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Streszczenie

Cel pracy: Celem pracy byta ocena czestosci wystepowania oraz znaczenia obecnosci polimorfizmow 20210G>A
i 19911A>G genu protrombiny w grupie kobiet z dwoma lub wiecej poronieniami w | trymestrze cigzy.

Materiat i metoda: Badania przeprowadzono w grupie 150 kobiet z dwoma lub wigecej poronieniami w | trymestrze
cigzy (Srednia wieku 31,5+4,1 lat) oraz 180 zdrowych kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym (srednia
wieku 28,7+4,0 lat). Do badar zastosowano reakcje taricuchowg polimerazy oraz metode polimorfizmu dfugosci
fragmentow restrykcyjnych (PCR/RFLP).

Wyniki: W zakresie polimorfizmu 20210G>A genu protrombiny zaobserwowano przewage wystepowania genotypu
20210GA w grupie kobiet z poronieniami (2,7% vs. 1,1% w grupie kontrolnej, WR=2,44, ns), jak rowniez allela
20210A (1,3% vs. 0,6% w grupie kontrolnej, WR=2,42, ns). W zakresie polimorfizmu 19911A>G zaobserwowano
podobng czestos¢ wystepowania zmutowanego genotypu homozygotycznego 19911GG (22,6 vs. 21,1% w grupie
kontrolnej, WR=1,10, ns) oraz zmutowanego allela 19911G (48,6% vs. 45,7%, WR=0,89, p=0,24). Odnotowano
tendencje do czestszego wystepowania haplotypow zawierajgcych zmutowany allel 20210A w grupie badanej
(19911A/20210A 0,012934 vs. 0,003547 w grupie kontrolnej, ns).

Whioski: Analiza wynikow wskazuje na mozliwy wptyw zmutowanego allela 20201A oraz brak wpfywu
zmutowanego allela 19911G genu protrombiny na ryzyko wystepowania poronieri nawracajacych w | trymestrze
cigzy w badanej grupie kobiet. Zgodnie z naszg wiedzg nie badano dotychczas zwigzku polimorfizmu 19911A>G
z wystepowaniem poronien nawracajgcych. W zwigzku z tym niezbedne sg dalsze badania w wiekszej liczebnie
grupie kobiet z poronieniami nawracajgcymi oraz uwzgledniajgce jednoczesnie inne polimorfizmy warunkujgce
trombofilie oraz wptyw czynnikow srodowiskowych.
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Abstract

Objectives: The aim of the study was to evaluate the frequency of 20210G>A and 19911A>G prothrombin gene
polymorphisms in a group of women with 2 or more miscarriages in the first trimester of pregnancy.

Material and methods: The study involved 150 women with two or more miscarriages in the first trimester of
pregnancy (mean age 31.5+4.1 years). The control group consisted of 180 healthy women (mean age 28.7+4.0
years). The frequency of genotypes and alleles of the investigated polymorphisms was evaluated by polymerase
chain reaction/restriction fragments length polymorphism method (PCR/RFLP).

Results: As to the 20210G>A prothrombin gene polymorphism, overrepresentations of 20210GA genotype have
been observed in the group of women with miscarriages (2.7% vs. 1.1% in the control group, WR=2.44, ns), as
well as overrepresentation of 20210A allele (1.3% vs. 0.6% in the control group, WR=2.42, ns). Considering the
19911A>G polymorphism, a similar frequency of mutated homozygous 19911GG genotype has been noted (22.6
vs. 21.1% in controls, OR=1.10, ns). Also, frequency of mutated 19911G allele was similar in both investigated
groups with miscarriages and controls (48.6% vs. 45.7%, OR=0.89, ns).

Conclusions: Our findings suggest lack of correlation of 20210G>A and 19911A>G prothrombin gene
polymorphisms with the risk of recurrent miscarriages in the first trimester of pregnancy. Further studies, concerning
other genetic variants conditioning inherited thrombophilia and environmental factors influencing the risk of recurrent
abortions, are needed. Therefore, further research with more numerous group of women with recurrent miscarriages
and taking into account other polymorphisms of thrombophilia and influence of environmental factors is required.

Key words: recurrent miscarriages / prothrombin gene /

/ genetic polymorphism /

Wstep

Najwigcej poronien przypada na pierwszy trymestr ciazy,
a czgsto$¢ ich wystgpowania ocenia sig¢ na 10-15% wszystkich
rozpoznanych ciaz. Poronienia nawracajace (RM - reccurrent
miscarriages) dotycza 1-3% kobiet, jednak tylko w 40-60%
przypadkow udaje sig ustali¢ ich przyczyng. Wrodzona lub na-
byta trombofilia jest uwazana za jedna z przyczyn poronien na-
wracajacych. Polskie Towarzystwo Ginekologiczne zaleca juz
w przypadku wystapienia dwoch lub wigcej poronien rozszerze-
nie diagnostyki, migdzy innymi o badania w kierunku trombofilii
[1]. Najlepiej poznanymi i najcz¢Sciej opisywanymi przyczyna-
mi trombofilii wrodzonych, bgdacych czynnikiem etiologicznym
powiktan potozniczych sa mutacja czynnika V Leiden (ok. 20%
powiktan), mutacja genu protrombiny 20210G>A (ok. 10% po-
wiktan) oraz hiperhomocysteinemia [2, 3, 4].

Gen kodujacy protrombing zlokalizowany jest na chromoso-
mie 11 w poblizu centromeru i sktada si¢ z 14 eksondéw o wiel-
kosci od 25 do 315 pz oraz 13 introndéw o wielkosci od 84 do
9447 pz. Dwa funkcjonalne polimorfizmy tego genu 19911A>G
(rs3136516) oraz 20210G>A (rs1799963) zwiazane sa z podwyz-
szonym stgzeniem i aktywnoscia protrombiny. Silniejszy i lepiej
udowodniony jest wptyw wariantu 20210G>A na zwigkszone
ryzyko zakrzepicy. Oznaczenie genotypu w zakresie tego poli-
morfizmu jest jednym z najczgsciej rekomendowanych testow
do okreslenia trombofilii wrodzonej [5]. Tranzycja guaniny na
adening w pozycji 20210, opisywana skrotem PTM (PTM — ang.
prothrombin mutation) powoduje wzrost stgzenia protrombiny
w surowicy krwi nawet do 20%, co wplywa na wzmozona ak-
tywnos¢ uktadu krzepnigeia i ryzyko zakrzepicy. Mutacja PTM
powoduje stan umiarkowanej zakrzepicy poprzez aktywacjg ka-
skady krzepnigcia i tworzenie zakrzepow szczegolnie w uktadzie
zylnym [6, 7].
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Polimorfizm 19911A>G zlokalizowany jest w ostatnim in-
tronie M, ktory jest stosunkowo krotki o dhugosci tylko 146 pz
w porownaniu ze $rednia wielkoécia ludzkich intronéw ktora
wynosi 1044 pz. Ten wariant genetyczny roéwniez odpowiada za
zwigkszone st¢zenie protrombiny. Allel typu dzikiego 19911A
pozostaje w catkowitym sprzg¢zeniu ze zmutowanym allelem
20210A. Natomiast obecnos¢ zmutowanego allela G w pozycji
19911 buduje motyw intronowy (triplet GGG), ktory jest wzmac-
niaczem splicingu. Odgrywa to wazna rolg przy przetwarzaniu
grupy U2, do ktorej nalezy intron M. Polimorfizm 19911A>G
wplywa ponadto na efektywno$¢ splicingu i moduluje efekt dzia-
fania polimorfizmu 20210G>A na stg¢zenie powstajacego mRNA
i jego ekspresj¢ [8]. Ponadto allel 19911G jest rowniez czg$cia
motywu CAGGG, jednego z dziesigciu znanych pentametrowych
sekwencji, ktore umozliwiaja okreslenie potozenia krotkich in-
tronow [8]. Istnieja doniesienia o zwigkszeniu ryzyka zakrzepicy
u nosicieli mutacji 19911A>G niezaleznie od innych ewentual-
nie wspotistniejacych genetycznych uwarunkowan prozakrzepo-
wych [9, 10].

Wzrost st¢zenia protrombiny u nosicielek zmutowanych wa-
riantow obydwu polimorfizméw 19911A>G oraz 20210G>A genu
protrombiny moze wplywac¢ na aktywacj¢ plytek krwi, komorek
migsni gtadkich, fibroblastow, komorek mezangialnych oraz ma-
krofagéw. Poprzez wptyw na adhezjg komorek, proliferacjg mig-
$ni gladkich i waskulogenezg zwigkszone st¢zenie protrombiny
moze zaburza¢ prawidlowe funkcjonowanie lozyska i by¢ przy-
czyna poronien nawracajacych.

Cel pracy

Celem pracy byla ocena czgsto$ci wystgpowania oraz zna-
czenia obecno$ci polimorfizméw 20210G>A i 19911A>G genu
protrombiny w grupie kobiet z dwoma lub wigcej poronieniami
w [ trymestrze ciazy.
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Tabela I. Czgsto$¢ wystgpowania genotypéw i alleli polimorfizmu 20210G>A czynnika Il w grupie badanej z poronieniami oraz w grupie kontrolnej.

) :221 0 Gru(;,),a= ?gg)ana Grup(: ::g;)rolna WR 95%PU p
wartos¢é wartos¢ wartos¢ wartosc¢
Genotypy obserwowana oczekiwana obserwowana oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
GG 146 (97,3) 97,4 178 (98,9) 98,9 0,41 0,07-2,27 ns
GA 4(2,7) 2,6 2(1,1) 1,1 2,44 0,44-13,50 ns
AA 0 (0,0) 0,0 0(0,0) 0,0 - - -
Suma 150 (100,0) 100,0 180 (100,0) 100,0
Allele
G 296 (98,7) - 358 (99,4) - 0,41 0,08-2,27 ns
A 4(1,3) - 2(0,6) - 2,42 0,44-13,30 ns
Suma 300 (100,0) - 360 (100,0) -
Tabela Il. Czesto$¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 19911A>G czynnika Il w grupie badanej z poronieniami oraz w grupie kontrolnej.
. :921 , Gru(,:'a= fsa;ana Grup(: ::gg)rolna WR 95%PU p
wartos¢é wartosé wartos¢é wartos$é
Genotypy obserwowana oczekiwana obserwowana oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
AA 47 (31,3) 29,5 43 (23,9) 26,4 1,45 0,89-2,36 ns
AG 69 (46,0) 49,6 99 (55,0) 50,0 0,70 0,45-1,08 ns
GG 34 (22,7) 20,9 38 (21,1) 23,6 1,10 0,65-1,85 ns
Suma 150 (100,0) 100,0 180 (100,0) 100,0
Allele
A 163 (54,3) - 185 (51,4) - 1,13 0,83-1,53 ns
G 137 (45,7) - 175 (48,6) - 0,89 0,65-1,21 ns
Suma 300 (100,0) - 360 (100,0) -

Tabela I11. Czgsto$¢ wystgpowania poszczegéinych haplotypéw badanych polimorfizméw genu protrombiny oszacowana za pomoca programu PHASE (zapis haplotypow:
pierwsza litera polimorfizm 19911A>G, druga 20210G>A).

Cafa grupa (n=330) Grupa badana (n=150) Grupa kontrolna (n=180)
Hablot czestos¢ biad czestos¢ biad czestosé biad
plotyp wyst. standardowy wyst. standardowy wyst. standardowy
19911A/
0,519082 0,001340 0,530400 0,001083 0,510342 0,002520
20210G
199116/ 0,471827 0,001340 0,456267 0,001083 0,484102 0,002520
20210G ’ ' ’ ’ ' ’
19911A
0,008190 0,001340 0,012934 0,001083 0,003547 0,002520
/20210A
19911G/
0,000901 0,001340 0,000400 0,001083 0,002009 0,002520
20210A
. 4 . Ginekologia
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Materiat i metodyka

Grupg badana stanowito 150 kobiet zamieszkujacych region
Wielkopolski z wywiadem obciagzonym dwoma lub wigcej poro-
nieniami w pierwszym trymestrze ciazy (Srednia wieku 31,5+4,1
lat, zakres 21-45 lat, mediana 31 lat). Wiek ciazowy, w ktorym
doszto do poronienia okreslany byt na podstawie daty wystapie-
nia ostatniej miesigczki, analizy regularnosci cykli miesiaczko-
wych oraz badan ultrasonograficznych. U wszystkich pacjentek
wykluczono obecno$é¢ przeciwciat antyfosfolipidowych oraz in-
nych patologii potozniczych, mogacych mie¢ zwiazek z wystg-
powaniem powiklan zakrzepowych i poronien.

Grupa kontrolna liczyta 180 zdrowych kobiet (§rednia wie-
ku 28,7+4,0 lat, zakres 19-41 lat, mediana 28 lat). W grupie tej
co najmniej jedna cigza zakonczyla si¢ urodzeniem zdrowego,
donoszonego noworodka (Sredni tydzien zakonczenia ciazy
39,1+1,20 tc, $rednia masa noworodka 3472,2+411,97 g). Wyklu-
czono kobiety z poronieniami w wywiadzie oraz innymi powikta-
niami potozniczymi, ktore moga by¢ uwarunkowane zmianami
zakrzepowymi (stan przedrzucawkowy i rzucawka, wewnatrz-
maciczne ograniczenie wzrastania ptodu, pordd przedwczesny,
przedwczesne oddzielenie lozyska, zgon ptodu). Wszystkie pa-
cjentki z grupy badanej i kontrolnej nalezaty do rasy kaukaskiej
i byly narodowosci polskie;j.

Czgsto$¢ wystgpowania polimorfizméw genu protrombiny
badano z zastosowaniem reakcji PCR/RFLP (polymerase cha-
in reaction/restriction fragment length polymorphism). DNA
z leukocytéw krwi izolowano stosujac zestaw QIAamp DNA
Blond Mini Kit (QIAGEN Inc., Niemcy). Do amplifikacji frag-
mentow genu czynnika Il zastosowano specyficzne oligonukle-
otydy. Uzyskane produkty reakcji PCR 345 pz dla polimorfizmu
20210G>A oraz 271 pz dla polimorfizmu 19911G>A genu PTM
hydrolizowano enzymami restrykcyjnymi HindIIl (Fermentas,
Litwa) i MnlI (Eurx, Polska). Wielkosci otrzymanych fragmen-
tow po reakcji restrykcyjnej hydrolizy byty nastgpujace: w przy-
padku polimorfizmu 20210G>A (GG 345 pz, GA 345,322, 23 pz,
AA 322, 23 pz) a dla polimorfizmu 19911G>A (GG 179, 92 pz,
GA 179, 121, 92, 58 pz, AA 121, 92, 58 pz).

Analize statystyczna wynikow czgsto$ci wystepowania ge-
notypow i polimorficznych alleli badanych genow uzyskanych
W pracy zastosowano program statystyczny SPSS 14.0 PL dla
Windows. Warto$ci oczekiwane i obserwowane byly zgodne
z prawem Hardy-Weinberga. Warto$¢ p<0,05 przyjgto za staty-
stycznie istotng. W celu oceny czgstosci wystgpowania haploty-
poéw polimorfizméw genu protrombiny zastosowano programy
PHASE (wersja 2.1) oraz Haploview (wersja 4.2).

Wyniki

Analizujac ~ czgsto$¢  wystgpowania  polimorfizmu
20210G>A w grupie kobiet z poronieniami stwierdzono przewa-
g¢ wystgpowania heterozygotycznego genotypu 20210GA (2,7
vs. 1,1% w grupie kontrolnej, WR=2,44, p=0,26) oraz przewagg
wystgpowania zmutowanego allela 20210A (1,3 vs. 0,6% w gru-
pie kontrolnej, WR=2,42, p=0,26). W obu badanych grupach nie
stwierdzono wystgpowania zmutowanego genotypu homozygo-
tycznego AA. (Tabela I).

W zakresie polimorfizmu 19911A>G zaobserwowano po-
dobng czgsto§¢ wystgpowania zmutowanego genotypu homo-
zygotycznego 19911GG (22,6 vs. 21,1% w grupie kontrolne;j,
WR=1,10, p=0,41). Réwniez frekwencja zmutowanego allela
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19911G byta podobna w obydwu badanych grupach z poronie-
niami oraz kontrolnej (48,6% vs. 45,7%, WR=0,89, p=0,24). (Ta-
bela IT).

Ponadto  wyznaczono obecnos$¢  czterech  haploty-
pow (19911A/20210G, 19911G/20210G, 19911A/20210A,
19911G/20210A) wystepujacych u kobiet w obydwu badanych
grupach. Odnotowano tendencjg do czgstszego wystgpowania ha-
plotypow zawierajacych zmutowany allel 20210A w grupie bada-
nej (19911A/20210A 0,012934 vs. 0,003547 w grupie kontrolnej).
Haplotyp zawierajacy obydwa zmutowane allele 19911G/20210A
wystgpowat w obydwu grupach w bardzo niewielkiej czgstoscei.
Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w czgstosci
wystgpowania poszczegolnych haplotypow pomigdzy grupa ko-
biet badanych i grupa kontrolna. (Tabela III).

Dyskusja
Polimorfizm 20210G>A genu protrombiny

Uwaza sig, ze ryzyko poronienia u nosicielek genotypu
20210GA wzrasta ponad dwukrotnie, a w przypadku pdznych
poronien nawet trzykrotnie [11]. Jednak w zwiazku z tym, ze czg¢-
sto$¢ wystgpowania polimorfizmu 20210G>A w populacji ogol-
nej jest relatywnie niska, jego wpltyw na ryzyko wystgpowania
poronien nawracajacych pozostaje nadal dyskusyjny [12].

Carp i wsp. analizowali grupg 108 kobiet z trzema lub wig-
cej poronieniami w wywiadzie oraz w grupie kontrolnej 82 zdro-
wych kobiet. Pacjentki nalezaty do populacji izraelskiej. Czgstosc
wystepowania genotypu 20210G/A w grupie badanej wynosita
4,6%, natomiast w grupie kontrolnej 6,1%. Badacze podzieli-
li grupg badang na dwie podgrupy — 70 kobiet z poronieniami
w [ trymestrze ciazy oraz 38 kobiet z poronieniami w [ oraz II
trymestrze. Zaobserwowano czgstsze wystgpowanie PTM u pa-
cjentek z poronieniami w I oraz II trymestrze (7,9% vs. 2,86%
w podgrupie z poronieniami tylko w I trymestrze ciazy) [13].

W analizie grupy 75 pacjentek z dwoma lub wigcej poro-
nieniami przed 12 tc. przeprowadzonej przez Pihusch i wsp. za-
obserwowano wystgpowanie genotypu 20210GA 6,7% vs. 0,8%
w grupie kontrolnej (WR=8,53). Ponadto Autorzy tego badania
zasugerowali, ze mutacja PTM poprzez zwigkszenie stgzenia
protrombiny powoduje wywotuje umiarkowany stan zakrzepo-
wy, ale takze poprzez wplyw na adhezj¢ i proliferacje komorek
zaburza funkcjonowanie tozyska [14].

Zwiazek PTM ze zwigkszonym ryzykiem poronien w I try-
mestrze cigzy potwierdzaja rowniez wyniki badania Reznikof-
f-Etievan i wsp. U 20 pacjentek (7,6%) sposrod 260 kobiet z ob-
ciazonym wywiadem w kierunku wystgpowania poronien przed
10 t.c. stwierdzono wystgpowanie polimorfizmu 20210G>A.
W grupie kontrolnej odsetek ten wynosit tylko 2,9% [15].

Foka i wsp. analizowali czgsto$¢ wystgpowania PTM u 80
pacjentek z dwoma lub wigcej poronieniami w wywiadzie, grupe
kontrolna stanowito 100 zdrowych kobiet. Badanie przeprowa-
dzono wsrod populacji greckiej. Odnotowano wystgpowanie po-
limorfizmu 20210G>A u 7 (9%) pacjentek z grupy badanej i u 2
(2%) z grupy kontrolnej WR=4,7, p=0,038) [16].

W prezentowanej pracy zaobserwowano przewage wyste-
powania genotypu heterozygotycznego GA w grupie 150 kobiet
z poronieniami w I trymestrze ciazy 2,7% vs. 1,1% w grupie kon-
trolnej, przy wysokim wspotczynniku ryzyka WR=2.44 (p=0,2).
Rowniez czestos¢ wystgpowania zmutowanego allela 20210A
byta dwukrotnie wigksza w grupie badanej 1,3% vs. 0,6%

833



PRACE ORYGINALNE
potoznictwo

Ginekol Pol. 2013, 84, 830-834

Magdalena Barlik, et al. Polimorfizmy 20210G>A i 19911A>G genu protrombiny a wystepowanie poronien nawracajgcych.

w grupie kontrolnej. Wyniki te sugeruja mozliwy udziat polimor-
fizmu 20210G>A w etiologii poronien nawracajacych w badane;j
grupie kobiet.

Polimorfizm 199114>G genu protrombiny

W ostatnim czasie zostal opisany wptyw polimorfizmu
19911A>G na wzrost aktywnos$ci protrombiny w osoczu oraz
wzrost ryzyka wystapienia zakrzepicy wsrod rasy kaukaskiej,
chociaz okazuje si¢ on by¢ stabszy niz w przypadku polimor-
fizmu 20210G>A [6, 9].

Chinthammitr i wsp. w duzej grupie pacjentow wskazali na
polimorfizm 19911A>G jako na niezalezny czynnik ryzyka za-
krzepicy oraz jednoczes$nie czynnik tagodnie podwyzszajacy ak-
tywnos¢ protrombiny [10]. Réwniez Martinelli i wsp. wykazali
na polimorfizm 19911A>G jako na niezalezny czynnik ryzyka
powstawania zakrzepicy zyl glebokich (podwyzszenie ryzyka
wystapienia zakrzepicy 1,5 raza). Natomiast dodatkowo przy
obecnosci polimorfizmu 19911A>G oraz allela 20210A zaobser-
wowano 2-krotne podwyzszenie ryzyka wystapienia zakrzepicy
[9]. Z kolei w nastgpnej pracy ci sami autorzy wskazali na brak
wplywu polimorfizmu 19911A>G na ryzyko wystapienia zakrze-
picy zylnej zatok mézgowych [17].

Perez-Ceballos i wsp. zasugerowali, ze genotyp 19911AG
zwigksza ryzyko zakrzepicy zyl giebokich u nosicieli genotypu
20210GA [18]. To interesujace spostrzezenie poparte jest wcze-
$niejszym, sugerujacym calkowite sprzgzenie allela typu dzikie-
go 19911A ze zmutowanym allelem 20210A. Ponadto inne ba-
dania sugeruja, ze allel G jest zwiazany z niewielkim wzrostem
aktywnosci protrombiny, powoduje on podwyzszenie poziomu
protrombiny o 4 U/dL w stosunku do allela A, dlatego sam praw-
dopodobnie nie powoduje wzrostu ryzyka wystapienia zakrzepi-
cy (po wykluczeniu nosicieli, u ktorych jednoczesnie wystgpuje
allel 20210A) [19]. Pozostaje to w zgodzie z naszymi obserwacja-
mi, gdzie w grupie badanej jednoczesnie odnotowaliSmy wyzsza
czgstos¢ wystepowania zmutowanego allela 20210A oraz allela
typu dzikiego 19911A. (Tabela I oraz II).

Whioski

Analiza wynikéw wskazuje na mozliwy wplyw zmutowane-
go allela 20201A oraz brak wptywu zmutowanego allela 19911G
genu protrombiny na ryzyko wystgpowania poronien nawracaja-
cych w I trymestrze ciazy w badanej grupie kobiet.

Zgodnie z nasza wiedza nie badano dotychczas zwiazku po-
limorfizmu 19911A>G z wystgpowaniem poronien nawracaja-
cych. Jednoczesnie nalezy podkresli¢ matq ilo§¢ badan dotycza-
cych polimorfizmu 19911A>G genu protrombiny i jego wptywu
na wystgpowanie zmian zakrzepowych, jak rowniez mata ilos¢
analiz wspotwystepowania alleli obydwu badanych w pracy po-
limorfizméw genu protrombiny. W zwiazku z tym niezbgdne sa
dalsze badania w wigkszej liczebnie grupie kobiet z poronieniami
nawracajacymi oraz uwzgledniajace jednoczes$nie inne polimor-
fizmy warunkujace trombofili¢ oraz wptyw czynnikéw srodowi-
skowych [20].
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