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— REZUMAT —

Introducere. Polimorfismul genei MTHFR este invocat drept posibila cauza de avort spontan.

Obiective. Scopul lucrarii a fost determinarea profilului genotipic pentru gena MTHFR (677 si 1298) si corelatiile
lui cu avortul spontan la un lot de femei din judetul Bihor.

Material si metode. O cercetare de tip comparativ efectuata pe un lot de studiu (LS) format din 46 de paciente cu
avorturi spontane in antecedente si un lot martor (LM) format dintr-un numar de 50 de femei fara avorturi spontane,
fara istoric familial sau personal de evenimente tromboembolice si care au avut cel putin 2 nasteri cu feti vii in
antecedente. Femeilor din ambele loturi li s-au efectuat genotiparea genei MTHFR pentru pozitiile 677 si 1298 prin
metoda Real-Time PCR.

Rezultate. Proportia si semnificatia statistica a combinatiilor genotipice MTHFR 677/1298 gasite de noi la LS
comparativ cu LM au fost urmatoarele: C677C/A1298A 2,17%, vs. 22% (p = 0,01), C677T/A1298A 23,91%, vs.
20% (p = 0,81), C677C/A1298C 21,73%, vs. 16% (p=0,61), C677C/C1298C 17,39%, vs. 4% (p = 0,09), T677T/
A1298A 13,04%, vs. 8% (p = 0,51), C677T/A1298C 19,56%, vs. 28% (p = 0,49), C677T/C1298C 2,17%, vs. 2%
(p=1)si T677T/A1298C 0%, vs. 0% (p = 1).

Concluzii. Combinatia genotipica C677C/A1298A (homozigot normal/homozigot normal) este intr-un procent
semnificativ mai mare (p < 0,05) in lotul martor comparativ cu lotul de studiu, sugerand rolul sau protector in
producerea avorturilor spontane. Nici un alt polimorfism al acestei gene nu se asociaza, statistic, cu avortul spontan.

Cuvinte cheie: trombofilii ereditare, avort spontan recurent, polimorfisme MTHFR C677T,
A1298C

— ABSTRACT —

Introduction. The MTHFR gene polymorphism is cited as a possible cause of spontaneous abortion.

Aim. The genotype profile determination for the MTHFR (677 and 1298) gene and its correlations with spontane-
ous abortion in a female study group from Bihor County, Romania.

Material and methods. This is a comparative research type conducted on a study group (SG) consisting of 46
female patients with a history of spontaneous abortions and a control group (CG) consisting of 50 females with no
spontaneous abortions, no familial or personal history of thromboembolic events and who have had at least two
previous live births. All women in both groups were genotyped for the MTHFR gene in positions 677 and 1298 by
the Real-Time PCR method.

Results. The proportion and the statistic significance of MTHFR 677/1298 genotype combinations found by us in
the SG compared with the CG was, as follow: C677C/A1298A 2,17%, vs. 22% (p=0,01), C677T/A1298A 23,91%,
vs. 20% (p=0,81), C677C/A1298C 21,73%, vs. 16% (p=0,61), C677C/C1298C 17,39%, vs. 4% (p=0,09), T677T/
A1298A 13,04%, vs. 8% (p=0,51), C677T/A1298C 19,56%, vs. 28% (p=0,49), C677T/C1298C 2,17%, vs. 2%
(p=1) si T677T/A1298C 0%, vs. 0% (p=1).

Conclusion. The C677C/A1298A genotype combination (wild type/wild type) is in a significant higher percentage
(p<0.05) in the control group compared to the study group, suggesting its protective role in producing spontaneous
abortion. No other polymorphism of this gene has been statistically associated with spontaneous abortion.
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INTRODUCERE

Hipercoagulabilitatea indusa de sarcina este un
mecanism de adaptare fiziologica pentru a preveni
sangerarea dupa nastere. Riscul pentru evenimente
tromboembolice creste In cazul in care la sarcina se
asociaza o alta stare de hipercoagulabilitate. (1)

Trombofilia este o anomalie a procesului de co-
agulare care consta in starea de hipercoagulabilitate
a sangelui, fiind o afectiune heterogena, multifac-
toriala avand cauze genetice si non-genetice. (2,3)

Trombofiliile ereditare implicand diferiti factori
ai coagularii pot fi cauza de avort spontan prin
afectarea circulatiei placentare si fetale. (2)

Polimorfismele cele mai studiate in cadrul trom-
bofiliilor ereditare sunt la nivelul genelor factorului
V Leiden (G1619A), factorului II (G21020A) si
metilentetrahidrofolat reductazei (MTHFR).

MTHEFR este o proteind enzimatica care se afla
la intersectia cailor de metilare si sintezd a ADN-
ului. Are un rol central in metabolismul acidului
folic (vitamina B9) si homocisteinei. Enzima
catalizeaza conversia 5,10-metilentetrahidrofolatu-
lui in 5-metiltetrahidrofolat, necesar pentru proce-
sul de remetilare a homocisteinei in metionina. Me-
tionina este convertitd in donorul universal de grup
metil (S-adenosilmetionina), care este folosit apoi
la metilarea ADN-ului si a proteinelor. Acest ciclu
de metilare este foarte important pentru diferite
reactii de metilare care sunt esentiale pentru ex-
presia corespunzatoare a genei si In amprentarea
parentala conferitd de ADN-ul metilat. (4)

Simbolul genei care codifica enzima MTHFR
este MTHFR; gena este localizata la nivelul cromo-
zomului 1p36.3 (HGNC#7436). Este alcatuita din
20374 bp si constituita din 14 exoni. (NCBI#4524)
Cele mai bine studiate sunt SNPs-urile C677T si
A1298C. Ambele produc o schimbare de aminoacid
cu caracteristici biochimice diferite. Cel mai comun
polimorfism si, totodata, cu cel mai important rol in
patologia clinica este C677T, situat la nivelul exo-
nului 4. (5)

Este o mutatie cu sens gresit, in care citozina (C)
este inlocuitad cu timina (T) In pozitia 677 a genei
MTHFR. Consecutiv, acest locus va avea 2 alele:
alela C sau alela non-mutanta si alela T sau alela
mutanta (C677T). Codonul modificat (A222V) va
codifica in loc de alanina (Ala) valina (Val), rezul-
tand o proteind termolabila cu activitate enzimatica
redusa. (4)

Polimorfismul MTHFR C677T este asociat cu
diferite boli vasculare (evenimente tromboembolice,
anevrisme, hipertensiune), avort spontan recurent,

dar si cu afectiuni neurologice (defect de tub neural,
boala Alzheimer, schizofrenia, tulburare bipolara,
migrena), infertilitate masculind, unele cancere,
diabet, psoriazis, toxicitate chimioterapeutica.
(4,6,7,8)

Al doilea cel mai studiat polimorfism este
A1298C situat la nivelul exonului 7: adenina (A)
este nlocuita cu citozina (C), iar codonul rezultat
(E429A) va codifica in loc de alanina (Ala),
glutamina (Gln), rezultand o proteina cu activitate
enzimatica scazuta, fara termolabilitate. (9)

Mutatiile la nivelul genei MTHFR determina o
activitate scazutad a enzimei si hiperhomocisteinemie
care induce agregare plachetard prin promovarea
deteriorarii endoteliale oxidative. (10)

Hiperhomocisteinemia are cauze multifactoriale,
fiind implicati factori genetici (ex. MTHFR,
MTRR), fiziologice (varsta, sexul) si de mediu (ali-
mentatie cu continut scazut de acid folic, fumatul,
medicamente anticanceroase). (11) Nivelul plas-
matic total al homocisteinei variaza in functie de
starea actuald a persoanei In momentul determinarii
(supliment cu acid folic, vitamina B12), creste cu
inaintarea varstei si scade 1n sarcina. (12-14)

Alela 1298C este in dezechilibru de inlantuire
cu alela 677C. In total sunt posibile 9 combinatii de
genotipuri ale celor 2 alele: C677C/A1298A;
C677C/A1298C; C677C/C1298C; C677T/A1298A;
C677T/A1298C; C677T/C1298C; T677T/A1298A;
T677T/A1298C; T677T/C1298C. Combinatiile ge-
notipurilor T677T/A1298C, C677T/C1298C si
T677T/C1298C sunt foarte rar observate. (8,15)
Frecventa diferitelor haplotipuri variaza in diferite
regiuni ale lumii si diferite grupuri etnice.
(PharmGKB#PA245; 4)

Colegiul American de Geneticdi Medicala
(ACMQG) considera ca polimorfismele la nivelul
genei MTHFR nu reprezinté un factor de risc pentru
avorturile spontane n urmatoarele situatii: geno-
tipurile C677T sau A1298C (starea de heterozigotie),
genotip C677T/A1298C (starea de heterozigotie
compusd) si genotip C1298C (starea de homozi-
gotie). (8)

In unele cazuri se recomanda evaluarea posi-
bilelor asocieri cu alti factori de risc. Spre exemplu,
in cazul genotipului T677T (starea de homozigotie
pentru varianta termolabild) sau in cazul uneia din
combinatiile genotipice rar intdlnite, cum ar fi
T677T/A1298C, C677T/C1298C si  T677T/
C1298C. (8)

Ipoteza de la care am pornit studiul este aceea
ca frecventa avortului spontan poate fi corelata cu
polimorfismul genei MTHFR.
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OBIECTIVE

Scopul lucrérii a fost determinarea profilului ge-
notipic pentru gena MTHFR (677 si 1298) si co-
relatiile lui cu avortul spontan la un lot de femei din
judetul Bihor, comparativ cu un lot martor de femei
fara antecedente obstetricale patologice.

LOT DE STUDIU $1 METODE

Lotul de studiu (LS) este format dintr-un numar
de 46 de paciente cu avorturi spontane in ante-
cedente.

Criteriile de includere:

— paciente cu cel putin 2 avorturi de cauza

neprecizata in antecedente;

— paciente cu un singur avort spontan de cauza
neprecizatd, dar cu antecedente patologice
personale sau heredocolaterale de evenimente
tromboembolice;

— paciente diagnosticate aleatoriu cu trom-
bofilie dupa un singur avort spontan.

Criteriile de excludere:

— femei cu avorturi de alte cauze cunoscute
(cromozomiale, morfologice, endocrine, in-
fectioase, imunologice — sindrom antifosfoli-
pidic, alte hemopatii s.a.);

— femei cu varsta sub 18 ani;

— femei cu conditii de mediu favorizante pentru
avort (mediu profesional toxic, mari consu-
matoare de tutun si alcool s.a.).

Lotul martor (LM) a fost format dintr-un nu-
mar de 50 de femei fara avorturi spontane in ante-
cedente.

Criteriile de includere:

— femei cu cel putin 2 nasteri cu feti vii In an-

tecedente;

— femei cu varsta peste 18 ani.

Criterii de excludere:

— femei cu antecedente de avort spontan;

— femei cu complicatii obstetricale ale sarcinii
(sangerari, preeclampsie, dezlipire de pla-
centd, retard de crestere intrauterina, nastere
prematura);

— femei cu fertilizare in vitro;

— femei care au facut tratament cu anticoa-
gulante pe parcursul sarcinii;

— femei cu antecedente personale sau heredo-
colaterale de evenimente tromboembolice
(tromboza venoasa profunda sau superficiala,
embolie pulmonara, infarct miocardic, atac
vascular cerebral, singerari).

METODA DE LUCRU

Femeilor din ambele loturi li s-au efectuat ace-
leasi proceduri de determinare a polimorfismelor
MTHFR 677 si MTHFR 1298.

Extractia de ADN. Fiecarei femei i s-a recoltat
2 ml sange venos periferic intr-o eprubeta cu con-
tinut de EDTA din care s-a facut extractia de ADN
folosind 100 pl sange cu ajutorul kitului Quick-
gDNA™ MiniPrep — Zymo Research. ADN-ul
extras a fost pastrat in congelator la -20°C pana in
momentul analizei PCR.

Genotiparea s-a efectuat prin metoda Real-
Time PCR (Eco Illumina) folosind kitul Gene
Proof® (Cehia), bazat pe amplificarea segmentelor
de ADN, cuprinzand probe de hibridizare marcate
fluorescent pentru mutatiile respective si pentru
genotipurile normale, permitdnd discriminarea
exacta (100%) a genotipurilor normale (C677C si
A1298A), heterozigote mutante (C677T siA1298C)
si cele homozigote mutante (T677T si C1298C).

Prelucrarea statistica a informatiilor medicale
despre persoanele din cele 2 loturi si rezultatele stu-
diului au fost Inregistrate si prelucrate statistic prin
programul MS Office Excel. Rezultatele obtinute la
cele doud loturi au fost comparate utilizand testul
Fisher; valorile de semnificatie (p) au fost calculate
cu ajutorul programului ,,Graph Pad Software*
(www.graphpad.com/quickcalcs/contingencyl.
cfm3.)

De la fiecare pacienta si fiecare femeie din lotul
martor s-a obtinut consimtimantul informat.

REZULTATE $I DISCUTII

Lotul de studiu a fost format din 46 de paciente,
dintre care:

— 27 (58,70%) paciente cu cel putin 2 avorturi

spontane in antecedente;

— 13 (28,26%) paciente cu un singur avort
spontan, dar cu antecedente patologice here-
docolaterale sugestive pentru trombofilie
(rude de gr. I);

— 6 (13,04%) paciente cu un singur avort spon-
tan diagnosticate aleatoriu cu trombofilie.

Varsta medie a pacientelor In momentul pre-
zentarii a fost 30,7 ani, la LS, respectiv 29,1 ani la
LM.

Numirul mediu al avorturilor spontane in LS a
fost 2,0 (minimum 1, maximum 5); numarul mediu
al nasterilor normale in LM a fost 2,8 (minimum 2,
maximum 9).

Varsta gestationala medie la care s-a produs
avortul la femeile din LS a fost de 8,36 saptamani,
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marea majoritate (91,21%) in primul trimestru de
sarcind, 7,69% 1in al doilea trimestru de sarcina si
1,10% 1n al treilea trimestru de sarcina.

Distributia polimorfismelor testate si combi-
natiile genotipice la cele 2 loturi este prezentata in
Tabelul 1 si Fig. 1, 2, 3 51 4.

TABELUL 1. Distributia polimorfismelor si combinatiile
genotipice la cele 2 loturi

Combinatii genotipice MTHFR LS LM Valoare
677/1298 (n=46) | (n=50) p
C677C/A1298A* (homozigot 1 11 (22%) | 0,01
normal/homozigot normal) (2,17%)

C677T/A1298A (heterozigot 11 10 (20%) | 0,81
mutant/ homozigot normal (23,91%)

C677C/A1298C (homozigot 10 8 (16%) 0,61
normal/heterozigot mutant) (21,73%)

C677C/C1298C (homozigot 8 2 (4%) 0,09
normal/homozigot mutant) (17,39%)

T677T/A1298A (homozigot 6 4 (8%) 0,51
mutant/homozigot normal) (13,04%)

C677T/A1298C (heterozigotie 9 14 (28%) | 0,49
compusa) (19,56%)

C677T/C1298C (heterozigot 1 1(2%) 1
mutant/homozigot mutant) (2,17%)

T677T/A1298C (homozigot 0 (0%) 0 (0%) 1
mutant/heterozigot mutant)

T677T/C1298C (homozigot 0 (0%) 0 (0%) 1
mutant/homozigot mutant)

* p<0,05

Incidenta combinatiei celor doua genotipuri
normale C677C/A1298A (Fig. 1) a fost intr-un
procent semnificativ mai mare la LS fatd de LM (p
= 0,01), ceea ce sugereaza rolul lor protector in
producerea avortului spontan.

MTHFR C667C/A1298A
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FIGURA 1. Combinatia genotipicd normalé la nivelul
genei MTHFR

Combinatiile care includ starea de heterozigotie
mutanta, respectiv C677T sau A1298C (Fig. 2) sunt
mai frecvente (statistic nesemnificativ) la LS com-
parativ cu LM, la fel ca si combinatiile care includ
starile de homozigotie mutantd T677T sau C1298C
(Fig. 3). Chiar daca diferentele nu sunt statistic

semnificative, aceste combinatii genotipice nu ex-
clud participarea lor in patologia avortiva daca sunt
asociate altor polimorfisme implicate, exceptand
polimorfismului homozigot C1298C care, conform
datelor din literatura, este exclus in totalitate ca
factor de risc.
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FIGURA 2. Starea de heterozigotie la nivelul genei
MTHFR
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FIGURA 3. Starea de homozigotie la nivelul genei
MTHFR

Starea de heterozigotie compusa (C677T/A1298C)
a fost observata Intr-un procent mai mare la LM
comparativ cu LS, statistic nesemnificativ (Fig. 4),
conform cu datele din literatura, care exclud acest
genotip din categoria celor de risc pentru avort
spontan.
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FIGURA 4. Starea de heterozigotie compusa la nivelul
genei MTHFR
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CONCLUZII

1. Starea de heterozigotie pentru polimorfismele
studiate (C677T si A1298C), ca si starea de hete-
rozigotie compusa (C677T/A1298C) nu au semni-
ficatie clinica patologica direct corelatd cu avortul
spontan, rezultat ce corespunde cu datele din lite-
ratura.

2. Starea de homozigotie pentru polimorfismele
studiate (MTHFR T677T si C1298C) este repre-
zentata intr-un procent mai mare in LS fatd de LM,
fara a avea valoare semnificativa statistic; genotipul
MTHFR T677T nu trebuie insa ignorat, deoarece in
asociere cu alte mutatii poate creste riscul mani-
festarilor clinice tromboembolice.
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