 3
kobiet (1,09%), przy czym u dwoch nastapil wewnatrzmaciczny
zgon dziecka w III trymestrze ciazy.

Obecnos¢ mutacji 677C>T genu MTHFR i jej korelacjg
z poronieniami nawykowymi opisali w 1993 r. Wouters i wsp.
[18]. Mutacja ta powoduje powstanie termolabilnego enzymu
o zmniejszonej o 50% aktywnosci, co prowadzi do zwigkszenia
stezenia homocysteiny i zmniejszenia st¢zenia kwasu foliowego
we krwi. Objawy kliniczne hiperhomocysteinemii zazwyczaj
ujawniajg si¢ u homozygot, jednakze — w tagodniejszej posta-
ci — moga rowniez wystgpowac u osob heterozygotycznych [13,
18]. Hiperhomocysteinemia wykazuje dziatanie genotoksyczne
oraz embriotoksyczne, ma zwiazek z uposledzeniem funkcji
srodbtonka naczyniowego, widknieniem naczyn, przestroje-
niem uktadu krzepnigcia, stresem oksydacyjnym, co moze po-
wodowaé zaburzenia zagniezdzania si¢ zarodka i zaburzenia
czynnosci ptodowo-tozyskowej. Jest czynnikiem ryzyka utraty
wczesnej ciazy oraz ryzyka wystapienia u potomstwa wad cewy
nerwowej, serca, wad rozszczepowych czgsci twarzowej czaszki
oraz zwigkszonej czgstodci aberracji chromosomowych. Muta-
cje genu MTHFR moga by¢ przyczyna miazdzycy oraz nowo-
tworow [13, 18]. Wykazano rowniez zwiazek migdzy polimor-
fizmem MTHFR a obnizeniem ggstosci kosci, wystgpowaniem
migreny z aura, wystgpowaniem nieswoistych zapalen jelit, ob-
nizeniem poziomu czynnika von Willebranda [18, 19].

Nieliczne sa doniesienia analizujace powiktania cigzowe
u ztozonych heterozygot, czyli 0sob, u ktérych wspotistnieja
r6zne mutacje lub polimorfizmy. Preston i wsp. zaobserwowali
wigksze od populacyjnego ryzyko wewnatrzmacicznego zgonu
ptodu u kobiet ze ztozonym nosicielstwem mutacji gendw odpo-
wiedzialnych za trombofilig [10, 20].

Whnioski

1. Obecno$¢ mutacji sprzyjajacych trombofilii w ge-
nach metabolizmu folianéw i genach czynnikow
krzepnigcia osoczowego kojarzy si¢ czgsto z nie-
powodzeniami ciazowymi, mogac by¢, w niekto-
rych przypadkach, ich podstawowa przyczyna.
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2. Odsetek kobiet z niepowodzeniami ciazowymi, beda-
cych pod wzgledem polimorfizmu 677C>T genu MTHFR
heterozygotami (73,3%), homozygotami (20,7%) lub na-
lezacych do ktorejs z tych grup (94%), jest istotnie sta-
tystycznie wyzszy od maksymalnej czgsto$ci populacyj-
nej tego polimorfizmu wynoszacej, odpowiednio, 55, 13
i 68%.

3. Mutacja Leiden genu czynnika V krzepnigcia kojarzy sig
gldwnie z nawracajacymi poronieniami samoistnymi.
W obecnych badaniach stwierdzono ja tylko w grupie
kobiet z poronieniami, zaréwno wczesnymi, jak 1 poz-
nymi.
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