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SUMMARY

HEREDITARY THROMBOPHILIA AS ONE OF THE MAIN CAUSES OF REPRODUCTIVE PROBLEMS
IN WOMEN FROM MOLDOVA

Cuvintele Cheie: RPL, Trombofilie erditara, Leiden, Protrombin, gena VKORC1

Miscarriage is considered one of the most common gestational complications and a major problem of contemporary
society. Pregnancy losses have multiple causes, while thrombophilic complications have a higher percentage. In the last
decade the research of hereditary thrombophilia associations with miscarriages has increased considerable and recently
thrombophilia has been postulated as a cause of recurrent pregnancy loss (RPL). Research design was constructed as case-
control type. The case group was represented by 274 patients with reproductive losses and control group by 68 patients with
two or more births. The aim of this study was to identify genetic factors that lead to the formation of thrombosis (F2 G20210A4,
G16914 F5, VKORCI C1173T and G16394 VKORCI), involved in fibrinolysis (PAI-1 4G / 5G), and their association with
reproductive disorders. Odd ratio analysis revealed that mutation G1691A of F5 gene (Leiden mutation) (OR 6.86, 95%CI



0.90, 52.48, p<0.05) and G20210A mutation of F2 gene (OR 2.18, 95%CI 0.26, 18.13, p>0.05) were associated with two
or more reproductive loss being a major risk factor for normal development of pregnancy. It was determined that the gene
polymorphism of plasminogen activator inhibitor (PAI-1 4G/5G), which regulates fibrinolysis process does not influence the
normal course of pregnancy. VKORCI gene is responsible for the activation of vitamin K and therefore would indirectly in-
fluence blood homeostasis. Study of VKORCI gene polymorphisms (C1173T, G1639A) revealed association of homozygous
genotype (T1173T, OR 3.26, 95%CI 1.07, 9.91, p>0.05) with increased risk of complications during pregnancy. Obtain results
emphasize the necessity of hereditary thrombophilia molecular screening in women with RPL.

PE3IOME

HACJIEACTBEHHASA TPOMBO®NJINS, KAK OJHA N3 OCHOBHbBIX IPHYNH
HEBBIHAIIIMBAHUSI BEPEMEHHOCTH

KuiroueBble cji0Ba: HeBbIHALIUBAHUS OepeMeHHOCTH, TPOMOOPpuaus, GudpuHoIns.

AKTyanbHOCTb. Hegbinawusanue bepemenHoCmu A6Aemcs OOHUM U3 CAMBIX PACHPOCMPAHEHHBIX OCIONCHEHUU
2eCmayuoHHO20 Nepuooa U 2NaeHol NPOOIEMOll COBPEMEHH020 0Ouecmed. Bulkudviuu umerom HeckonbKko npuduH, u3
KOMOPIX 3HAYUMENbHAS YACTb NPUHAOLEHCUM MPOMOOPuauyeckum ocrodxichenusm. Hayunas oesmensrnocms nocneo-
Hux 10 nem 6 obnacmu accoyuayuu mpomoéoQuauell ¢ HeBbIHAWUBAHUEM OEPEMEHHOCIU Y MHCEHWUH 3AMEMHO YEenu-
YUOCH, A HeOA8HO MPOMOOPuUALUs DbLIA NOCIYIUPOBAHA KAK npuduHa evikudviwell (RPL). /lannoe uccredosanue npo-
8€0€HO N0 MUNY CY4Al-KOHMPOJb 8 KOMOPOU y4acmeosanu 274 jdceHuuH, KII0UeHHbIX 8 2pYnny 001bHbIX U 68 diceH-
WUH U3 KOHMPOLLHOU 2PYNNbL.

Hens usvickanus 3axm0uanace 6 usyHeHuu MOaeKyIAPHO-2eHEMUYECKUX PaKmopos, KOmopbie Npueoosim K mpomoo-
oobpaszosanuro (F2 G20210A, G1691A F5, VKORCI C1173T u G1639A VKORC); k Hapywenuto ¢pubpunonuza (PAI-1
4G/5G), u ux c6sa3b ¢ penpoOYKMUBHbLIMU PACCHPOUCMEAMU.

Pesyabrarel ananuza Odd Ratio mymayuii G1691A (Leiden) uz eena F5 (OR 6.86, 95% CI 0,90, 52,48, p <0,05) u
G202104 (OR 2,18, 95% CI 0,26, 18,13, p> 0,05) uz eena F2 nokazanu accoyuayuio ¢ 08yms uiu oonee gbikudviuiamu, Oy-
OVYU OCHOBHBIM (HaAKMOPOM PUCKA OJisl HOPMATLHO npomexaioweli bepemenrocmu. Boiio ycmarnosneno, ymo nonumopdusm
2ena uneubumopa axkmusamopa naasmunozena (PAI-1 4G/5G) komoputil pecynupyem uOpunHoiu3s ne euusiem Ha HoOpmaib-
Hottl x00 6epemennocmu. Ien VKORCI umeem ¢ynxyuro axmusayuu eumamuna K u, cnedosamensno, Mosicem KoC8eHHO
enuaAmyb Ha comeocmas Kposu. Ananus nonumopguuix eapuanmos C1173T u G16394 eena VKORCI noxasan, umo 2omo3u-
eommuvlii ceHomun no mymarmuuiti annens T1173T accoyuuposan ¢ nosvluienHbIM PUCKOM OCTONCHEHUU 80 8peMsl OepeMeH-
nocmu (OR 3,26, 95% CI 1,07, 9,91, p>0,05).

BoiBoawl. [lonyyennvie pe3yibmamsl nOOYEPKUBAION HEOOXOOUMOCHb MONEKVIIAPHO20 CKPUHUH2A (Pakmopoe Hacaeo-
CMBEHHOU MPOMOOPUIUL Y HCEHUWUH C NOBMOPHBIMU BLIKUOLILUAMIL.

Introducere: Trombofilia, la randul sau, poate fi dobandita, ca

Una dintre cele mai importante probleme ale in cazul sindromului fosfolipidic, sau ereditara si ca-
obstetricii practice o reprezinta avortul spontan recu- uzatd de: mutatiile Leiden a factorui V de coagulare,
rent. In prezent, in literatura mondiald este acceptat G202104 din gena F2, de polimorfismul PAI-1.
termenul de ,,pierdere recurentd a sarcinii” (Reccurent Unul dintre cei mai frecventi factori trombofilici
Pregnancy Loss - RPL), care este definitd ca pierde- ereditari este mutatia Leiden (OMIM 188055). Trom-
rea consecutiva de doud sau mai multe ori, a sarcinii, bofilia ereditard cauzata de mutatia Leiden este mos-
afectand 1% din cuplurile ce incercara sd conceapa tenita intr-o manierd autosomal dominantd, iar expre-
un copil [6, 7]. Fiziopatologia pierderilor de sarcina sivitatea este variabild si influentatd de mediu [10,11].
este complexa si prost inteleasd. Pierderile recurente Mutatia Leiden este o mutatie de tip missense fiind
ale sarcinii au multiple cauze printre care se numara: localizatd in gena F5 (localizarea pe cromozom —
cauze genetice, endocrine, imunologice, infectioa- 1q24), si cauzata de substitutia G cu 4 in pozitia 1691
se, patologia uterului, trombofilia. Cu toate acestea, a genei care duce la formarea unei proteine rezistente
chiar si dupa investigatii detaliate, mai mult de 80% la clivajul si inactivarea de cétre proteina-C activata
din cazuri riman inexplicabile [7]. In baza rezultate- [4,10,11]. Alela mutanta a factorului Leiden poate ca-
lor histologice ce au depistat infarct extins si necroze uza cresterea riscului de pierdere a sarcinii de doua
in placentele femeilor cu sindrom antifosfolipidic, s-a sau chiar trei ori §i, eventual, de alte complicatii ale
presupus ca tromboza utero-placentard poate duce la sarcinii, cum ar fi preeclampsia, intirzierea cresterii
infarct placentar, urmat de deces fetal [8, 4]. Prin ur- fetale si desprinderea de placenta.
mare, in ultimii 10 ani, interesul studiilor de asociere Un alt factor genetic care poate duce la mani-
a trombofiliei cu pierderile de sarcina a crescut remar- festarea trombofiliei ereditare (OMIM 176930) este
cabil, iar recent trombofilia a fost postulata ca o cauza mutatia G202104 din gena F2 (11pl11.2) . Aceas-
aRPL[9, 4]. ta codificd factorul II de coagulare sau protrombina
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(EC 3.4.21.5), o glicoproteina dependentd de vitami-
na K sintetizatd in ficat ca zimogen inactiv. Mutatia
G202104 din gena F?2 este cauzatd de tranzitia G cu
A in pozitia 20210 din regiunea 3’ netranslata a ge-
nei. Aceasta la randul sdau duce la cresterea valorilor
protrombinei plasmatice si a riscului de tromboza ve-
noasd [1,4,11]. Exista ipoteza ca nivelele crescute de
protrombina ar putea afecta functiile placentei prin in-
fluentarea mecanismului pivotant, cum ar fi adeziunea
celulara, proliferarea mugchiului neted si vasculoge-
neza [12].

Inhibitorul activatorului de plasminogen en-
dotelial (PAI-1) este codificat de gena SERPINEI
(17g22.1) care este un membru al familiei inhibito-
rilor de proteaze serinice, inhiba activatorul tisular
al plasminogenului (PLAT) si activatorul de plasmi-
nogen urokinazic (PLAU). PLAT si PLAU activeaza
proteolitic plasminogenul transforménd-1 in plasmina,
care descompune cheagurile de fibrina. Astfel, PAI-1
regleaza negativ fibrinoliza si impiedica dezolvoltarea
cheagurilor [13, 14]. Anterior s-a demonstrat ca nive-
lele plasmatice ridicate de PAI-1 (OMIM 173360) sunt
legate de deletia/insertia a 1-pb de guanina (4G/5G) in
promotorul genei SERPINE]. Alela 4G este asociata
cu 0 mai mare transcriere si activitate a PAI-1 plasma-
tic. Desi ambele alele leagd un activator transcriptio-
nal, alela 5G de asemenea leagd un represor la site-ul
de legare suprapus. In absenta represorului, alela 4G
induce cresterea nivelului de transcriptie a proteinei
PAI-1[11, 15, 16].

Vitamina K reprezinta un factor necesar pentru o
buna functionare a cascadei de coagulare, fiind in for-
ma sa activa un cofactor endogen pentru un sir de fac-
tori de coagulare ca F2, F7, F9, F10. Gena VKORCI
codifica vitamina K epoxid reductaza subunitatatea 1
care joacd un rol important in activarea vitaminei K
[11, 17]. Cercetarile anterioare au aratat o interdepen-
denta intre polimorfismele genei VKORC] si sensibi-
litatea sau rezistenta la Warfarina utilizata in calitate
de anticoagulant. Rieder si colab., in 2005, a observat
legitatea: cantitatea de ARNm a genei VKORC] va-
riazd 1n functie de haplotip, care este compus dintr-o
anumitd combinatie de polimorfisme ale acestei gene.
Astfel, mecanismul molecular al raspunsului fatd de
doza de warfarina poate fi reglata la nivel transcrip-
tional [18]. Mai tarziu Limdi (2008) si colab. au sta-
bilit ca polimorfismele in gena VKORCI, C1173T
(rs9934438) si G16394 (1s9923231), sunt cei mai
buni predictori ai dozei de warfarina [19]. La momen-
tul actual apar articole care se refera la cercetarea poli-
morfismelor C1173T si G16394 ale genei VKORCI la
pacientii cu boli cauzate de hipercoagularea sangelui
[20, 21].

Prezentul studiu este de tip caz-control si are ca
scop studierea molecular genetica a factorilor ce duc
la formarea trombozelor (F2 G20210A4, F5 G16914,
VKORCI1 C1173T si VKORCI G16394), identificarea
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genelor implicate in fibrinoliza (P41l 4G/5G) si stabi-
lirea asocierii lor cu dereglari reproductive (infertili-
tate feminina).

Materiale si metode:

Drept material al cercetarii au servit 68 de mostre
de ADN colectate de la femei cu doud sau mai multe
sarcini pozitive, care a reprezentat grupul control, si
273 de mostre de ADN facand parte din grupul de cer-
cetare, care la randul sdu a fost divizat in 3 subgrupe:

1. Femei cu nici o sarcina pozitiva (infertilitate)
—gr. 0

2. Femei cu o sarcina pierdutd — gr. 1

3. Femei cu doud sau mai multe pierderi repro-
ductive — gr. 2

Grupurile de cercetare nu se deosebeau de cel de
control fiind de o varsta medie apropiata (tab.1) si fa-
cand parte din aceeasi populatie.

Identificarea polimorfismelor care determina hi-
percoagularea sangelui (FV G16914, FII G202104,
PAIl 4G/5G) si a polimorfismelor genei ce raspunde
de activarea vitaminei K (VKORCI C1173T, G16394)
a fost realizatd prin metoda PCR, urmata de clivarea
ADN amplificat cu o restrictaza site-specifica (RFLP).

Tabelul 1.
Caracterizarea dupa varsta a grupurilor cu pierderi
reproductive si grupul control

Varsta
medie
Femei cu nici o sarcina pozitiva (infer-| 34,8+4.4
tilitate), n=31
Femei cu o sarcina pierduti, n=46 32,1+5,1
Femei cu doud sau mai multe pierderi| 33,7+6,1
reproductive, n=196
Grup control, n=68 33,14£5,7

Analiza PCR-RFLP

Reactia de polimerizare in lant (PCR) s-a realizat
cu amplificatorul Eppendorf MastercyclerPro. Ampli-
ficarea regiunilor specifice de ADN a fost efectuata
intr-un amestec de reactie cu volumul de 25ul care
continea: 0,2 mM de fiecare ANTP, 0,6-0,7 U Dream-
Taq DNA Polymerase, 0,5-1 pg de ADN matrita, 0,25
uM de fiecare primer (forward si reverse), 2,5ul de
10X DreamTaq™ Green Buffer (KCI, (NH,)2S0,), 20
mM MgCL,

Restrictia (RFLP) a fost executata intr-un ames-
tec de reactie care include 5-7 pl de amplificat, 5 U
de restrictaza (Thermo Scientific, SUA) si 1 pl solutie
tampon. Electroforeza fragmentelor restrictionate s-a
efectuat in PAGE de 8% pentru o rezolutie de separare
mai mare.

Mutatia Leiden (F5 G1691A4) este depistatd prin
amplificarea unui fragment de ADN de 229 pb din
gena factorul 5 (£5) din cascada de coagulare cu uti-
lizarea primerilor specifici elaborati (5’-gaaaatgatgcc-
cagtgctt- 3’ si 5°-ttgaaggaaatgccccatta-3’) si urmata de



clivarea cu restrictaza Mnl I. in cazul alelei normale
se obtin 3 fragmente cu marimile 37 pb, 77 pb, 115
pb, iar in cazul prezentei mutatiei se pierde un site de
restrictie si se obtin doar 2 fragmente 77 pb si 152 pb.
Pentru determinarea mutatiei in pozitia G20210A din
gena factorului 2 (F2) se amplificd 345 pb, utilizand
primerii descrigi in literatura de specialitate [1], apoi
se restricteazd cu enzima Hind III. In cazul prezen-
tei mutatiei apare site-ul de restrictie cu vizualizarea
a doud fragmente 345 pb si 330 pb. Polimorfismul
4G/5G al factorului PAI-1 se identifica prin amplifi-
carea PCR in baza praimerilor specifici [2], urmata de
analiza restrictionard cu Bs/l. Genotipul homozigot
dupa alela normala (5G/5G) este caracterizat prin pre-
zenta fragmantelor de 77 si 22 pb, iar genotipul homo-
zigot - dupad alela mutantd (4G/4G) 98 pb.

Polimorfismul C/773T al genei VKORCI este
identificat in baza analizei PCR cu primeri specifici
(5’-tgacatggaatcctgacgtg- 3’ i 5’-tgattgaggatgct-
gtectg-37), iar ampliconul (290 pb) obtinut este supus
analizei de restrictie cu enzima Hinf I. Genotipul ho-
mozigot dupa alela normala (C1/73C) poate fi iden-
tificat prin prezenta unei benzi de 290 pb, iar genoti-
pul homozigot dupa alela mutanta (771/737) — de 250
pb. Pentru determinarea polimorfismului G/6394 din
gena VKORCI au fost amplificate 390pb cu utilizarea
primerilor specifici [3], urmatd de analiza restrictio-
nala cu enzima Msp I. Genotipul homozigot dupa ale-
la normald (G1639G) se caracterizeaza prin prezenta
unei benzi de 390 pb, iar genotipul homozigot dupa
alela mutanta (4716394) — de benzile 260 pb si 130 pb.

Analiza statistica

Analiza statisticd a datelor s-a efectuat cu ajuto-
rul testului Chi-péatrat (X?) utilizat pentru compararea
a doud distributii observate 1n scopul stabilirii omo-
genitatii grupurilor de cercetare (X? <3,84146 pentru
df-1).

in plus, a fost calculat raportul de sanse (OR)
si intervalele de incredere de 95% intre grupurile de
cercetare si grupul control, iar valorile p<0,05 au fost
considerate semnificative statistic. In statistici, OR

cuantificare a prezentei sau absentei asocierii intre
doud proprietati dintr-o populatie anumita si este des
utilizat in studiile medicale de tipul caz-control. Va-
loarea OR >1 demonstreaza o asociere puternica in-
tre doud proprietati, pe cand valori OR <1 o asociere
slaba.

Rezultate si discutii:

Au fost identificate si analizate mutatiile ce duc
la formarea trombozelor (F2 G20210A4, F5 G16914,
VKORCI1 C1173T i VKORCI G16394) si genele im-
plicate in fibrinoliza (PAI-1 4G/5G) la femei fara pier-
deri reproductive.

Mutatia Leiden afecteazd site-ul de interactiu-
ne cu proteina-C activa, astfel obtinand rezistenta
la inactivare si, ca rezultat, creste riscul trombofiliei
[4, 10,11]. Studierea frecventei mutatiei Leiden in
grupurile de cercetare si cel control, utilizdnd testul
Chi-patrat, nu a demonstrat o deviatie statistic sem-
nificativa de la echilibrul Hardy-Weinberg (gr.0 X2 =
0,3559; gr.1 X2 =10,0222; gr.2 X2 =0,5634; contol X2
=0,0045; df-1, p>0,05).

S-a observat ca frecventa alelei dupa mutatia Le-
iden are o pondere cu mult mai mare in grupurile de
cercetare, ea fiind cea mai des intalnita in subgrupul
cu infertilitate feminina (0,097), urmata de grupul cu
2 sau mai multe pierderi reproductive (0,051) si cel
cu un avort spontan (0,022), in comparatie cu grupul
control (0,009) (tab.2).

Prin compararea ponderii genotipurilor genei F'5
G1691A4 dintre grupurile de cercetare si cel control
se evidentiaza o frecventa ridicatd a genotipului he-
terozigot (G1691A4) la grupul cu infertilitate (0,175),
urmata de grupul cu 2 pierderi reproductive (0,096) si
cel cu un avort spontan (0,042) decat in cel de control
(0,017). S-a observat ca in toate loturile cercetate nu
au fost identificate genotipuri homozigote dupa ale-
la mutantd (F5 G36721G). Acest fapt poate fi expli-
cat prin cresterea de 5-7 ori a riscului de aparitie a
trombozei in cazul genotipurilor heterozigote si de 80
de ori la genotipurile homozigote dupa alela mutan-
ta [22], ceea ce ar majora considerabil riscul de avort

reprezintd unul dintre cele trei moduri principale de spontan.
Tabelul 2.
Frecventa alelica a factorilor genetici ai trombofiliei ereditare (parti procentuale)
Femei cu nici o . . . - .
. e Femei cu o sarcina Femei cu doua sau mai
i sarcina pozitiva ozitiva multe avorturi spontane Grupul control
Denumirea (infertilitate) P P
mutatiei
Alela Alela Alela Alela Alela Alela Alela Alela
normald | mutantd normald | mutanta normala mutanta normala | mutanta
F5G16914 0,9032 0,0968 0,9787 0,0213 0,9492 0,0508 0,9912 0,0088
F2 G202104 0,9629 0,0371 0,9889 0,0111 0,9798 0,0202 0,9906 0,0094
PAII 4G/5G 0,4655 0,5345 0,5526 0,4474 0,4699 0,5301 0,4821 0,5179
VKORCI C1173T - - - - 0,5769 0,4231 0,6765 0,3235
VKORCI G16394 - - - - 0,5714 0,4286 0,5368 0,4632
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Pentru a demonstra influenta mutatiei Leiden
asupra problemelor reproductive s-a efectuat raportul
de sanse la loturilor cercetate. O asociere puterica s-a
observat in cazul grupului cu infertilitate OR, avand o
valoare de 13,44 (95% CI 1,54; 117,58; p<0,05) si in
cazul grupului cu 2 sau mai multe pierderi de sarcina
(OR 6,33, 95% CI1 0,83; 48,22; p<0.05) (tab.3).

in decursul a aproximtiv 10 ani cercetarile in ve-
derea asocierii trombofiliei ereditare cu pierderile de
sarcind au crescut considerabil. Multe studii de tipul
caz-control prezinta o asociere Intre mutatiile genelor
trombofilice si RPL, dar altele nu detectateaza nici o
asociere, in functie de popultia studiata. in prezenta
cercetare noi am identificat o interlegatura stransa in-
tre mutatia Leiden si RPL, mai ales in cazul femeilor
cu 2 sau mai multe pierderi reproductive.

Se poate observa ca voloarea OR este cea mai
mare in cazul grupului cu infertilitate (OR 13,44)
(tab.3). Aceasta demonstreaza o strinsa legatura intre
prezenta genotipului heterozigot dupa mutatia Le-
iden si infertilitatea feminina. Acelasi lucru poate fi
observat si in cazul femeilor cu doud sau mai multe
pierderi, numai cd asocierea nu este aga de pronuntata
(OR 6,33). Din datetele obtinute de noi se poate con-
clude ca absenta mutatiei G1691A din gena F5 are o
influenta majora la decurgerea normala a sarcinii §i de
aceea ar fi necesara cercetarea acestei mutatii la feme-
ile cu doud sau mai multe pierderi reproductive pentru
tratarea corectd cu anticoagulante.

Mutatia G20210A din gena F2 care codifica FII
de coagulare sau protrombina duce la cresterea valori-
lor protrombinei plasmatice si, la randul sau, a riscului
de aparitie a trombozei venoase [1,4,11] sau a com-
plicatiilor in cursul sarcinii. Testul Chi-patrat utilizat
pentru stabilirea omogenitatii grupurilor cercetate nu
a demonstrat o deviatie statistic semnificativa (gr.0 X2
=0,0399; gr.1 X2 =0,0057; gr.2 X2 = 0,0842; contol
X2 =0,0048; df-1, p>0,05).

Analizand frecventa alelicd dupa mutatia F2
G202104, am observat o incidenta mai mare a alelei
mutante in grupul cu infertilitate (0,037), in grupul cu
doud sau mai multe avorturi spontane (0,0202) si in
grupul cu o sarcina pozitiva (0,011) decat in lotul con-
trol (0,009) (tab.2).

Totodata, ca genotipul homozigot dupa alela mu-
tantd, la fel ca In cazul mutatiei Leiden, nu a fost de-
pistat in niciunul din grupurile de cercetare. Cauzele
acestui fenomen pot fi aceleasi ca si in cazul mutatiei
Leiden. Frecventa genotipului heterozigot in grupul
control (0,019) a fost mai mica in comparatie cu lo-
turile de cercetare la care frecventa cea mai ridicata a
fost identificata la grupul cu infertilitate (0,071), ur-
mata de grupul cu doud sarcini (0,039) si grupul cu o
sarcind pierduta (0,011).

Analiza raportului de sanse nu a demostrat o aso-
ciere statistic semnificativa a acestei mutatii cu pier-
derile de sarcind, cu toate cd valorile OR au fost mai
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mari ca 1, ceea ce denotd o actiune negativa asupra
sarcinii. Cea mai mare voloarea OR a fost depistata in
grupul cu infertilitate (OR 4,16, 95% CI 0,36; 48,08;
p>0.05) urmata de grupul cu 2 sau mai multe avor-
turi (OR 2,19, 95% CI 0,27; 17,9; p>0.05) si cel cu
o pierdere de sarcina (OR 1,89, 95% CI 0,07; 19,45;
p>0.05) (tab.3).

Cercetdrile arata ca purtatorii mutatiei G20210A4
din gena F2 pot avea nivelul protrombinei de 1,5-2
ori mai mare decat in mod normal [5]. Pihusch si co-
lab. (2001) a studiat mutatiile factorilor de coagulare
si a constatat ca genotipul heterozigot dupa mutatia
G202104 a avut o frecventd mai mare la pacientele
cu avorturi in primul trimestru de sarcina. in afara de
activarea fibrinei, trombina activeazd de asemenea,
componente tisulare reprezentate in placenta si indu-
ce raspunsuri celulare. In opinia lor nivelele crescute
de protrombina ar putea afecta functia placentara prin
influentarea unor mecanisme pivotale, cum ar fi ade-
ziunea celulara, proliferarea muschiului neted si vas-
culogeneza [22].

In grupurile de cercetare ale studiului nostru nu
s-a demonstrat o asociere statistic veridica intre mu-
tatia G202104 din gena F2 si RPL, cu toate acestea,
se observa o crestere considerabild a frecventei alelei
mutante la loturile de cercetare in comparatie cu gru-
pul de control. Valoarea OR cea mai mica a fost iden-
tificatd la grupul cu o pierdere, ceea ce inseamna ca in
cazul acestui grup de femei prezenta mutatiei in gena
F2 nu poate fi asociata cu una din cauzele avortului.

O influentd mare, mutatia F2 G202104 o poate
avea in cazul femeilor cu infertilitate, care este con-
firmata de valoarea OR de 4,16 si la femeile cu doua
sau mai multe pierderi reproductive [2,19]. Cu toate
ca analiza statistica a prezentat valori p>0,05 pentru
toate loturile cercetate, mutatia G20210A din gena F2
ar putea influenta negativ sarcina, aceastd concluzie
poate fi sprijinitd de faptul cd nici in cazul mutatiei din
gena F2 si nici al mutatiei Leiden nu au fost depistati
homozigoti dupa alela mutanta.

Conform datelor stiintifice, mutatiile F5 Leiden
si F2 G20210A sunt cele mai comune §i resposabile
de hipercoagularea sangelui in populatia caucaziana
din nordul Europei [23]. Martinelli si colab. (2000),
intr-un studiu caz-control, observa ca portajul am-
belor alele mutante (F5 Leiden si F2 G20210A4) este
asociat cu triplarea riscului de pierderi fetale [24]. in
grupul nostru de cercetare au fost identificate 3 femei
(1,099%) care aveau in istoric 3-4 avorturi spontane.

Polimorfismul 4G/5G din gena SERPINE I sau
PAI-1 este amplsat in promotorul genei i, prin ur-
mare, asociat cu cresterca sau scdderea nivelelor
palsmatice ale proteinei PAI-1. Conform literaturii
de specialitate, alela 4G este asociatd cu o mai mare
transcriere si activitate a PAI-1 plasmatic si deci cu o
activitate fibrinolitica scazuta. Frecventele polimorfis-
mului 4G/5G PAI-1 au fost cercetate prin intermediul



testului Chi-patrat care nu a identificat deviatii de la
echilibrul Hardy-Weinberg in niciunul dintre grupuri-
le cercetate (gr.0 X2 =0,0451; gr.1 X2 =0,1577; gr.2
X2 =2,0811; contol X2 =2,1921; df-1, p>0,05)
Analizand frecventa alelicd dupad polimorfismul

4G/5G PAI-1, am observat ca ponderea alelei 4G in
grupurile de cercetare (gr.0-0,534; gr.1-0,447; gr.2-
0,53) este aproximativ aceeasi ca in lotul control

(0,518) (tab.2).

Tabelul 3.
Rezultatele analizei raportului de sanse in grupurile cercetate
Genotipurile cercetate Grupul Grupul Raportul de 95% Intervalul de Valoarea
cercetat % control % sanse (OR) incredere (95% CI) ()]
FVgr. 0
G36721G 80,65% 98.,25% 1,00 Ref
G36721A4 19,35% 1,75% 13,44 1,54 - 117,58 p<0,05
A36721A4 0% 0% - - -
FVer. 1
G36721G 95,74% 98.,25% 1,00 Ref
G36721A4 4,26% 1,75% 2,49 0,22 - 28,34 p>0,05
A367214 0% 0% - - -
FV gr.2
G36721G 89,85% 98.,25% 1,00 Ref
G36721A4 10,15% 1,75% 6,33 0,83 - 48,22 p<0,05
A36721A4 0% 0% - - -
FII gr. 0
G20210G 92,59% 98,11% 1,00 Ref
G20210A 7,41% 1,89% 4,16 0,36 - 48,08 p>0,05
A20210A 0% 0% - - -
FII gr. 1
G20210G 97,78% 98,11% 1,00 Ref
G20210A 2,22% 1,89% 1,18 0,07 - 19,45 p>0,05
A20210A 0% 0% - - -
FII gr. 2
G20210G 95,96% 98,11% 1,00 Ref
G20210A 4,04% 1,89% 2,19 0,27-17,9 p>0,05
A20210A 0% 0% -
PAI-1 gr.0
5G/5G 20,69% 16,07% 1,00 Ref
4G/5G 51,72% 64,29% 0,63 0,19 -2,07 p>0,05
4G/AG 27,59% 19,64% 1,09 0,28 -4,32 p>0,05
PAI-1 gr.1
5G/5G 28,95% 16,07% 1,00 Ref
4G/5G 52,63% 64,29% 0,45 0,16 - 1,28 p>0,05
4G/4AG 18,42% 19,64% 0,52 0,14-1,9 p>0,05
PAI-1 gr.2
5G/5G 24,62% 16,07% 1,00 Ref
4G/5G 44,72% 64,29% 0,45 0,2-1,02 p=0,05
4G/AG 30,65% 19,64% 1,02 0,39 - 2,65 p>0,05
VKORC1 G1639A gr.2
G1639G 34,07% 26,47% 1,00 Ref
G1639A 46,15% 54,41% 0,66 0,32 - 1,37 p>0,05
A1639A 19,78% 19,12% 0,80 0,32 -2,02 p>0,05
VKORCI1 C1173T gr.2
C1173C 35,16% 42,65% 1,00 Ref
C1173T 45,05% 50% 1,09 0,55-2,15 p>0,05
T1173T 19,78% 7,35% 3,26 1,07 -991 p<0,05
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Spre deosebire de frecventa alelicd, frecventa ge-
notipicd diferd. Comparand frecventele genotipului
homozigot dupa alela 4G a genei PAI-1 se observa ca
ponderea este mai mare in grupurile de cercetare decat
in grupul control (0,196) (tab.2), iar diferenta cea mai
mare a fost identificatd in grupul cu doud sarcini pier-
dute (0,307), urmata de grupul cu infertilitate (0,276).
Spre deosebire de frecventa genotipului mutant care
este in crestere in comparatie cu contolul, ponderea
genotipului heterozigot este mai mica ca cea depistata
in grupul contol (0,643). Diferenta cea mai mare este
depistata in grupul cu doua sarcini pierdute (0,447) si
cel cu infertilitate (0,517). Grupul cu o sarcina pierduta,
este asemanator cu grupul control dupa ambele genoti-
puri, avind frecventa genotipului homozigot mutant §i
cel heterozigot scazut neesential (0,184 si 0,526).

Frecvetele obtinute au fost utilizate pentru ana-
liza raportului de sanse care a prezentat lipsa asocie-
rii (OR 0,45, 95% CI 0,2; 1,02) in cazul genotipului
heterozigot in grupul cu 2 sarcini pierdute (p=0,05).
in celelate grupuri de cercetare nu s-a demonstrat o
asociere statistic veridica intre genotipurile studiate i
avorturile spontane in timpul sarcinii (tab.3).

Existd multe studii ce indicd o asociere a ale-
lei 4G a genei PAI-1 cu pierderile reproductive care
poate fi cauzata de supraexpresia genei care regleaza
negativ fibrinoliza si impiedicd dezvoltarea cheaguri-
lor. Cu toate aceastea, in prezentul studiu nu a fost
demonstrata asocierea polimorfismului PAI-1 cu avor-
turile spontane.

Daca celelalte mutatii influenteaza direct asupra
coagulogramei, atunci gena VKORCI este un factor
indirect. Produsul genei VKORCI raspunde de acti-
varea vitaminei K, care este un cofactor al factorilor
de coagulare K-dependenti. In prezentul studiu au fost
cercetate 2 polimorfisme ale genei VKORC1 C1173T
si G16394 la femeile cu doud sau mai multe pierderi
reproductive.

Distributia genotipurilor dupd polimorfismele
G1634, C1173T si frecventa alelelor in grupul de cer-
cetare (G16394 X2 = 0,3029; C1173T X2 = 0,5403;
df-1, p>0,05) si de control (G16394 X2 = 0,6028;
C1173T X2 =1,3768; df-1, p>0,05) nu au prezentat
deviatii de la echilibrul Hardy-Weinberg.

in cazul polimorfismului G16394 al genei
VKORCI frecventa alelei mutante este mai micad in
grupul cercetat (0,429) decit in grupul control (0,463),
iar in cazul polimorfismului C//737T alela mutanta
este mai frecventd in grupul cu 2 pierderi (0,423 vs
0,324). Analizand frecventa genotipica a polimorfis-
mului G16394, observam ca frecventa genotipului
A1639A4 este aproximativ aceeasi in ambele grupuri
(0,198 vs 0,191) (tab.2), iar a genotipul heterozigot
in grupul de cercetare este mai mic decat in cel de
control (0,461 vs 0,544). in cazul polimorfismului
C1173T frecventa genotipului homozigot dupa ale-
la mutantad este de 2,6 ori mai mare decat in grupul
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control (0,198 vs 0,074), dar nu sunt observate mari
diferente intre frecventa genotipurilor hererozigote in
grupul de cercetare (0,451) si cel de control (0,500).

Analiza raportului de sanse a demostrat o asoci-
ere, statistic semnificativa, cu avorturile spontane in
timpul sarcinii numai in cazul genotipului homozigot
T1173T al genei VKORCI, indicand o valoare OR de
3,26 (95% CI1 1,07; 9,97; p<0.05). Celelalte genotipuri
au prezentat o asociere slaba cu RPL si nu au fost sta-
tistic veridice (tab.3).

In literatura de specialitate sunt putine lucrari
privind asocierea dintre polimorfismele CI1/73T si
G16394 din gena VKORCI si aparitia trombozilor §i
asocierea lor cu RPL. S-a demonstrat ca cantitatea de
ARNm a genei VKORCI variaza in functie de poli-
morfismele acestei gene, ceea ce la rAndul sau poate
duce la cresterea sau reducerea cantitatii de vit. K ac-
tiva. Aceastd ipoteza ar putea explica diferentele in-
tre valorile OR observate intre aceste 2 polimorfisme
(G1639A OR-0,66 vs T1173T OR-3,26), adica geno-
tipul homozigot T1173T este statistic asociat cu avor-
turile spontane in timpul sarcinii, pe cand genotipul
heterozigot G1639A nu influenteaza sarcina.

in plus, polimorfismele C1173T si G16394 sunt
intens studiate in cadrul farmacogeneticii din motivul
ca, in functie de genotipul pacientului, dupa locusul
VKORCI, poate varia doza de warfarind, care este
un anticoagulant des utilizat in tratarea trombozelor.
Stabilirea dozei optime de warfarina este esentiald in
timpul sarcinii: 0 doza mai mica nu va duce la nici
un efect; o doza mai mare va genera hemoragii si alte
complicatii legate de hipocoagularea sangelui.

Limdi si colab. (2008) au determinat ca variatii-
le in gena VKORCI1 pot cauza variabilitatea dozarii
warfarinei cu 5%-18%, iar cei mai buni predictori sunt
polimorfismele C1173T si G1639A4 [19]. Polimorfismul
G16394, localizat in promotor, este asociat cu sensi-
bilitatea la warfarina, fiind necesare doze mai mici, si
cu riscuri mai mari de sangerari [25, 26], fapt care ac-
centueaza necesitatea cercetarii mai profunde a acestor
polimorfisme la femeile cu pierderi reproductive.

Concluzii:

1. Conform analizei raportului de sanse, mutati-
ile G16914 (Leiden) din gena F5 (OR 6.86, 95% CI
0.90, 52.48, p<0.05) si G202104 F2 (OR 2.18, 95%
CI 0.26, 18.13, p>0.05) reprezintd un factor de risc
major asociat cu pierderi reproductive.

2. Analiza polimorfismului genei inhibitorului
activatorului de plasminogen (PAI1 4G/5G) nu a de-
monstrat o asociere cu derularea anormala a sarcinii.

3. Polimorfismul 71173T al genei VKORC1 este
asociat (OR 3.26, 95% CI 1.07, 9.91, p>0.05) cu cres-
terea riscului de complicatii pe parcursul sarcinii.

4. Conform rezultatelor studiului, se recomanda de
efectuat screeningul molecular la factorii trombofiliei
ereditare (F2 G202104, F5 G16914, VKORCI C1173T
si G1639A) la femeile cu pierderi de sarcina recurente.
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