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WYKAZ ZASTOSOWANYCH SKROTOW

AC - obwdd brzuszka ptodu (ang. abdominal circumference)

ACE - enzym konwertujgcy angiotensyng¢ (ang. converting angiotensin enzyme)

BMI - wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

COLI1AL - kolagen typu 1 alfa (ang. alpha 1 type I collagen preprotein)

COLS5A2 - kolagen typu 5 alfa (ang. collagen type 5 alpha 2)

COMT - katecholo-O-metylotransferaza (ang. catechol-O-methyltransferase)

DHFR - reduktazy dihydrofolianowej (ang. dihydrofolate reductase)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

dTMP - deoksytymidylomonofosforan (ang. deoxythymidine monophosphate)

dUMP - deoksyurydynomonofosforan (ang. deoxyuridine monophosphate)

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylene diamine tetraacetic acid)

EGF- nablonkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor)

FAD - dinukleotyd flawinowdeninowy (ang. flavin adenine dinucleotide)

FTHFD - dehydrogenaza formylotetrahydrofolianowa (ang. formyltetrahydrofolate
dehydrogenase)

HC - obwdd glowki ptodu (ang. head circumference)

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetate)

IUGR - wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania plodu (ang. intrauterine growth
restriction)

LBW - mata masa urodzeniowa (ang. low birth weight)

LPR8 - biatko skojarzone z receptorem lipoproteiny o niskiej gestosci-8 (ang. low-density
lipoprotein receptor—related protein 8 ,apoE receptor 2)

MBL - lektyna wigzgca mannoze (ang. mannose-binding lectin)

MS - syntaza metioniny (ang. 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase)
MTHFD1 - dehydrogenaza metylenotetrahydrofolianowa (ang. methylenetetrahydrofolate
dehyrdogenase)

MTHFR - reduktaza metylenotetrahydrofolianowa (ang. methyleletetrahydrofolate reductase)

MTR - syntaza metioniny (ang. 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase)
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MTRR - reduktaza syntazy metioniny (ang. 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine
methyltransferase reductase)

NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (ang. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate-oxidase)

OD - wspotczynnika gestosci optycznej (ang. optical density)

PABA - kwas para-aminobenzoesowy (ang. para-aminobenzoic acid)

PCFT - system transportu (ang. proton-coupled folate transporter)

PCFT - przenosnik folianow sprzezony z protonem (ang. proton-coupled folate transporter)
PCR - tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polimerase chain reaction)

PLAU - aktywator plazminogenu typu urokinazy (ang. plasminogen activator urokinase)
RFCL1 - transporter zredukowanych folianow (ang. reduces folate carrier)

RLFP - polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (ang. restriction fragment length
polymorphism)

SAH - S-adenozylohomocysteina (ang. S-Adenosyl-L-homocysteine)

SAHH - hydrolaza S-adenosylohomocysteina (ang. S-Adenosyl homocysteine hydrolase)
SAM - S-adenozytometionina (ang. S-adenosylmethionine)

SGA - mata masa w stosunku do wieku cigzowego (ang. small for gestational age)

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)

PU - przedziat ufnosci (ang. confidence limit)

TCII - transkobalamina 1l (ang. transcobalamin I1)

TIMP?2 - tkankowy inhibitor metaloproteinazy 2 (ang. tissue inhibitor of metalloproteinase 2)
TNF-alpha - czynnik martwicy nowotworow alfa (ang. tumor necrosis factor alpha)
TNFRSF6 - tkankowy czynnik martwicy nowotworéw nadrodziny 6 (ang. tumor necrosis
factor receptor superfamily member 6)

TS - syntaza tymidylanowa (ang. thymidylate synthase)

WR - wspoétczynnik ryzyka, iloraz szans (ang. odds ratio, OR)

VDR - receptor witaminy D (ang. vitamin D receptor)
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1. WSTEP

1.1. HIPOTROFIA PLODU - RYS HISTORYCZNY

Problemy hipotrofii wewnatrzmacicznej ptodu oraz zwigzanych z tym powiklan u
noworodkow o matej masie urodzeniowej od dawna s3 przedmiotem szczegdlnego
zainteresowania potoznikéw i neonatologéw. W licznych opracowaniach wskazano, ze
hipotrofia prowadzi w konsekwencji do powiktan w okresie prenatalnym 1 okotoporodowym,
jak rowniez wigze si¢ z niekorzystnymi implikacjami dla dalszego rozwoju psychofizycznego
dzieci [216].

Problem hipotrofii ptodu wzbudzatl zainteresowanie juz w starozytnosci, kiedy po raz
pierwszy wskazywano zaré6wno na rézny czas trwania cigzy, jak tez na rdézna mase¢
urodzeniowg noworodkéw pochodzacych z cigz zakonczonych w takim samym tygodniu
czasu ich trwania. Rzymski historyk, pisarz i filozof Pliniusz Starszy w swojej Historii
naturalnej podaje, ze wszystkie organizmy majg okreslony czas zakonczenia cigzy. Wedtug
wykorzystywanego wowczas prawa dwunastu tablic wskazano, ze prawidtowo cztowiek rodzi
si¢ w dziesigtym miesigcu cigzy [35]. Natomiast obserwowano rowniez zakonczenie cigz w
innych terminach: ,,jeden w 7. miesigcu, inny w 8. miesigcu, tak do poczqtku 11. miesigca”
[151]. Pierwsze notatki na piSmie moéwigce o normie masy ciata noworodka, ktéra jest
warto$cig  graniczng, decydujaca o jego szansach dalszego przezycia oraz
petnowarto$ciowego rozwoju datuje si¢ na szesnasty wiek. Jednakze dopiero w pierwszej
dekadzie XX wieku rozpoczat si¢ zwyczaj systematycznego wazenia noworodkow po
porodzie. Finski pediatra Ylppo byt pierwszym, ktory zaproponowat 2500 g jako norme masy
urodzeniowej noworodka. Wedtug niego noworodki o mniejszej masie ciata sg niedojrzate 1
zagrozone wystgpieniem powiklan. W 1961 roku Warkany i wsp. wprowadzili pojgcie
wewnagtrzmacicznego ograniczenia wzrastania ptodu (IUGR — intrauterine growth restriction)
opisujac rozwoj cigzy, w ktorej matka z powodu choroby zasadniczej stosowata metotreksat.
W swoim artykule oceniajac rozwdj noworodkow zastosowali oni odniesienie do norm: masy
i dhlugosci ciala oraz obwodu glowy plodu w poszczegdlnych tygodniach cigzy [208].
Natomiast w 1963 r. Lubchenko i wsp. opublikowali krzywe wzrastania ptodu w postaci

percentyli, ustanawiajagc obecnie przyjety sposob przedstawiania wartos$ci referencyjnych

6
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[107]. W Polsce siatki centylowe dla noworodkow poznanskich w roku 1969 opracowat
Stomko 1 wsp. [175], natomiast w roku 1973 dla dzieci warszawskich Brzozowska 1 wsp.

[28].

1.2. HIPOTROFIA PLODU - DEFINICJA, EPIDEMIOLOGIA

Wiele niejasnosci narosto wokoét terminologii zwigzanej ze zjawiskiem malej masy
ptodu. Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO - World Health Organization)
okreslenic mala masa urodzeniowa (LBW - low birth weight) dotyczy masy ptodu ponizej
2500 g niezaleznie od wieku cigzowego [124].

Termin mala masa w stosunku do wieku cigzowego (SGA - small for gestational
age) oznacza, ze masa noworodka jest zbyt mata w stosunku do wieku cigzowego. Wedtug
najpowszechniejszej definicji znajduje si¢ ona ponizej 10 centyla, dostosowana dla danego
tygodnia cigzy i danej populacji [182]. Niektorzy autorzy przyjmuja inne wartosci graniczne
masy np. ponizej 5, 3 a nawet 2 centyla [66, 145, 167], ponizej 2 odchylen standardowych
[114], badZz obwod brzuszka ptodu ponizej 5 lub 2,5 centyla [66, 145, 167]. Mata masa ciala
noworodka z rozpoznanym SGA moze by¢ cechg konstytucjonalng lub wynikaé z
patofizjologicznej przyczyny dotyczacej matki, ptodu, badz tozyska [74].

Okreslenie hipotrofia lub ograniczenie wewnatrzmacicznego wzrastania plodu
(IUGR - intrauterine growth restriction) odnosi si¢ do ptodu, ktory nie zdotat wykorzystac
swojego potencjalu wzrostowego w czasie zycia ptodowego. Terminem hipotrofii okresla si¢
patologiczny proces prowadzacy do ograniczenia wzrastania plodu. Hipotrofi¢ ptodu mozna
rozpozna¢, gdy dwukrotnie wykonane pomiary plodu w tonie matki wykazuja zbyt wolne
tempo wzrastania i/lub jego masa ciala jest mniejsza niz 2 SD lub 10 percentyl w stosunku do

wieku ptodowego w danej populacji [71].

Uwaza si¢, ze mata urodzeniowa masa ciata u okoto 70% noworodkow z SGA wynika
z przyczyn konstytucjonalnych, takich jak masa ciata 1 wzrost matki, rodnos¢ i przynalezno$é
do okreslonej grupy etnicznej, pozostate 30% to dzieci z rozpoznanym IUGR [106, 194]. W
grupie SGA moga wiec znalez¢ si¢ noworodki z hipotrofig, jak i konstytucjonalnie mate. Tak
wiec pojecia SGA i1 IUGR sa zblizone do siebie, ale nie sg synonimami [83]. Wedtug
niektorych autoréw ptod, u ktérego nastapilo opdznienie wzrastania, lecz urodzit si¢ zanim
jego masa obnizyla si¢ ponizej 10 percentyla, powinien by¢ traktowany jak noworodek z

hipotrofig, nawet jesli masa urodzeniowa jest wtasciwa dla danego wieku cigzowego [64,
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113].

Duze znaczenie dla masy urodzeniowej maja czynniki populacyjne np. $rednia masa
urodzeniowa noworodkow w Indiach (2771 g) i Irlandii (3478 g) r6zni si¢ znaczaco, podobnie
jak odsetek noworodkow LBW (5,9% 1 29,0%), mimo podobnego $redniego czasu trwania
cigzy (40,6 tc. 1 40,5 tc.). Moze to odzwierciedla¢ zarowno biologiczne zrdéznicowanie
ludzkiej populacji, jak i r6znice spoteczne [211].

Trudno jednoznacznie okresli¢ jak wiele dzieci rodzi si¢ z wewnatrzmacicznym
ograniczeniem wzrastania. Vandenbosche i1 Kichner podaja, ze problem ten dotyczy 4-7%
noworodkow [200], podczas gdy Brodsky i Cristou podajg wartosci 5-7% dzieci z IUGR.
Wedtug tych ostatnich autorow odsetek ten moze sigga¢ nawet do 15%, gdy nie rozgranicza
si¢ noworodkow urodzonych z SGA i IUGR [25]. Barut i wsp. podaja, ze czestosé
wystepowania [UGR wynosi okoto 3-10% w krajach rozwinigtych. W krajach rozwijajacych
si¢ problem hipotrofii sigga 15-20% [15]. Wykazano, ze 52% martwych urodzen jest
zwigzanych z IUGR, a 10% umieralno$ci okotoporodowej jest konsekwencja

wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania ptodu [110].

1.3. KLASYFIKACJA HIPOTROFII PLODU

Najczesciej wykorzystywanym podziatem hipotrofii jest klasyfikacja oparta na
stwierdzeniu Winicka [212], ze w rozwoju komérkowym organéw ptodu 1 tozyska mozna
wyrozni¢ trzy glowne fazy. Najpierw, w wyniku intensywnych mitoz, dochodzi do
zwigkszania si¢ liczby komorek, co odbywa sie¢ od poczatku I trymestru do okoto 20 tc.
Po6zniej oprocz podziatow komorek (hiperplazja) nastepuje intensywny wzrost ich wielkosci
(hipertrofia). Od okoto 28 tc. az do terminu porodu dochodzi do gwaltownego wzrostu
rozmiarow komorek, co skutkuje m.in. przyrostem tkanki tacznej, ttuszczowej 1 mig§niowe;.
Przyrost masy ptodu w 15 tc. wynosi okoto 5 g/24 h, podczas gdy w 24 tc. - 15-20 g/24 h, aw
34 tc. - 30-35 g/24 h. Tak wigc, najwigkszy przyrost masy ciata ptodu dokonuje si¢ w ciggu
ostatnich 20 tygodni cigzy [124]. Do ograniczenia wzrastania moze dojs¢ w dowolnym
okresie cigzy. Jednak czynniki dziatajace we wczesnym okresie cigzy powodujg globalne
ograniczenie wzrastania ptodu, natomiast po6zniej dochodzi do wstrzymania rozwoju tylko
niektorych tkanek np. tkanki tluszczowej, migsniowej, a oszcz¢dzane s3 inne narzady np.

mozg 1 serce [213].
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Klinicznie wyodrgbniono 2 podstawowe typy hipotrofii ptodu:

1. Typ symetryczny (hipoplastyczny lub gleboki) - wystepuje w okoto 25% przypadkow i
charakteryzuje si¢ wczesnym poczatkiem zmian we wzrastaniu ptodu. W tym typie czynniki
patologiczne oddziatuja na ptéd od wczesnego okresu cigzy. Pt6d ma proporcjonalnie
mniejszy obwodd brzuszka (AC - abdominal circumference) i glowki (HC - head
circumference) oraz wymiary kosci dtugich. U noworodkow wystepuja zar6wno niedobory
masy ciata, jak i dlugosci urodzeniowej. Klinicznie stwierdza si¢ prawidtowo rozwinigta
tkanke ttuszczowg i dobrze napieta skore. Glikemia, proteinogram i hematokryt sg na ogot w
normie. Typ ten jest najczesciej zwigzany z nieprawidtowosciami chromosomalnymi, wadami
genetycznymi, wrodzonymi zaburzeniami metabolizmu. Pourodzeniowe nadrabianie
niedoboru wzrostu (catch-up growth) w tej grupie jest obserwowane rzadko na skutek
trwatego obnizenia potencjalu wzrostowego.

2. Typ asymetryczny (hipotroficzny) - ten typ wrodzonej hipotrofii rozpoczyna si¢ w
drugiej potowie cigzy. Wartos¢ AC jest bardziej zmniejszona niz warto§¢ HC. Klinicznie
stwierdza si¢ matg mas¢ urodzeniowg ciata przy wzglednie prawidlowym obwodzie glowy i
dlugosci ciala noworodka. Noworodek przybiera charakterystyczny wyglad, ma
nieproporcjonalnie duza glowe, zapadniety brzuch, brak tkanki tluszczowej oraz dhugie i
chude konczyny. Deficyt masy zalezy tu od wielkosci komoérek a nie ich liczby. Jest on
zwigzany z zaburzeniem wzrostu komorek, co skutkuje wyraznym ograniczeniem wzrastania
narzadow, ktore intensywnie rozwijaja si¢ w tym okresie. U ptodu sag juz wtedy rozwiniete
mechanizmy kompensacyjne, pozwalajace na redystrybucje¢ krwi do mozgu, serca i nadnerczy
oraz ograniczenie przeptywu w pozostatych narzadach jamy brzusznej, skorze i ukladzie
kostnym. Czg¢sto stwierdza si¢ hipoglikemig, podwyzszony hematokryt 1 hipoproteinemig.
Potencjat wzrostowy jest zwykle prawidlowy. Wsrod tych noworodkow obserwowane jest
czesto pourodzeniowe nadrabianie niedoboru wzrostu (catch-up groth). Do hipotrofii
nieproporcjonalnej dochodzi przede wszystkim w przypadku powstawania nasilonych zmian
w tozysku, utrudniajacych tozyskowa wymiane gazowq. Pojawia si¢ najczgsciej w zwigzku z
towarzyszacymi chorobami matki - nadci$nieniem tetniczym, wadami serca, chorobami
nerek, paleniem papierosow i przewlektym niedozywieniem matki [83].

3. Typ mieszany hipotrofii - niektorzy autorzy wyrdzniaja trzeci typ hipotrofii. Dotyczy on
noworodkow z cigz o prawidlowym przebiegu, gdzie w koncowym okresie dochodzi do

naglego ograniczenia doptywu substancji odzywczych dla ptodu. Noworodki takie rodza si¢ z
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prawidtowg dtugosciag ciata i obwodem glowy, ale ze znacznym niedoborem masy ciata na

skutek ubytku tkanki thuszczowej [43].

Hipotrofia ptodu w poprzedniej cigzy wydaje si¢ zwicksza¢ ryzyko powtorzenia si¢ tego
powiktania w nastgpnej cigzy [153] i ryzyko to zwigksza si¢ wraz ze zmniejszeniem wzrostu
ciezarnej 1 wiekiem powyzej 30 rz [34]. Analiza grupy 39 615 pacjentek ze Szwajcarii
wykazata korelacje czestszego wystepowania matej masy urodzeniowej noworodka w
poprzedniej cigzy u cigzarnych z hipotrofig o niewyjasnionej etiologii [205].

Wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania plodu zwigksza ryzyko niedotlenienia
ptodu, zaburzen ze strony OUN ptodu jak krwawienie dokomorowe, leukomalacja
okotokomorowa i zawaly w obrebie tkanki mozgowej, a takze hipoglikemii, zespotu aspiracji
smoéltki, zaburzen oddychania noworodka [156]. Zachorowalno$¢ 1 umieralnosé
okotoporodowa zalezy od stopnia cigzkos$ci hipotrofii, najbardziej zagrozone sg noworodki o
najmniejszej masie urodzeniowej [111]. Mclntire 1 wsp. wskazuja, ze wspotczynniki te sa
gorsze wsrdd noworodkéw urodzonych o czasie, ale z masg ponizej 3 centyla. Analizujac
grupe noworodkéw urodzonych w latach 1988-1996 w Parkland Hospital, Dallas, USA
wykazali oni az dziesigciokrotne zwigkszenie umieralno$ci wérod noworodkéw z masa
ponizej 3 centyla [117]. Wcze$niaki z towarzyszacym SGA sa znacznie bardziej zagrozone
[150]. Analiza retrospektywna przeprowadzono przez Garite i wsp., obejmujaca noworodki z
cigz pojedynczych urodzonych miedzy 23 a 34 tc. (wylaczajac wspolistniejace duze wady
rozwojowe), wskazuje na hipotrofi¢ jako istotny czynnik zwigkszonej umieralnosci i
zachorowalnosci, gdzie kazdy przypadek hipotrofii wigzat si¢ z wystepowaniem martwiczego
zapalenia jelit, konieczno$cia wspomagania oddechu, retinopatia wcze$niakéw, a W
konsekwencji zwigkszong umieralnoscig [60]. Z kolei praca autorstwa Dasche 1 wsp.
pokazuje, ze asymetryczne wewngtrzmaciczne ograniczenie wzrastanie plodu czgsciej
koreluje z wcze$niejszym wystapieniem nadcis$nienia cigzowego (<32 tc.) niz symetryczna
posta¢ IUGR (7,0 vs. 1,0%), czestszym rozwigzaniem droga cigcia cesarskiego z powodu
zaburzen czynnos$ci serca plodu (15,0 vs. 3,0%) oraz czestszym wystapieniem cig¢zkiej
zachorowalno$ci noworodkow (14,0 vs. 5,0%) [39]. Rowniez Isaksen i wsp. analizujac grupe
577 ciezarnych, ktére urodzity o czasie stwierdzili zwigzek m.in. pomiedzy umieralno$cia
noworodkow a mata masa urodzeniowa dziecka z poprzedniej cigZy i matczyng masg ciala

<50 kg przed zajsciem w cigze [80].
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Badanie Markestad 1 wsp. poréwnujace dzieci z mata urodzeniowg masg ciata z grupa
bez tego powiktania, wykazato co prawda cz¢sciowe wyréwnanie wzrostu w 13-tym miesigcu
zycia, jednak grupa z SGA nadal prezentowala nizszg mas¢ oraz mniejszy obwodd glowy.
Ponadto noworodki z SGA prezentowaly gorsze wyniki w cze$ci neurologicznej, choé
podobnie w czesci motoryczne] oceny wedlug skali Ballarda [112]. Dlugotrwate
konsekwencje rozwojowe zaleza od przyczyny uposledzonego wzrostu. Wigkszos¢
noworodkow z hipotrofig spowodowang czynnikiem tozyskowym nadrabia niedobdr wzrostu
do 2 roku zycia [2]. Istnieja jednak poglady, iz dzieci te moga w pozniejszym okresie zycia
prezentowa¢ zaburzenia behawioralne, jak zespot deficytu uwagi 1 nadreaktywnos$ci oraz
uposledzenie umiejetnosci spotecznych [181]. Elgen 1 wsp. zaobserwowali podobng zaleznos¢
dla wystepowania zaburzen psychiatrycznych (np. lekowych) w 11 roku zycia [48].
Koncepcja programowania wewnatrzmacicznego jest oparta m.in. na obserwacjach
czgstszego wystepowania miazdzycy, nadci$nienia, insulinooporno$ci i cukrzycy typu 2 u
kobiet 1 mezczyzn ktérzy przyszli na $§wiat z mata masg urodzeniowa, zwlaszcza gdy
nastgpnie dochodzito do gwattownego przyrostu pourodzeniowej masy ciata i otylosci w
dziecinstwie [52]. Postuluje sie, iz LBW, insulinooporno$¢ w poézniejszym okresie zycia,
nietolerancja glukozy, cukrzyca i nadcis$nienie t¢tnicze mogg by¢ odmiennymi fenotypami,
jaki prezentuje ten sam insulinooporny genotyp [137]. Natomiast cieckawym spostrzezeniem
zwigzanym z malg masg urodzeniowg jest nizsza czg¢stos¢ wystgpowania raka piersi u kobiet
[71].

Interesujace wydaja si¢ dane wynikajace z analizy piSmiennictwa pokazujace, ze
dlugoterminowe konsekwencje urodzenia dziecka z obnizong masg ciala dotycza takze matki.
Praca Smith 1 wsp. dowodzi istnienia podwyzszonego ryzyko chordéb uktadu naczyniowego i
serca u matek noworodkow z LBW. Badanie prospektywne 75 640 ci¢zarnych pierwiastek z
Norwegii (The Norwegian Kidney Biopsy Register) ujawnito, ze urodzenie dziecka o masie
1500-2500 g z ciaz powiktanych preeklampsja wigzato si¢ wystapieniem przewlektej choroby
nerek 1 biopsji nerki w pdzniejszym okresie zycia (wspotczynnik ryzyka RR=4,5), natomiast u
pacjentek ze stanem przedrzucawkowym 1 masg noworodka <1500 g wspolczynnik ryzyka
RR wynosit 17 [177]. Niektore prace sugeruja, ze choroby nerek, stan przedrzucawkowy i
zaburzenia funkcjonowania tozyska, majag wspdlng etiologi¢ zwigzang z czynnikiem

genetycznym [71].
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1.4. CZYNNIKI RYZYKA HIPOTROFII

Ryc. 1. Gtéwne grupy czynnikéw ryzyka wewnatrzmacicznego zaburzenia wzrastania ptodu
[za Baschat i wsp., 2004].

Wsrod wielu czynnikdw warunkujacych rozwoj hipotrofii ptodu wskazuje si¢ na
niewydolno$¢ tozyskowa. Jesli inwazja trofoblastu jest ograniczona tylko do warstwy
doczesnowej myometrium, matczyne tetnice spiralne i radialne nie przechodza prawidtowe;j
przemiany do tetnic niskooporowych. Zaburzona ekspresja czynnikéw wazoaktywnych moze
nasili¢ reaktywno$¢ naczyn i jesli angiogeneza indukowana hipoksja nie zréwnowazy tych
zmian, mechanizmy autoregulacji tozyskowej zostaja zaktocone. Matczyna powierzchnia
tozyska ulega zawalom, ponadto obliteracja naczyfh w obrgbie kosmkow oraz wldknienie
nasilajg opor w przeplywie krwi przez tozysko i pogarszajac perfuzje tozyskowa obnizaja
efektywng powierzchni¢ wymiany. Wraz z nasileniem okluzji naczyniowej, wzrasta opor
naczyniowy 1 zmniejszeniu ulega metabolicznie aktywna masa lozyska. Je§li mechanizmy
adaptacyjne u ptodu umozliwia jego dalszy rozwoj, dochodzi do wewnatrzmacicznego
zaburzenia wrastania. Spektrum zaburzen zalezy od wydolno$ci mechanizméw
kompensacyjnych, ich niewydolno$¢ moze skutkowaé¢ nawet wewnatrzmacicznym zgonem
ptodu [1].

Hipotrofia moze by¢ wtorna do wad ptodu lub moze z nimi wspoétistnie¢, ze wzgledu
na wspolne czynniki etiologiczne. Trisomia 21 wspotistnieje z hipotrofig najczesciej, rzadziej

dotyczy to trisomii 18 i 13 pary chromosomoéw, delecji autosoméw, aberracji chromosomow
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plciowych, osteogenesis imperfecta, zespolu Potter, badz anencefalii. Rozpoznanie
asymetrycznej hipotrofii okoto 20 tc. cigzy nasuwa podejrzenie trisomii [71].

Niedobory pokarmowe u ci¢zarnej dotyczace biatka, kwasu foliowego, witamin z grup
A, B, C, cynku, magnezu, miedzi i selenu moga prowadzi¢ do rozwoju wewnatrzmacicznego
ograniczenia wzrastania ptodu [71, 132]. Wsrod wielu przyczyn niedozywienia m.in.
anoreksja jest wigzana z rozwojem hipotrofii plodu. Mala masa ciata matki przed zajsciem w
cigze¢ 1 maly przyrost masy ciala w cigzy sa uwazane za istotne czynniki ryzyka hipotrofii
ptodu [40]. Kobieta wazaca przed cigzg ponizej 50 kg jest w grupie znacznego ryzyka
urodzenia dziecka ze zbyt mata masa dla wieku cigzowego. Mala masa ciata przed cigzg jest
wigzana z wieloma powiklaniami cigzy jak porod przedwczesny, zmniejszony obwdd glowy
noworodka, hipotrofia, jednakze prog wartosci BMI, od ktérego zwigksza si¢ to ryzyko nie
zostat doktadnie zdefiniowany.

Niepoko6j 1 depresja u matki moga wplywaé na obnizenie masy ciata plodu i
indukowa¢ rozwo6j hipotrofii wspoldziatajac z czynnikami $rodowiskowymi takimi jak
palenie tytoniu, dieta, badz infekcja. Masa urodzeniowa <2500 g u 27-30% noworodkow jest
zwigzana z czynnikami socjoekonomicznymi [183]. Wskazuje si¢ korelacje ciezkiej pracy
fizycznej, dtugotrwalej pozycji stojacej, pracy zmianowa ze zmniejszong masg noworodka i
wystapieniem porodu przedwczesnego [184].

Spozywanie alkoholu wywiera najbardziej negatywny wplyw w okresie organogenezy
oraz moze powodowac nasilenie produkcji tromboksanu, uszkodzenie komorek trofoblastu w
obrebie kosmowki 1 zmniejsza¢ przeptyw maciczno-tozyskowy. Alkohol moze prowadzi¢ do
uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego ptodu oraz alkoholowego zespotu ptodowego
charakteryzujacego si¢ wystepowaniem hipotrofii, zaburzen neurologicznych i anomalii
czaszkowo-moéozgowych [1, 172]. Zaréwno aktywne jak i pasywne palenie papierosow
wpltywa na rozw0j tozyska, dzialajac negatywnie na proliferacj¢ 1 rdznicowanie
cytotrofoblastu [218]. Palenie papierosow uszkadza komorki $rodbtonka, zarowno w tozysku
jak 1 w pepowinie, a takze indukuje niekorzystne zjawiska zarowno u matki jak 1 u ptodu,
gléwnie za posrednictwem substancji toksycznych jak nikotyna, tlenek wegla 1 kadm [161].
Powoduje rowniez skurcz naczyn, obniza przeptyw maciczno-tozyskowy i moze prowadzic¢
do martwicy doczesnej, apoptozy komorek tozyska, zawatow tozyska i w konsekwencji
wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania ptodu [19], a nawet spowodowac
przedwczesne oddzielenie tozyska lub zgon wewnatrzmaciczny ptodu [136]. Zazywanie

narkotykdw moze indukowac powstawanie hipotrofii bezposrednio, badz dziala¢ poprzez
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nicodpowiednig diete, brak opieki prenatalnej i inne czynniki socjoekonomiczne [106],
ponadto towarzyszg tutaj tez ci¢zkie infekcje jak HIV, HCV, HBV) [71]. Zazywanie heroiny i
kokainy moze prowadzi¢ do rozwoju hipotrofii ptodu, wad wrodzonych oraz zespolu
uzaleznienia u ptodu [8, 51, 71].

Jednostki chorobowe, w ktérych dochodzi do uszkodzenia naczyn, jak preeklampsja,
cukrzyca, choroby nerek, badz kolagenozy sa uwazane za jeden z najczestszych czynnikow
ryzyka wystapienia hipotrofii ptodu [106]. Stwierdzono zwigkszenie odsetka wystgpowania
IUGR ptodu u cigzarnych z chorobami tkanki lacznej (jak toczen uktadowy, twardzina,
pierwotny zespot Sjogrena). Wigkszym ryzykiem rozwoju hipotrofii ptodu cechuje si¢
preeklampsja o wczesnym poczatku. Przeptyw maciczno-tozyskowy jest uposledzony
zarowno w preeklampsji jak i hipotrofii, a zmiany fizjologiczne w tetnicach spiralnych sa
wowczas uposledzone. W przypadku wspoélistnienia palenia papierosOw z preeklampsja,
dziatanie obu czynnikow sumuje si¢ zwigkszajac ryzyko hipotrofii [71]. Cukrzyca moze
prowadzi¢ do uszkodzenia naczyn w obrebie tozyska. Cig¢zarne z cukrzyca z towarzyszacymi
powiktaniami nerkowymi, badz okulistycznymi stanowia grupe zwigkszonego ryzyka
wystepowania zaréwno hipotrofii jak i preeklampsji, jako skutek niewydolnosci maciczno-
tozyskowej [116].

Kilkanascie rodzajow zakazen wystepujacych u matki jest uwazanych za czynniki
ryzyka wystgpienia w 5-10% hipotrofii ptodu [86, 106, 200]. Infekcje wirusowe moga
obejmowac¢ trofoblast i poprzez indukcj¢ uszkodzen w obrgbie jego gendow doprowadzi¢ do
apoptozy w obrebie komorek trofoblastu, uposledzenia jego inwazji i funkcji, co w rezultacie
prowadzi¢ moze do rozwoju hipotrofii [7]. Najczestsza infekcja wirusowa mogaca prowadzic¢
do TUGR jest zakazenie cytomegalig [137]. Wirus Herpes simplex, HIV, wirus ospy wietrznej
oraz adenowirus moga uszkadza¢ trofoblast i prowadzi¢ do rozwoju hipotrofii [7]. Wirus
rozyczki 1 parwowirus B19 mogag prowadzi¢ zardéwno do IURG, jak 1 porodu przedwczesnego
[133].

Niektore doniesienia wykazuja na korelacj¢ matczynej anemii z niedoboru Zelaza z
matg urodzeniowa masg ciala noworodka. Wedtug niektorych autoréw niedokrwisto$¢ przed
zaj$ciem w cigz¢ wigze si¢ z uposledzeniem wzrostu ptodu [174]. Matczyna anemia zwigksza
czesto$¢ wystepowania matej masy urodzeniowej i wystepowania porodu przedwczesnego,
prawdopodobnie poprzez zwigkszenie produkcji ptodowego CRH 1 kortyzolu, w nastgpstwie
czego dochodzi do zwigkszenia stresu oksydacyjnego, uszkadzajacego erytrocyty prowadzac

do uposledzenia wzrastania ptodu [5].
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Przypadki pojedynczej tetnicy pgpowinowej mogg korelowaé z wystepowaniem
aberracji chromosomalnych, wad ptodu, hipotrofii i zwi¢kszonej umieralnosci ptodoéw [157].
Bloniasty przyczep pepowiny zdarza si¢ w 0,24 - 1,8% ciaz pojedynczych i moze by¢
zwigzany z zaburzeniami krazenia oraz rozwojem hipotrofii ptodu [171].

Cigze blizniacze w 15-30% zwigzane s3 z wystgpieniem IUGR 1 porodem
przedwczesnym [106]. W cigzy jednokosmoéwkowej anastomozy tozyskowe moga prowadzi¢
do powstania zespotu przetoczenia pomiedzy ptodami, ktérego sktadowym jest hipotrofia

wystepujaca u ptodu dawcy [195].

1.5. POLIMORFIZM GENOW ZWIAZANYCH Z METABOLIZMEM FOLIANOW JAKO CZYNNIK
ROZWOJU HIPOTROFII
Znanych jest wiele czynnikéw ryzyka wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania

ptodu, jednakze nadal czesto nie udaje si¢ przewidziec¢ jego wystapienia oraz okresli¢ etiologii
[123]. Okoto 30% noworodkow urodzonych przedwczesnie drogami natury ma mas¢ ciata
ponizej 10 centyla [65].

Prawidlowe wewnatrzmaciczne wzrastanie plodu zalezy od czterech podstawowych
zmiennych. Kazdy ptéd ma okreslony genetycznie zdeterminowany potencjal wzrostowy,
ktory dziedziczy po rodzicach. Ten potencjal moze by¢ nastepnie modulowany przez
schorzenia dotyczace samego ptodu, stan zdrowia matki, a takze funkcje tozyska. Jesli
wszystkie wymienione czynniki funkcjonujg prawidtowo, proces wzrostowy ptodu pozostaje
niezaburzony. W przeciwnym razie dochodzi do rozwoju [UGR. Nieprawidiowosci dotyczace
ptodu (zar6wno zaburzenia chromosomalne jak 1 wady anatomiczne), a takze
nieprawidlowosci tozyska stanowig najczestsza przyczyne hipotrofii ptodu w ciazy
pojedynczej [179].

Uwaza sig, ze trombofilia zwigksza ryzyko wystgpienia wewngtrzmacicznego
ograniczenia  wzrastania  ptodu, poronien, porodu przedwczesnego 1  zgonu
wewnatrzmacicznego ptodu [4, 50, 97]. Pileri 1 wsp. wskazali na mozliwy zwigzek hipotrofii 1
trombofilii, ktory mozna wytlumaczy¢ przyjmujac za przyczyne IUGR ograniczenie
przeplywu tozyskowego, a wiec jego zdolnosci do transportu tlenu i substancji odzywczych
od matki do ptodu. Zmiany zakrzepowe w obrebie krazenia lozyskowego, przypuszczalnie
wynikajace z trombofilii, moga zmniejsza¢ przeplyw tozyskowy sprzyjajac rozwojowi
hipotrofii ptodu [149]. Autorzy w swoim badaniu stwierdzili statystycznie istotny zwigzek

trombofilii z IJUGR (WR=2,09). Yassae i wsp. szacuja, ze okoto 35% przypadkow hipotrofii
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ptodu moze by¢ spowodowane trombofilig [217]. Réwniez niektore wczesniejsze prace, jak
np. autorstwa Brenner i wsp. ukazujg asocjacje pomi¢dzy IUGR a mutacjg genu protrombiny
oraz mutacja Leiden czynnika V krzepnigcia [24].

Obok wymienionych powyzej roznorodnych czynnikéw ryzyka wystapienia hipotrofii
w przebiegu cigzy, w ostatnim czasie intensywnie badany jest udziat czynnikow
genetycznych, w tym réwniez polimorfizméw gendéw biorgcych udziat w metabolizmie

folianow, ktore moga by¢ wlaczone w etiologi¢ hipotrofii ptodu.

1.6. FOLIANY - DEFINICJA, ZRODLA

Nazwa foliany obejmuje bardzo liczng grupe zwigzkéw zaliczanych do witamin grupy
B, roznigcych si¢ migdzy sobg stanem utlenienia pierscienia pirazynowego, rodzajem
jednoweglowych fragmentow (metylowy, formylowy, formiminowy, metylenowy, metenowy)
oraz iloscig reszt kwasu glutaminowego.

Kwas foliowy (ryc. 2) (kwas pteroilomonoglutaminowy) jest najbardziej utlenionym
statym zwigzkiem foliandw wystepujacym w niewielkiej ilosci w zywnosci, stosowanym w
suplementach witaminowych oraz do wzbogacania produktéw zywno$ciowych. Zawiera on w
czasteczce trzy elementy: pochodng pterydynowsa (2-amino-4-hydroxy-6-metylopterydyng),
kwas p-aminobenzoesowy (PABA) i kwas glutaminowy. Po raz pierwszy wyizolowany zostat
w 1941 r. Wigkszo$¢ folianow w zywnosci (okoto 80%) stanowia zredukowane zwigzki
pteroilowieloglutaminowe, tetrahydrofolianowe (FH4) Ilub dihydrofolianowe (FH2),
zawierajace do 9 reszt kwasu glutaminowego w wigzaniu y-peptydowym. Kwas foliowy i
jego pochodne (wieloglutaminowe pochodne kwasu pteroilowego) ulegaja w organizmie
przeksztalceniu w biologicznie aktywng forme¢ — kwas czterohydrofoliowy, ktory jest
koenzymem w przemianach metabolicznych z przenoszeniem grup formylowych i
hydroksymetylowych. Pelni on istotng funkcj¢ w syntezie zasad purynowych i
pirymidynowych bedacych sktadnikami kwasow nukleinowych [91]. Obserwowane w
niedoborze foliandw zmniejszenie metylacji DNA, ostabienie odpornosci, uszkodzenia
chromosomalne 1 zaburzenia naprawy DNA sprzyjajg powstawaniu procesOw
nowotworowych poprzez zmian¢ ekspresji krytycznych gendéw  supresyjnych i
protoonkogendéw [39]. Poziom homocysteiny catkowitej w surowicy jest czutym markerem
niedoboru kwasu foliowego i witaminy B12. Jest nie tylko czynnikiem ryzyka miazdzycy

naczyn potaczonym z trzykrotnym wzrostem ryzyka zawatu serca [75,153,166], ale takze
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predyktorem zespoldw otepiennych u starszych pacjentow. Obserwowano roéwniez wplyw
hiperhomocysteinemii na wyniki potoznicze m.in. zwigkszong czg¢sto$¢ poronien, wad cewy

nerwowej 1 wystepowanie zespolu Downa [75].

pterydyna
Kwas p-aminobenzoesowy N H i
(PABA) ’r X \|(
, s N
CONH CH,NH P N
I 0
COOH —— C —— HOOCH,CH,
l
H

Kwas glutaminowy

Ryc. 2. Wzor strukturalny kwasu foliowego (C19H1906N7, m.cz. 441,4).

Gléwnym zrodlem kwasu foliowego i jego pochodnych (poliglutaminowe pochodne
kwasu pteroilowego) dla cztowieka jest pokarm. Niewielkie jego ilosci syntetyzuje mikroflora
jelitowa [94, 209]. Foliany wystepuja w réoznych produktach — zaréwno roslinnych, jak i
zwierzecych — w postaci zredukowanych wieloglutaminowych pochodnych kwasu
tetrahydrofoliowego, glownie jako 5-metylo-FH4 i 10-formylo-FH4. Bogate ich Zrédlo to
watroba oraz ciemnozielone warzywa liSciaste (surowe lub krotko gotowane), zwlaszcza
brukselka, szpinak, bob, zielony groszek, kalafior i brokuly. Znaczne ilosci folianow
wystepuja takze w kietkach zbdz, soi i1 jajkach. Duze straty folianéw nastgpuja wskutek
wyptukiwania podczas gotowania (np. 22% w czasie gotowania szparagow, 84% w czasie
gotowania kalafiora), jak rowniez w wyniku utleniania. W przetworzonej zywnosci witamina

ta moze zosta¢ zniszczona w 50-80% wyjsciowych surowcow [91, 118].

U czlowieka ustrojowe zapasy kwasu foliowego wynoszg 5-10 mg, z czego okoto potowa
znajduje si¢ w watrobie. Przy prawidlowym odzywieniu zawarto§¢ kwasu foliowego w
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surowicy waha si¢ w granicach 6-20 ng/ml, a w erytrocytach 160-640 ng/ml. Objawy
Kliniczne jego niedoboru wystepujg, gdy poziom w surowicy wynosi ponizej 3 ng/ml, a w
erytrocytach ponizej 140 ng/ml. Dobrym wskaznikiem aktualnego spozycia tej witaminy jest
ilo§¢ kwasu foliowego w surowicy krwi. Stezenie ponizej 3-5 ng/ml wskazuje na
niedostateczne pokrycie zapotrzebowania organizmu na t¢ witaming. Natomiast jego poziom
w erytrocytach wskazuje na zapasy ustrojowe w nich magazynowane przez 120 dni (okres
zycia erytrocytéw). Okres wyczerpywania si¢ zapasOw ustrojowych kwasu foliowego wynosi

3-4 miesiecy [122, 209]. Najistotniejsze przyczyny niedoboréw foliandéw opisano ponizej.

Przyczyny niedoboroéw kwasu foliowego [zrodia: 10, 188]:

Przyczyny uposledzajace wchianianie folianéw: stany zapalne zoladka i jelita cienkiego,
zaburzenia czynno$ciowe i anatomiczne przewodu pokarmowego

Choroby watroby

Niedobory dekoniugaz rozktadajacych zwigzki poliglutaminowe folianow

Leki: przeciwzapalne (aspiryna), bakteriostatyczne (sulfasalazyna), przeciwpadaczkowe,
antagoni$ci folianow (metotreksat), barbiturany, niektore §rodki antykoncepcyjne

Styl zycia: palenie tytoniu 1 przewlekte spozywanie alkoholu

1.7. METABOLIZM FOLIANOW

Monoglutamylofoliany, po wchtonieciu w uktadzie pokarmowym, s transportowane
do tkanek, w ktorych ulegaja przemianie do poliglutamylofolianéw. Podczas gdy w osoczu
przewazajg postacie monoglutaminianowe kwasu foliowego, a przede wszystkim N5-metylo-
TH4-folian, to dominujaca wewnatrzkomorkowa formg jest zazwyczaj pochodna
poliglutaminianowa. Watroba jest miejscem magazynowania kwasu foliowego (W postaci
koniugatu pentaglutaminowego), skad po redukcji jako N5-metylo-TH4-folian i w mniejszych
ilosciach jako N10-formylo-TH4-folian trafia on do krazenia watrobowo-jelitowego i tkanek.
Stwierdzono obecnos$¢ obu tych postaci rowniez w ptynie mozgowo-rdzeniowym [122]. Jako

ze foliany sa czasteczkami wysoce hydrofilnymi, nie mogg one przenika¢ przez blony
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komoérkowe na drodze samoistnej dyfuzji, tak wigc niezbedne bylo powstanie systemu
transportujgcego je do wnetrza komorek [36]. Smulders 1 wsp. zasugerowali, ze transport
folianow do wnetrza komoérek odbywa si¢ na drodze pinocytozy, w czym uczestnicza
kaweole, ktore majag w swoich btonach zakotwiczone receptory wigzace gtownie N5-metylo-
TH4-folian. Po zwigzaniu N5-metylo-TH4-folianu z receptorem cz¢$¢ btony uwypukla sie i
tworzy pecherzyk, ktorego wnetrze dzigki pracy pompy protonowej ulega zakwaszeniu co
sprawia, ze folian oddysocjowuje od receptora. Transport ten jest zgodny z gradientem pH |
odbywa si¢ bez udziatu ATP [178]. Wazng rol¢ w transporcie folianéw odgrywa przeno$nik
zredukowanych folianow (RFC1 - reduces folate carrier), ktory wykazuje ekspresje w
wiekszosci tkanek ustroju. Ponadto znane sg inne systemy transportu, jak przeno$nik folianow
sprzgzony z protonem (PCFT - proton-coupled folate transporter) [36].

Wewnatrz komoérek syntetaza folipoli-g-glutaminowa przy udziale ATP powoduje
przeksztatcenie pochodnych kwasu foliowego ponownie w ujemnie natadowane koniugaty
poliglutaminowe, ktoére nie moga przedostawaé si¢ przez bton¢ komoérkowa na zewnatrz
[125]. Foliany wewnatrzkomoérkowo moga by¢ wykorzystywane w procesie metylacji DNA,
badz w procesie syntezy prekursorow kwaséw nukleinowych oraz w syntezie poliamin, co

ilustruje rycina 3.
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W  komorkach kwas foliowy najpierw jest przeksztatlcany przy udziale reduktazy
dihydrofolianowej i NADP do DH2-folianu, a nastepnie do TH4-folianu, ktory jest

najwazniejszym zwigzkiem w przemianach kwasu foliowego (ryc. 4).

Kwas foliowy

Reduktaza
dihydrofolianowa
NADPH+H™ NADP~

DH2-folian

Reduktaza
dihydrofolianowa
NADPH+H™ NADP~*

TH4-folian

Ryc. 4. Dwuetapowa przemiana kwasu foliowego do TH4 folianu.

Reduktaza dihydrofolianowa jest szczegdlnym enzymem w przemianach kwasu
foliowego, poniewaz dzigki jej aktywnosci wszystkie komorki organizmu sg zaopatrywane w
TH4-folian. Jej aktywno$¢ jest hamowana m.in. przez metotreksat stosowany jako lek
przeciwnowotworowy, trimetoprim wykazujacy dziatanie bakteriobdjcze 1 pirymetaming
dzialajacg przeciwmalarycznie [10]. Gloéwnym zadaniem TH4-folianu w komorkach jest
przenoszenie aktywnych grup jednoweglowych: metylowej (—CH3), metylenowej (-CH2-),
metenylowej (-CH2=), formylowej (—-CH=0) i formiminowej (=CH=NH). Sg one dotgczone
do atoméw azotu N-5 lub N-10 TH4-folianu i moga przeksztatcac si¢ z jednej postaci w druga
[11]. Zwiazki te pelnig funkcje koenzymoéw podczas syntezy puryn i pirymidyn, w
przemianach homocysteiny, metioniny, seryny i glicyny oraz katabolizmie histydyny do
kwasu glutaminowego [166] (ryc. 5).
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[Ns Nm.,,.et,.e.m.m.iaa
>KK

Ryc. 5. Pochodne TH4-folianu petnigce rolg koenzymow w wielu w reakcjach ustrojowych.
N5,N10-metyleno-TH4-folian powstaje gtownie na drodze przeniesienia grupy metylenowej z

fancucha bocznego seryny na TH4-folian (seryna przeksztaltca si¢ w glicyne). Kofaktorem tej
reakcji jest fosforan pirydoksalu (witamina B6) [10] (ryc. 6).

H,0

Hydroksymetylotransferaza
serynowa

= — D

witB6

Ryc. 6. Przemiana TH4-folianu do N5,N10 metyleno-TH4 folianu.
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N5,N10-metyleno-TH4-folian uczestniczy A4 przeksztatcaniu 2-
deoksyurydynomonofosforanu (dUMP) do 2-deoksytymidynomonofosforanu (dTMP), przy
udziale syntazy tymidylanowej. Reakcja ta ma ogromne znaczenie podczas syntezy DNA w
szybko dzielgcych si¢ komorkach organizmu. N5,N10-metyleno-TH4-folian jest dawcg atomu
wegla w pozycji C-2 i C-8, poza glicyng, asparaginianem, glutaming i CO2, pozostatymi
substratami. Grupa metylowa pochodzaca z N5,N10-metyleno-TH4-folianu zostaje
przylaczona  do  atomu  wegla  C-5  pierScienia  aromatycznego ~ dUMP
(dezoksyurydynomonofosforan) i powstaje dTMP (dezoksytymidynomonofosforan) oraz
DH2-folian. Powstaly w wyniku syntezy dTMP DH2-folian w obecnosci reduktazy
dihydrofolianowej i NADPH jest przeksztalcany do TH4-folianu. Zregenerowany w ten
sposob TH4-folian pozwala rozpocza¢ synteze kolejnej czasteczki dTMP (ryc. 7). Inhibitory
zarbwno syntazy tymidylanowej (np. fluorouracyl), jak 1 reduktazy folianowej (np.
aminopteryna, metotreksat), moga blokowac ten proces, co znajduje wykorzystanie m.in. w

chemioterapii pozbawiajac komorki nowotworowe prekursoréw niezbednych do syntezy
DNA[10, 188].

- Seryna
Reduktaza NARP Hydroksymetylotrensferaza
dihydrofolianowa Sehynowa
NADPH+H™*
DH_,-folian N°N'°-metyleno-TH -folian
Syntetaza tymidylanowa
dumMp dTMP

Ryc. 7. Udziatl folianow w syntezie kwaséw nukleinowych [wg Czeczot 2008].
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N5, N10- metyleno-TH4- folian moze rowniez bra¢ udzial w syntezie DNA na innej drodze,
ulegajac kilkustopniowej przemianic do N5-formylo-TH4-folianu, ktory jest kluczowym
ogniwem Ww procesie biosyntezy puryn i pirymidyn [26]. Enzymem katalizujacym ta
przemiang  jest dehydrogenaza metylenotetrahydrofolianowa (MTHFD1 -
methylenetetrahydrofolate dehyrdogenase), ktorej istotne znaczenie zostanie szczegdlowo

omowione poznie;j.

N5, N10-metyleno-TH4-folian moze tez by¢ zredukowany do N5-metylo-TH4-folianu
przy udziale reduktazy metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR - methyleletetrahydrofolate
reductase). N5-metylo-TH4-folian jest jedng z wazniejszych form kwasu foliowego w
organizmie, stad istotna rola reduktazy MTHFR, ktora zostanie szczegdtowo opisana pdzniej
[199]. N5-metylo-TH4-folian jest z kolei dawca grupy metylowej w procesie przeksztatcania
homocysteiny do metioniny, katalizowanym przez syntaze metioninowa (metylotransferaze
tetrahydropteroiloglutaminowa homocysteiny), gdzie kofaktorem jest kobalamina (witamina
B12). Jest to niezwykle istotny proces z dwoch wzgledow: po pierwsze powstata w tej reakcji
metionina moze nastgpnie by¢ wykorzystywana bezposrednio do syntezy protein lub by¢
przeksztatcana do S-adenozytometioniny (SAM - S-adenosylmethionine) bioracej udziat w
procesie metylacji DNA i syntezie poliamidow. Natomiast odzyskany w tej reakcji TH4-folian
moze by¢ wykorzystany do syntezy DNA [120, 128, 199]. SAM powstaje z przeniesienia
grupy adenozylowej z ATP na atom siarki metioniny przy udziale syntazy S-
adenozylometioniny (MS - metionine syntase) i uczestniczy w metylacji takich zwiazkow jak
DNA, adrenalina, melatonina, kreatyna, biatka, fosfolipidy oraz w syntezie poliamin
(sperminy 1 spermidyny) [128]. Synteza poliamin jest jedng z pierwszych reakcji
zachodzacych w proliferujagcych komorkach organizmu, ktora poprzedza syntez¢ kwasow
nukleinowych. Poliaminy (spermina i spermidyna) powstaja na drodze przeniesienia dwdch
grup aminopropylowych z dekarboksylowanej SAM [144]. Spermidyna jest prekursorem
hypusiny, ktére jest sktadnikiem czynnika inicjujacego translacje, niezbednym w procesie
replikacji komoérkowej [139]. W procesie metylacji SAM oddajac grupe metylenowa
przechodzi w S-adenozylohomocysteing (SAH - S-adenosylohomocysteine), ktora nastgpnie
moze ulec konwersji do homocysteiny przez hydrolaze S-adenosylohomocysteiny (SAHH —

S-adenosylohomocysteine hydrolase), co zamyka cykl metioninowy, prezentowany na ryc. 8.
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Homocysteina moze by¢ ponownie remetylowana do metioniny lub, w warunkach wysycenia
szlaku remetylacji, moze ulec transsulfurylacji do cysteiny, za pomocg enzymu syntazy-f-

cystationiny przy udziale witaminy B6 (fosforanu pirydoksalu) [120, 199].

Pi + PPi ATP
A Adenozylotransferaza f
metioninowa
.//
Zwigzek X ~, S-adenozylometionina Metionina - TH,-folian
(SAM)
Rézne “ Witamina Syntaza
metylofosferazy |\ B, ‘ metioninowa
4 / S-adenozylohomocysteina Homocystein'a N-metylo-TH -folian

Metylo-X & (SAH) , \ ty 4

\ ,,,;;&‘:

/ Witamina B,

Cystationina

Adenozyna Witamina B,

\

Cystéina
Ryc. 8. Udzial foliandw w cyklu przemian homocysteiny w organizmie [wg Czeczot 2008].

Jako ze metabolizm foliandw jest nierozerwalnie powigzany z metabolizmem
homocyteiny, wszelkie zaktocenia cyklu przemian folianéw wynikajace z ich niedoborow,
czynnikow jatrogennych lub genetycznych, zaburzaja tez proces remetylacji homocysteiny,
prowadzac do wzrostu jej poziomu w organizmie. Hiperhomocysteinemia jest znanym
czynnikiem miazdzycy (a w rezultacie zawalu serca i udaru moézgu), zakrzepicy zylnej, a
nawet chordb psychicznych [108]. W rezultacie zaburzonego przeksztatlcania homocysteiny

do metioniny zaburzeniu ulega natomiast wiele istotnych procesow metabolicznych jak np.
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metylacja DNA i biosynteza poliamin [120]. Hiperhomocysteinemia moze tez prowadzi¢ do
powiktan potozniczych, takich jak przedwczesne oddzielenie tozyska, stan przedrzucawkowy,

hipotrofia ptodu, a nawet wewnatrzmaciczne obumarcie ptodu [135].

1.8. POLIMORFIZMY GENOW ZWIAZANYCH Z METABOLIZMEM FOLIANOW

Przez pojecie polimorfizmu genetycznego rozumie si¢ jednoczesne wystgpowanie w
populacji roznych form allelicznych danego genotypu z czgsto$ciag >1%. Polimorfizm jest
efektem zmian pojedynczego nukleotydu wystepujacych w sekwencji DNA (SNP - single
nucleotide polymorphism). Wiekszo$¢ wykrywanych polimorfizméw dotyczy niekodujgcych
fragmentow DNA. Jesli natomiast polimorfizm genu dotyczy fragmentow kodujacych
(eksony), moze on przejawia¢ si¢ wystepowaniem zmienionej struktury i funkcji bialek.
Wiadomo, ze obecnos$¢ polimorfizmoéw moze mie¢ takze wpltyw na wystepowanie pewnych
cech fenotypowych, a takze zwiekszonej predyspozycji do wystgpowania niektorych chordb.
Uwaza sig, ze diagnostyka molekularna polegajaca na okresleniu wtasciwych dla danej osoby
korelacji polimorfizméw SNP moze by¢ pomocna w prognozowaniu i ocenie klinicznego
obrazu choroby [99, 168, 176].

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie wspotzaleznoscia miedzy zmianami
genetycznymi enzyméw odpowiedzialnych za przeksztalcenia ustrojowych folianéw a
przemianami metabolicznymi. Potwierdzono udziat polimorfizméw genetycznych niektorych
enzymow, szczegllnie reduktazy metylenotetrahydrofolianu (MTHFR), bioracych udziat w

metabolizmie grup jednoweglowych w niektorych powiktaniach w potoznictwie [31, 193].

1.8.1. REDUKTAZA METYLENOTETRAHYDROFOLIANU (MTHFR)

Reduktaza metylenotetrahydrofolianowa (MTHFR - 5,10-methylenetetrahydrofolate
reductase), enzym zwigzany ze szlakiem przemian kwasu foliowego, katalizuje przy udziale
fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADPH - nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate oxidase) reakcj¢ redukcji 5,10-metylenotetrahydrofolianu do 5-
metylotetrahydrofolianu, ktéry jest substratem w reakcji remetylacji homocysteiny do

metioniny, jak przedstawia ryc. 9 [62].
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NADPH NADPH

[NS,M0-metyleno-TH4-foIiaﬂ [ N5-metylo-TH4-folian j

MTHFR

Ryc. 9. Reakcja katalizowana przez reduktaze metylenotetrahydrofolianowa.

MTHEFR jest homodimerycznym biatkiem, zbudowanym z dwoéch podjednostek o
wielko$ci ok. 77 kDa, wystepujacym w cytoplazmie komorkowej. Wykazuje ona ekspresje w
szeregu tkanek m.in. w modzgu, mig¢sniach, watrobie i zotadku [62]. Rozen w niektorych
tkankach stwierdza wystepowanie mniejszej izoformy o wielkosci 70 kDa [162]. Yamada i
wsp. wskazali, Ze enzym ten posiada domeng katalityczng, zlokalizowana w pozycji 222 oraz
domeng regulatorowa w pozycji 429. Domena katalityczna posiada miejsce wigzania folianu
oraz dinukleotydu flawinoadeninowego (FAD - flavin adenine dinucleotide) jako kofaktora,
natomiast domena regulatorowa wigze SAM. Autorzy sugerujg, ze istotne moze by¢
wzajemne allosteryczne oddziatywanie obu miejsc wigzacych pomiedzy obiema
podjednostkami enzymu co wplywa na zdolno$¢ wigzania kofaktora. Zaobserwowano utrate
aktywnos$ci enzymatycznej MTHFR w przypadku dysocjacji monomeréw pod wpltywem
dziatania temperatury lub rozcienczenia, natomiast fizjologiczne stezenia FAD, folianow 1
SAM powodowaty stabilizacj¢ enzymu [198]. Gen MTHFR kodujacy biatko enzymu ma
ponad 20 kpz dlugosci i znajduje si¢ na chromosomie 1 (1p36.3) [68]. Niektore mutacje w
tym genie wptywaja na obnizenie aktywnosci enzymu, czego rezultatem jest podwyzszenie
stezenia homocysteiny w osoczu krwi [62]. Opisywano zwigzek genetycznych wariantow
tego genu z wystepowaniem wielu choréb m.in. raka okreznicy, chordb naczyn, schizofrenii,
migreny z aurg, jaskry, zespolu Downa, a takze wad cewy nerwowej [30, 85, 90, 126, 128,
165]. Poza tym Kim 1 wsp. wykazali, ze genetyczne warianty genu MTHFR moga by¢

odpowiedzialne za zmieniong odpowiedz na leki przeciwnowotworowe, jak 5-fluorouracyl i
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metotreksat. Sugeruje si¢, ze proby inhibicji MTHFR moga poprawi¢ odpowiedz na

chemioterapi¢ opartg na 5-fluorouracylu [88].

1.8.1.1. POLIMORFIzM 677C>T GENU MTHFR

W 1995 roku Frosst i wsp. opisali mutacje w domenie regulacyjnej genu MTHFR
powodujacg zmiane w biatku — wbudowanie waliny w pozycji 222 w miejsce alaniny (A222V)
[57]. Mutacja jest zlokalizowana w eksonie czwartym i spowodowana punktowa tranzycja
cytozyny w pozycji 677 na tyming (677C>T). Polimorfizm ten znajduje si¢ w miejscu
wigzgcym kofaktor MTHFR, ktorym jest FAD. Guenther i wsp. opisuja, iz w wyniku tej
mutacji powstaje termolabilny wariant biatka MTHFR o obnizonej aktywnosci u nosicieli
genotypu 677TT do okoto 30%, natomiast u nosicieli genotypu heterozygotycznego 677CT
aktywno$¢ wynosi ok. 60% aktywnosci enzymu MTHFR in vitro [69]. Catkowity brak
aktywno$ci MTHFR wystepuje bardzo rzadko i prowadzi do cigzkiej hiperhomocysteinemii.
Nizsza aktywno$¢ enzymatyczna zwigzana z nosicielstwem wariantu 677TT oraz zwigzane z
tym wyzsze st¢zenia homocysteiny w osoczu, zwlaszcza w warunkach niedoboréw foliandw,
wskazuje na mniejsza zdolno$¢ adaptacyjng tego genotypu do restrykeji folianow w diecie
[70].

Rowniez badania Guenter i wsp. na modelu Escherichia coli pokazuja, jak
fizjologiczne st¢zenia foliandw dziataja ochronnie przed utratg zdolno$ci wigzania kofaktora
FAD przez enzym, natomiast mutacja 677C>T w obrgbie genu MTHFR powoduje, ze
potrzebne sg wyzsze stezenia folianow, celem stabilizacji wigzania FAD [69]. Natomiast
McNulty i wsp., zaobserwowali ze 12-tygodniowe stosowanie diety bogatej w wysokie
stezenia FAD spowodowato obnizenie st¢zenia homocysteiny w surowicy u zdrowych
klinicznie 0sob o genotypie 677TT MTHFR, cze$ciowo korygujac negatywny wptyw mutacji
[119]. Dowody na kliniczng manifestacje¢ obnizonej aktywnosci MTHFR u heterozygot
677CT sa mniej powszechne. James 1 wsp. donosza o podwyzszonym ryzyku wystapienia
zespotu Downa [82], natomiast Sohda i1 wsp. o wzroscie ryzyka preeklampsji [180].
Wiekszos¢ badan donosi jednak o zwigkszonym ryzyku u homozygot 677TT, szczegolnie w
przypadku wspotwystepowania dodatkowych czynnikow ryzyka [22, 72, 82].

Czesto$¢ wystepowania mutacji waha si¢ w zalezno$ci od populacji. Botto 1 wsp.
dowodzi, ze homozygoty 677TT stanowig ok. 12% w populacji kaukaskiej i azjatyckiej,
natomiast heterozygoty 677CT wystepujg az w okoto 50% [22]. Mutacja jest bardzo rzadka u

Afroamerykanow (<1%), natomiast czesta u Hiszpanéw pochodzenia meksykanskiego

28



ZNACZENIE POLIMORFIZMU WYBRANYCH GENOW ZWIAZANYCH 7 METABOLIZMEM FOLIANOW ...

(>20%). W Europie czestos¢ wystepowania homozygot 677TT genu MTHFR waha si¢ od 8%
w Niemczech do 18% we Wtoszech [22, 13].

1.8.1.2. POLIMORFIzM 1298A>C GENU MTHFR

Polimorfizm 1298A>C wynika z punktowej mutacji zmieniajgcej nukleotyd adening
na cytozyne w 7 eksonie genu reduktazy metylenotetrahydrofolianowej, co powoduje zamiang
aminokwasu glutaminy zamiast alaniny w tancuchu biatkowym tego enzymu. Zamiana ta
znajduje si¢ w obrgbie domeny regulatorowej w miejscu odpowiedzialnym za przylaczanie S-
adenozylometioniny [201, 210]. PiSmiennictwo dostarcza mniej danych na temat tej mutacji.
Czestos¢ wystepowania homozygot 1298CC wg danych holenderskich i kanadyjskich wynosi
okoto 9% [201, 210]. Czgstsza jest natomiast koincydencja heterozygotycznosci wobec
677TT 1 1298CC, ktora wynosi ok. 17% wg danych Trembath i wsp. W Stanach
Zjednoczonych ok. 15% w badaniu Weisberg i wsp. z Kanady i ok. 20% w badaniu
holenderskim van der Put i wsp. [201, 196, 210]. Mutacja ta powoduje zmniejszenie
aktywnos$ci enzymu podobnie jak w przypadku genotypu 677TT [204, 210]. Homozygoty
1298CC nie wykazuja podwyzszonego poziomu homocysteiny we krwi, natomiast
heterozygoty jednoczesnie pod wzgledem 1298AC jak i 677CT wydaja si¢ mie¢ profil
biochemiczny zblizony do homozygot 677TT, czemu towarzyszy obnizone osoczowe st¢zenia

folianow i podwyzszone poziomy homocysteiny [201, 210].

1.8.1.3. POLIMORFIzM 1793G>A GENU MTHFR

Polimorfizm 1793G>A genu MTHFR zostal opisany po raz pierwszy przez Rady i
wsp. w 2007 roku. Polega on na zamianie guaniny na adening w 11 eksonie kodonu 549, co
powoduje zamian¢ aminokwasu glutaminy w miejsce argininy w tancuchu biatkowym
MTHFR [152]. Polimorfizm ten wystepuje znacznie rzadziej wérdd osob rasy biatej (0,07%)
niz poprzednie dwa polimorfizmy. Praca Mahdi 1 wsp. zwraca uwage na ochronny wptyw
mutacji 1793G>A genu MTHFR w stosunku do wystgpienia raka okr¢znicy i odbytnicy.
Ponadto autorzy stwierdzili istotng statystycznie redukcje ryzyka zachorowania u heterozygot
1793GA otrzymujacych wtasciwg podaz folianéw [109]. Z kolei Jang i wsp. badali zwigzek
tego polimorfizmu z wystepowaniem wrzodziejacego zapalenia jelita w populacji 0s6b
zamieszkujacych centralny region Chin. Autorzy stwierdzili pozytywng korelacje pomiedzy

badanym polimorfizmem a zachorowalno$cia na wrzodziejace zapalenie jelit, a takze
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wystepowaniem hiperhomocysteinemii 1 obnizonego poziomu ustrojowego folianow i
witaminy B12 [84]. Pis$miennictwo donosi réwniez o powigzaniu tego polimorfizmu z
powiktaniami wystgpujacymi w potoznictwie. Praca Seremak-Mrozikiewicz i wsp. wskazuje
na znaczacy wzrost czesto$ci nawracajacych poronien u pacjentek bedacych heterozygotami
1793GA [169].

1.8.2. DEHYDROGENAZA METYLENOTETRAHYDROFOLIANU (MTHFD)

Dehydrogenaza metylenotetrahydrofolianowa (MTHFD1 — methylenetetrahydrofolate
dehydrogenase 1) jest trojfunkcyjnym enzymem, zaleznym od NADP. Enzym ten
zlokalizowany jest w cytoplazmie komodrkowej, gdzie katalizuje kolejne trzy reakcje
konwersji terahydrofolianu do pochodnych takich jak: 10-formylotetrahydrofolian, 5,10-
metenylotetrahydrofolian oraz 5,10-metyltetrahydrofolian, co zilustrowano na rycinie 10.
Dwie z tych pochodnych, 10-formylotetrahydrofolian, i 5,10-metenylotetrahydrofolian, petnig
istotng role w cyklu komoérkowym, bedac kofaktorami do biosyntezy de novo puryn i
pirymidyn [26].

synteza DNA

Pirimidyny Puryny
MTHFD1 - enzym tréjfunkcyjny
DEHYDROGENAZA CYCLOHYDROLAZA SYNTETAZA
5,10 Metyleno THF € 3 5,10 Metenylo THF < 10 Formylo THF > THF
Mréwczan

5,10 Metyleno THF

A SHMT
- Seryna
5 Metyl THF  _ _ THF
— = - THF

Homocysteina : cykl metylacji - Metionina

Ryc. 10. Reakcje katalizowane przez enzym MTHFD1 [wg Brody i wsp. 2002].
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Hum i wsp. wykazali, ze enzym jest zbudowany z dwoch identycznych podjednostek o
sumarycznej masie ok. 100 kD i posiada dwie funkcjonalne domeny. Koniec
aminopeptydowy posiada aktywno$¢ dehydrogenazy i cyklohydrolazy zaleznej od NADP.
Natomiast karboksypeptydowy koniec ma aktywno$¢ syntetazy formyltetrahydrofoilianu [78].
Barlowe 1 wsp. potwierdzili, ze syntetaza moze rowniez petni¢ niekatalityczng role w syntezie
puryn jako sktadowa kompleksu multienzymatycznego [14]. Syntetaza zamyka szlak syntezy
reszt formylowych z formylotetrahyrofolianu w mitochondriach komoérkowych. Gen kodujacy
enzym jest potozony na chromosomie 14 (14q24). Z piSmiennictwa wynika, ze polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu w obrebie genu MTHFD wspotwystepuja z zaburzeniami stezenia
folianéw 1 homocysteiny w rodzinach z wrodzonymi wadami serca [32]. Wang i wsp.
zasugerowali rol¢ niektorych wariantow genetycznych tego enzymu w zwigkszaniu ryzyka
wystapienia raka zotagdka [207]. Ponadto stwierdzano zwigzek polimorfizméw genu MTHFD
z wadami cewy nerwowej, utratami cigz w II trymestrze oraz przedwczesnym oddzieleniem

tozyska [26, 140, 141].

1.8.2.1. POLIMORFIzM 1958G>A (R 653Q) GENU MTHFD1

Najczgsciej analizowanym polimorfizmem genu MTHFDL1 jest polimorfizm 1958G>A
(R653Q). Zlokalizowany jest on w obrgbie domeny syntetazy i prowadzi do substytucji
glicyny przez alaning w kodonie 653 enzymu MTHFDI1. Brody i wsp. oraz Parle McDermott 1
wsp. wskazuja, ze allel 1958A czgsciej wystepuje wérod dzieci z wadami cewy nerwowej oraz
u ich matek [26, 142]. Homozygotyczno$¢ wobec tej mutacji predysponuje tez do czestszej
utraty cigzy [141]. Z kolei Kempisty 1 wsp. zauwazyli wigksza predyspozycje genotypow
1958AA i 1958AG do wystapienia choroby dwubiegunowej i schizofrenii [87]. Li i wsp.
stwierdzili u homozygot 1958AA zwickszong czesto$§¢ hipermetylacji wysp CpG w
komorkach raka piersi [105]. Ponadto obserwowano zwigzek tej mutacji z czestszym
wystepowaniem migreny [138]. Inna praca podkresla role polimorfizmu 1985A>G, ktory
wspotistniejac z homozygotycznym genotypem zmutowanym syntazy tymidylanowej (TS -
thymidylate synthase), powoduje skrocenie okresu remisji u pacjentow z ostrg biataczka
limfoblastyczna, co byto niezalezne od innych prognostycznych czynnikéw ryzyka [95]. Z
kolei Cheng i wsp. wykazali, ze nosicielstwo polimorfizmu 1958G>A u rodzicow (w

szczegOlnosci u matki) moze zmniejsza¢ ryzyko wady przegrody serca u potomstwa.
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Hipotetyczny mechanizm ochronny tej mutacji wedtug autoréw moze polegac¢ na zwigkszeniu
aktywnosci enzymu MTHFD 1, a zatem metabolizmu kwasu foliowego i remetylacji
homocysteiny, skutkujac w rezultacie zmniejszeniem osoczowego poziomu homocysteiny
[32]. Wykazano, ze cz¢stos¢ tej mutacji w populacji dunskiej oraz tureckiej jest zblizona i

wynosi okoto 0,55 dla allela R i 0,45 dla allela Q [3].

1.8.2.2. POLIMORFIZM 401G>A (R134K) GENUMTHFD1

Polimorfizm 401G>A genu MTHFD1 stanowi zamiana nukleotydu guaniny na
adening, co skutkuje substytucja aminokwasu argininy na lizyn¢ w tancuchu biatkowym
dehydrogenazy metylenotetrahydrofolianowej. Mutacja ta umiejscowiona jest w domenie o
aktywnos$ci dehydrogenazy i hydrolazy stad moze mie¢ wptyw na funkcj¢ enzymu [26].
Brody i wsp. badali zwiagzek tego polimorfizmu z wystgpieniem wady cewy nerwowej.
Badanie pokazalo przewage wystgpowania allela 401A wsrod dzieci z wada cewy nerwowej
w porownaniu z grupg kontrolng, lecz rdznica nie byta statystycznie istotna [26]. W badaniu
Stevens 1 wsp. zauwazono natomiast korelacje tego polimorfizmu ze zwigkszonym ryzykiem
zachorowania na raka piersi, gdzie dla genotypu 401GA wobec polimorfizmu 401G>A genu
MTHFD1 bedacej jednoczesnie homozygota CC wobec polimorfizmu rs2276731 genu
dehydrogenazy  formylotetrahydrofolianowej (FTHFD - formyltetrahydrofolate
dehydrogenase) iloraz szans zachorowania na ten nowotwor wynosit 1,40 (95%CI 1,06-1,85)
[187]. Z kolei Curtin i wsp. zaobserwowali zwigzek tego polimorfizmu ze zwigkszonym

ryzykiem wystapienia raka odbytnicy [39].

1.8.3. SYNTAZAMETIONINY (MTR)

Syntaza  metioniny (MTR -  5-methyltetrahydrofolate-homocysteine  S-
methyltransferase, MS - metionine synthase) katalizuje reakcje transmetylacji homocysteiny
do metioniny. Gen kodujacy ten enzym u cztowieka zajmuje pozycje 1q43, w poblizu regionu
telomerycznego dlugiego ramienia chromosomu 1. Po raz pierwszy gen zostat sklonowany
przez Leclerc i wsp. w 1996 roku. Fragment kodujacy genu ludzkiej syntazy metioniny sktada
si¢ z 3795 par zasad [100]. Enzym zbudowany jest z 1265 aminokwasdw 1 posiada 4 miejsca
wigzgce, do ktorych moga przytaczaé sie: homocysteina, 5-methyltetrahydrofolian,

kobalamina i SAM (S-adenozylometionina) w kolejnosci rozmieszczenia od konca
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aminowego. Koniec karboksylowy posiada miejsce interakcji z innym enzymem reduktazg
syntazy metioniny. Najpierw grupa metylowa zostaje przeniesiona z methyl-TH4folianu na
kobalaming, tworzac metylokobalaming i TH4-folian, nastgpnie MTR powoduje przeniesienie
grupy methylowej z metylokobalaminy na homocysteing, tworzac metioning [100, 102] (ryc.
11).

THF CH, -THF

MetSyn-Co(lll) i y \,
(-.:vH3 \\\‘“ ~— /”/// N
— o V:\\‘\'\ \\

- S
>

) (CH, - Homocysteina)
Homocysteina Metionina

\ MetSyn-C(?(III) - . MetSyn-Co(ll)
CH3 reduktaza syntazy

metioninowej

>

.
= ~ Ado-Met

Ade-H
de-Hcy L

Ryc. 11. Cykl przemian metioniny przy udziale enzymoéw MTR i MTRR [wg Leclerc 1998].

Nieprawidlowa funkcja syntazy metioniny moze by¢ powodem hiperhomocysteinemii,
homocysteinurii oraz anemii megaloblastycznej [55]. Komorki dzielace si¢ najbardziej
intensywnie, jak np. nalezace do uktadu hematopoetycznego sa najbardziej wrazliwe na
zaklocenia w syntezie DNA. Stad jedng z pierwszych manifestacji klinicznych niedoborow
folianow jest hipersegmentacja neutrofili, a nastgpnie pojawienie si¢ przemiany
megaloglastycznej komorek szpiku i makrocytarnych erytrocytéw, a ostatecznie anemii
makrocytarnej. W nastepnej w kolejnosci dochodzi do zaburzenia podziatow w komorkach
nabtonkowych 1 gonadalnych. Analizujagc dalszg przemiang¢ metioniny do SAM, mozna
powiedzie¢, ze syntaza metioniny pelni kluczowa role¢ w zapewnieniu odpowiedniego
wewnatrzkomoérkowego poziomu S-adenozylometioniny, niezbednego w procesie metylacji
DNA. Zaburzona metylacja DNA jest jednym z mechanizméw kandydujacych do bycia

odpowiedzialnym za proces karcinogenezy [186].
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1.8.3.1. POLIMORFIZM 2756A>G GENU MTR

Polimorfizm 2756A>G genu syntazy metioniny wynika z substytucji nukleotydu
adeniny guaning w kodonie 2756 prowadzac w rezultacie do zmiany kwasu asparaginowego
na glicyng w tancuchu bialkowym MTR, co moze zmniejsza¢ aktywno$¢ enzymatyczng i
wptywaé na proces metylacji DNA [173]. W pismiennictwie istnieja doniesienia na temat
zwigzku tego polimorfizmu u matki z wystepowaniem wad u potomstwa. Mostowska i wsp.
zaobserwowali ponad 2-krotny wzrost ryzyka rozszczepu wargi/podniebienia u potomstwa
matek o genotypie 2756AG oraz 2756GG. Dokladne wyjasnienie tego mechanizmu nie
zostalo poznane. Autorzy sugeruja, ze moze ono wynikac¢ z istotnej roli cyklu metioninowego
w ksztaltowaniu si¢ struktur twarzoczaszki w procesie embriogenezy [127]. Z kolei Coppede i
wsp. podczas analizy szeSciu najczgstszych polimorfizmoéw zwigzanych z metabolizmem
folianéw jako czynnikdéw ryzyka urodzenia dziecka z zespolem Downa, stwierdzili ze
wspotwystepowanie polimorfizméw 2756AA MTR oraz 677TT MTHFR zwigksza to ryzyko w
sposob statystycznie istotny (p=0,034) [36].

1.8.4. REDUKTAZA SYNTAZY METIONINY (MTRR)

Enzym reduktaza syntazy metioniny (MTRR - methionine synthase reductase)
Uczestniczy w regeneracji syntazy metioniny poprzez metylacj¢, w ktorej SAM jest uzywany
jako donor grupy metylowej. Gen kodujacy enzym reduktaze syntazy metioniny zostat po raz
pierwszy sklonowany u czlowieka, a nastgpnie opisany przez Leclerc i wsp. w 1998 r. Gen ten
o dhugosci 34 kb, zlokalizowany jest na chromosomie pigtym w pozycji 5p15.2-15.3, posiada
15 eksonéw 1 14 intronow 1 koduje biatko zlozone z 698 aminokwasow o masie
czasteczkowej 77700 kD [101, 102]. Enzym syntaza reduktazy katalizuje reakcj¢ regeneracji
metylokabalaminy, bedacej kofaktorem dla enzymu syntazy metioniny, utrzymujac ta ostatnig
w stanie aktywnym, umozliwiajagc ponowng reakcj¢ metylacji homocysteiny do metioniny
[81]. Z kolei za syntez¢ donora grupy metylowej niezbgdnej w reakcji remetylacji
metylenotetrahydrofolianu, odpowiedzialny jest enzym MTHFR. Cykl przemian
katalizowanych przez enzym reduktaze syntazy metioniny ilustruje wczesniej zamieszczona

ryc. 11.
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1.8.4.1. POLIMORFIZM 66A>G GENU MTRR

Polimorfizm 66A>G polega na zamianie adeniny na guaning w kodonie 66 sekwencji
cDNA genu MTRR. Zmutowany allel wystepuje z czgstoscig ok. 0,50 w populacji ogolnej
[81]. Ze wzgledu na znaczacy udziat reduktazy syntazy metioniny w cyklu przemian
homocysteiny w organizmie, rowniez ten polimorfizm mogltby by¢ potencjalnym czynnikiem
wplywajacym na podwyzszony poziom 0Soczowy homocysteiny. Dwie kolejne prace
autorstwa Wilson 1 wsp. oraz Brown i wsp. nie potwierdzily korelacji pomiedzy
wystepowaniem polimorfizmu 66A>G genu MTRR z poziomem o0soczowym homocysteiny
na czczo [27, 215]. Interesujagce wydaja si¢ natomiast spostrzezenia autoréw dotyczgce
genotypu 66GG genu MTRR bedacego ich zdaniem znaczacym czynnikiem ryzyka wczesnie
wystepujacej choroby wiencowej w mechanizmie niezaleznym od hiperhomocysteinemii [27].
Inne doniesienie pokazuje korelacje¢ pomiedzy genotypem 66GG MTRR a zwigkszonym
ryzykiem wystgpienia wady cewy nerwowej u potomstwa matek, w sytuacji gdy osoczowy

poziom witaminy B12 byl obnizony [114].

1.8.5. TRANSKOBALAMINA 1 (TCII, TC2)

Transkobalamina (TCIl, TCN2 - transcobalamin II) jest B-globuling nalezacg do
bialek transportujacych witaming B12 we krwi i umozliwiajacg jej transport do komorki. TCII
jest kluczowym czynnikiem dla enzymu syntazy metioninowej, niezbednym dla jej
prawidlowej aktywnosci, czyli reakcji przeksztatlcania homocysteiny w metioning. Tak wigc
zaburzenia wynikajace z nieprawidtowego funkcjonowania transkobalaminy II dostarczajacej
niezb¢dnego kofaktora dla syntazy metioninowej moga mie¢ podobne implikacje jak
opisywane wczesniej przy zaburzeniach funkcjonowania MTR.

Gen kodujacy transkobalaming II zbudowany jest z 20 kb, zawiera 9 eksonow 1 8
intronow, zlokalizowany jest na chromosomie 22 w miejscu 22q 11.2-gter. Jego produktem
jest enzym transkobalamina II zbudowany z 409 aminokwas6w o masie czasteczkowej 45 kD,
ktora jest jedng z trzech znanych globulin wigzacych witaming B12 w surowicy u cztowieka
[131, 190]. Transkobalamina ma wysokie powinowactwo do witaminy B12, szybko ja wigze i
usuwa z surowicy. Transport witaminy B12 do wnetrza komodrki odbywa si¢ na drodze

endocytozy zaleznej od receptora [131].
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1.8.5.1. POLIMORFIZM 776C>G GENU TCII

Najczgséciej wystepujacym polimorfizmem genu TCII jest substytucja cytozyny na
guaning w pozycji 776, opisana przez Namour i wsp. w 1998 roku. Zmiana ta powoduje
zamian¢ aminokwasu argininy na proling w pozycji 259 sekwencji biatkowej TCII [130].
Zmiany w obrebie sekwencji biatkowej transkobalaminy II wptywaja na zdolno$¢ jej wigzania
z witaming B12 lub zaburzaja wigzanie kompleksu transkobalamina-witamina B12 do
receptora. Moga mie¢ réwniez wplyw na dostgpno$¢ tej witaminy dla przemian
wewnatrzkomorkowych. Warianty genetyczne w obrebie genu dla transkobalaminy II moga
tez posrednio, poprzez cykl przemian folianéw, wplywaé na poziom osoczowej koncentracji
homocysteiny oraz ryzyko wystgpienia chorob uktadu krazenia [61, 190].

Czestos¢ wystepowania homozygot 776GG tego polimorfizmu jest stosunkowo
wysoka, wahajac si¢ pomiedzy 3-42% w roznych populacjach [61]. W badaniu Bowen 1 wsp.
czegstos¢ wystepowania allela 259C wynosita 0,439 w populacji kaukaskiej, 0,558 w
azjatyckiej 1 0,363 w afrykanskiej (p=0,002). Najczesciej wariant ten wystepowal w populacji
azjatyckiej, co istotnie statystycznie roznito si¢ od populacji kaukaskiej (p=0,003) oraz
afrykanskiej (p=0,006) [23].

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie badaniami nad genami kandydujacymi i
ich udzialu w rozwoju niektorych powiktan w wielu dyscyplinach medycznych. Wydaje sig,
ze badania nad udziatem gendéw kandydujacych w patofizjologii powiktan potozniczych jest
jednym z najistotniejszych problemow z tego zakresu.

Cykl przemian folianow jest zwigzany z obecnoscig wielu kofaktorow, jak réwniez z
prawidlowa aktywnoS$cig, dzialaniem 1 stg¢zeniem wielu enzymow uczestniczacych w
reakcjach biochemicznych. Jedng z wazniejszych jest prawidtowa aktywno$¢ enzymow
biorgcych udziat w kolejnych reakcjach cyklu folianowego. Z kolei aktywnos$¢ enzymatyczna
jest $cisle uwarunkowana genetycznie, poprzez wptyw wariantow w genach kodujacych
biatka enzymatyczne. Geny kodujace poszczegdlne enzymy sg genami kandydujacymi do
udzialu w zaburzeniach cyklu foliandbw i w powstawaniu szeregu powiklan u kobiety

cigzarnej m. in. hipotrofii ptodu.
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2. CEL PRACY

Celem pracy byla ocena zwigzku polimorfizméw wybranych gendéw metabolizmu

folianow ze wzrostem ryzyka rozwoju hipotrofii ptodu.

Cel ten realizowany byt poprzez analiz¢ w grupie badanej kobiet z hipotrofig ptodu oraz w

grupie kontrolnej zdrowych ciezarnych:

1. danych klinicznych pacjentek z grupy badanej kobiet z hipotrofig ptodu oraz grupy
kontrolnej zdrowych cigzarnych

2. parametrow urodzeniowych noworodkoéw z grupy badanej 1 kontrolne;j

3. czgstosci wystepowania genotypdw 1 alleli polimorfizmow:

- 677C>T (A222V), 1298A>C (E429A), 1793G>A (R594Q) genu reduktazy 5,10-
metylenotetrahydrofolianu (MTHFR)

-1958G>A (R653Q), 401G>A (R134K) genu dehydrogenazy
metylenotetrahydrofolianu (MTHFD1)

- 2756A>G (D919G) genu syntazy metioniny (MTR/MS)

- 66A>G (122M) genu reduktazy syntazy metioninowej (MTRR/MSR)

- 776C>G (P259R) genu transkobalaminy Il (TCII, TC2)

4. czestosci wystgpowania genotypow i1 alleli badanych polimorfizméw genetycznych w
zalezno$ci od masy urodzeniowej noworodkdéw oraz czasu zakonczenia cigzy w grupie
badanej

5. czestosci wspotwystepowania genotypow poszczegdlnych polimorfizmow w obydwu

badanych grupach kobiet.
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3. MATERIAL Il METODYKA

3.1. MATERIAL

Badanie przeprowadzono w 2 grupach kobiet: 120 pacjentek, ktére urodzity dziecko z
hipotrofiag ptodu (masa noworodka <2 SD lub <10 percentyla od naleznej dla danego wieku
cigzowego 1 plci) oraz W grupie kontrolnej 120 zdrowych cigzarnych, ktore urodzity
noworodka z prawidlowa masg ciala. Pacjentki kwalifikowano do badan w obrebie Kliniki
Perinatologii i Chorob Kobiecych Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu oraz w obrebie sali porodowej Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala Klinicznego.
Badania przeprowadzono od stycznia 2011 do marca 2013 roku. Wszystkie pacjentki byty
poinformowane o celu i zakresie badan i wyrazily na nie pisemng zgode. Na przeprowadzenie
badan uzyskano rowniez zgod¢ Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
nr423/11.

3.1.1.CHARAKTERYSTYKA GRUPY BADANEJ

Grupe badang stanowito 120 matek noworodkéw z hipotrofia plodu. Hipotrofie
oceniano po urodzeniu dziecka na podstawie jego masy ciata, przyjmujac za wyznacznik
hipotrofii niedobdr masy noworodka ponizej dwukrotnej wartosci odchylenia standardowego
(<2 SD) Ilub ponizej 10 percentyla od naleznej dla danego wieku cigzowego i pfci.
Kazdorazowo poprawno$¢ oceny sprawdzano odnoszac dane dotyczace masy do siatek
centylowych opracowanych dla populacji Wielkopolskiej i Lubuskiej [59]. Srednia wieku
pacjentek wynosita 29,3+5,8 lat, $redni czas zakonczenia cigzy 35,0+3,2 tc. W grupie badanej
znalazlo si¢ 67 pierwiastek 1 53 wielorddki (tab. 1).

Dane dotyczace wieku cigzowego uzyskano dzigki zastosowaniu reguty Negelego,
biorac pod uwage date ostatniej miesigczki, uwzgledniajac regularno$¢ cykli oraz dane
uzyskane podczas badania ultrasonograficznego wykonanego w [ trymestrze cigzy. U
wszystkich  pacjentek zanotowano wartosci ci$nienia tgtniczego skurczowego i
rozkurczowego, wzrost, mase ciata przed i pod koniec cigzy, dzieki czemu obliczono przyrost

masy ciala w trakcie cigzy oraz przyrost wskaznika masy ciata (BMI - body mass index),
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obliczanego wedtug standardowego wzoru (BMI = masa ciata (kg)/wzrost’(m?)). Odnotowano
rowniez sposob zakonczenia cigzy, dane dotyczace noworodka, a takze dane matki dotyczace
wyksztatcenia i zamieszkania. Analizowano rowniez fakt palenia papierosow przez pacjentki
(przed cigza 1 w cigzy), spozywanie alkoholu oraz stosowanie (W cigzy oraz wczes$niej)
preparatow kwasu foliowego, badz preparatow witamin. Wszystkie pacjentki analizowane
byly w ciazy pojedynczej. Wszystkie pacjentki nalezaly rasy kaukaskiej, byly narodowosci
polskiej i pochodzity z regionu Wielkopolski.

Kryteria wylaczenia: Pacjentki z tej grupy nie byly obcigzone powaznymi chorobami
ogolnoustrojowymi mogacymi mie¢ wpltyw na proces wzrastania ptodu. Z grupy badanej
wykluczono matki noworodkow =z ciezkimi wadami wrodzonymi oraz zespolami
genetycznymi mogacymi mie¢ wplyw na wystgpienie nieprawidlowego wzrastania, a takze
matki noworodkow z cigz wieloptodowych.

Grupe badang podzielono na 2 podgrupy w zaleznosci od:

1. tygodnia zakonczenia cigzy (68 pacjentek >37tc., 52 pacjentki <37 tc.)
2. masy urodzeniowej noworodka (89 matek noworodkéw z masg ciata >1500 g, 31

matek dzieci <1500 g).

3.1.2. CHARAKTERYSTYKA GRUPY KONTROLNEJ

Grupe kontrolng stanowito 120 kobiet, ktore urodzity noworodki bez cech hipotrofii (z
masg ciata noworodka >2 SD lub > 10 percentyla od naleznej dla danego wieku cigzowego).
Srednia wieku pacjentek wynosita 30,3+4,6 lat, sredni czas zakonczenia cigzy 39,2+1,3 tc. W
grupie kontrolnej znalazto si¢ 57 pierwiastek 1 63 wielorddki. Wszystkie pacjentki z grupy
badanej réwniez nalezaty do rasy kaukaskiej, narodowosci polskiej, pochodzity z regionu
Wielkopolski. U wszystkich pacjentek z grupy kontrolnej potwierdzono cigze pojedyncza. W
grupie tej nie obserwowano wspolistniejacych powaznych chordéb ogdlnoustrojowych. Z
grupy kontrolnej wykluczono matki noworodkow z ciezkimi wadami wrodzonymi oraz
zespolami genetycznymi, a takze matki noworodkow z cigz wieloptodowych. Réwniez w
grupie kontrolnej odnotowano: wiek pacjentek, czas zakonczenia cigzy, wartosci cisnienia
tetniczego skurczowego 1 rozkurczowego, przyrost BMI, a takze dane socjoekonomiczne
(wyksztatcenie, zamieszkanie) oraz informacje dotyczace stanu urodzeniowego noworodka.
Odnotowano rowniez czy pacjentka spozywata kwas foliowy i witaminy, badZz stosowata
uzywki przed 1 podczas cigzy. Wybrane parametry charakteryzujace grupe kontrolng
przedstawia tabela 1.
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Tab. 1. Charakterystyka porownawcza kobiet z grupy z hipotrofiag ptodu i pacjentek z grupy
kontrolnej.

Grupa badana Grupa kontrolna p
120 120

Wiek (lata) ns
Srednia (£SD) 29,3+5,8 30,3+4,6
mediana 29,0 30,0
minimum/maksimum 18/44 16/48
Czas zakonczenia ciazy <0,0001
(tydzien) 35,0+3,2 39,2+1,3
$rednia (+SD) 37,0 39,0
mediana 26/40 37142
minimum/maksimum
Pierwiastki 67 (55,8) 57 (47,5) ns
Wielorodki 53 (44,2) 63 (52,5)
RR skurczowe (mmHg) ns
$rednia (=SD) 113,9+12,3 108,7+11,0
mediana 115,0 110,0
minimum/maksimum 80/130 80/130
RR rozkurczowe (mmHg) ns
$rednia (+SD) 70,7+8,2 67,0+8,5
mediana 70,0 70,0
minimum/maksimum 50/80 50/80
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3.2. METODYKA

3.2.1.MATERIAL BADAWCZY

Celem oznaczenia genotypow 1 alleli wybranych polimorfizméw bioragcych udziat w
przemianie folianéw od kazdej pacjentki jednorazowo pobrano krew z zyly odlokciowej w
trakcie rutynowych badan. Krew pobierano w ilosci okolo 5 ml do probowki S-Movette
(Starstedt, Niemcy) zawierajgcej antykoagulant kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA -
ethylene diamine tetraacetic acid). Pobrana w ten sposob krew byla nastepnie
przechowywana w temperaturze minus 20°C do czasu kolejnego etapu badan, jakim byta
izolacja DNA. Pacjentki do grupy badanej i kontrolnej zakwalifikowane zostaty w Klinice
Perinatologii 1 Choréb Kobiecych UM w Poznaniu oraz w obrgbie Sali Porodowej SPZOZ
Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala ul. Polna 33 w Poznaniu. Dalszg analiz¢ prowadzono
w Pracowni Biologii Molekularnej w Klinice Perinatologii i Choréb Kobiecych UM w
Poznaniu. Z krwi izolowano DNA wykorzystujac komercyjny zestaw do izolacji
genomowego DNA. Na dalszym etapie badan do oznaczenia wybranych polimorfizmow
zastosowano tancuchowg reakcj¢ polimerazy (PCR - polimerase chain reaction), a nastepnie
produkty PCR poddawano dziataniu enzymow restrykcyjnych, a otrzymane fragmenty
elektroforezie na zelu agarozowym (RLFP - restriction fragment length polymorphism).

Z probki krwi pobranej od kazdej cigzarnej oznaczono czgstos¢ wystepowania
nastepujagcych o$miu polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP - single nucleotide

polymorphism) pieciu genéw bioracych udzialt w przemianie folianow:

Reduktaza 5,10-metylenotetrahydrofolianowa (MTHFR): 677C>T (A222V)

1298A>C (E429A)

1793G>A (R594Q)
Dehydrogenaza metylenotetrahydrofolianowa (MTHFD1):  1958G>A (R653Q),

401G>A (R134K)
Syntaza metioniny (MTR/MS): 2756A>G (D919G)
Reduktaza syntazy metioninowej (MTRR/MSR): 66A>G (122M)
Transkobalamina 11 (TCII, TC2): 776C>G (P259R)
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Charakterystyka powyzej wymienionych polimorfizméw zawarta zostata w tabeli 2.

Tab. 2. Charakterystyka polimorfizméw gendw bioragcych udziat w przemianie folianow.

Gen Pozycja genu | Zmiana nukleotydu | Zmiana sekwencji dbSNP
na biatka
chromosomie

MTHFR 1p36.3 667C>T A222V rs1801133
MTHFR 1p36.3 1298A>C E429A rs1801131
MTHFR 1p36.3 1793G>A R594Q rs2274976
MTHFD1 14924 1958G>A R653Q rs2236225
MTHFD1 14924 401G>A R134K rs1950902
MTR (MS) 1943 2756A>G D919G rs1805087
MTRR (MSR) 5p15.31 66A>G 122M rs1801394
TCII (TC2) 22q12.2 776C>G R259P rs1801198

3.2.2. ANALIZA GENETYCZNA
3.2.2.1. 1zoLACIADNA

DNA do badan molekularnych izolowano z leukocytow krwi obwodowej. Do izolacji
DNA uzyto zestawu komercyjnego QlAamp DNA Blond Mini Kit (QIAGEN inc., Niemcy).
Do izolacji materialu genetycznego wykorzystywano krew pacjentki w ilosci ok. 5 ml
pobranej do probowek z EDTA (zastosowany jako antykoagulant). W poczatkowym etapie
celem rozbicia blony komorkowej leukocytow 1 uwolnienia DNA do probki krwi dodawano
enzym proteinaz¢ K w ilosci 20 ul oraz 200 ul buforu do lizy (oznaczonego przez firme¢
symbolem AL). Cato$¢ poddawano nastepnie dziataniu temperatury 56°C przez 10 minut, a
nastepnie przenoszono do kolumienki zawierajacej zloze krzemionkowe i1 wirowano z
predkoscig 8000 obrotow na minute (rpm). Nastepnie kolumng przenoszono do nowej
probowki, odrzucajac powstaly przesacz. Dalsze dzialania polegajace na dwukrotnym
przemyciu z zastosowaniem 500 pl buforéw oznaczonych przez firme¢ jako Al i1 A2 oraz
dwukrotnym odwirowaniu (1 minut¢ 8000 obrotow/min oraz 3 minuty 14000 obrotow/min)

mialy na celu oczyszczenie uzyskanego DNA. Ostatecznie po natozeniu na kolumng 200 pl
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buforu do elucji (bufor AE), pieciominutowej inkubacji w temperaturze pokojowej i
odwirowaniu w 8000 obrotéw/min otrzymywano oczyszczone DNA, ktore poddawano

dalszej analizie genetyczneyj.

3.2.2.2. OZNACZANIE JAKOSCI I STEZENIA PREPARATOW DNA

Kolejnym istotnym krokiem przed przystapieniem do analizy genetycznej byta
weryfikacja jakosci 1 stezenia otrzymanego DNA z zastosowaniem metody
spektrofotometrycznej oraz elektroforezy na zelu agarozowym. Jako$¢ preparatu jak rowniez
stezenie DNA w preparacie mogg podlega¢ ocenie za pomocg pomiaru absorbancji (A) przy
dlugosciach fali 260 nm oraz 280 nm, a nast¢pnie wyznaczeniu wspdtczynnika gestosci
optycznej (OD - optical density) A 260/A 280. Preparat DNA wolny od domieszek, jakimi sg
najczesciej biatka, posiada wspotczynnik A 260/A 280 w przedziale wartosci 1,8-2,0. W
przypadku gdy otrzymywano wspdiczynnik wykraczajacy poza te granice, ponownie
izolowano DNA. Do weryfikacji jako$§ci DNA znalazta zastosowanie takze zasada, twierdzaca
iz dobrej jakosci genomowy DNA po elektroforezie na 0,8% zelu agarozowym widoczny jest
w postaci pojedynczego prazka.

Celem okreslenia stezenia otrzymanego preparatu DNA mierzono jego absorbancje
przy dhugosci fali 260 nm i przyjmujac za Stomskim i wsp. ze st¢zenie wynosi 50 pg/ml jesli
absorbancja A260 wynosi 1 [176]. W ten sposdb mozna obliczy¢ stezenie DNA korzystajac ze

wzoru:

Stezenie DNA = absorbancja przy 260 nm x rozcienczenie x 50

Kolejnym krokiem po ocenie ilosciowej, bylo poddanie wyizolowanej, wlasciwie

oczyszczonej matrycy dalszej analizie metoda PCR/RFLP celem oznaczenia genotypow.

3.2.2.3. ANALIZA DLUGOSCI FRAGMENTOW RESTRYKCYJINYCH

Metoda PCR/RFLP polega na amplifikacji fragmentu, w obrebie ktorego wystepuje
miejsce wigzace enzym restrykcyjny (tzw. miejsce restrykcyjne) za pomoca reakcji
fancuchowej polimerazy (PCR), a nastepnie poddanie produktu PCR dzialaniu enzymu. W
rezultacie powstaja mniejsze odcinki, ktore nastepnie mogg by¢ rozdzielane na zelu

agarozowym metoda elektroforezy. Metoda ta znajduje zastosowanie do identyfikacji
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punktowych mutacji, jakimi byty w tym przypadku badane polimorfizmy genéw bioracych
udziat w przemianie folianow.

Reakcja PCR polega na powieleniu wybranego fragmentu o znanych sekwencjach
poczatkowej i1 koncowej, przez enzym polimeraze, co stanowito kolejny etap pracy. W tym
celu do mieszaniny zawierajgcej wyizolowany i oczyszczony DNA stanowigcy matryce
dodawano nastepujace sktadniki:

1. startery komplementarne do koncow 3' i1 5'odcinka DNA, ktory ma zosta¢ powielony

dezoksynukleotydy (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)

2. enzym  termostabilng  polimerazg, ktéra z  wykorzystaniem  wolnych
dezoksynukleotydow z mieszaniny dokonuje syntezy fragmentu wyznaczonego przez
przylaczone startery

3. bufor zapewniajacy optymalne dla danego enzymu srodowisko reakcji.

Synteza okre$lonego fragmentu zachodzi w wyniku powtarzajacych si¢ cykli reakcji
zachodzacych w rdznej temperaturze, na ktore sktadajg sie¢ trzy etapy:
Etap pierwszy - denaturacja

Na tym etapie dochodzi do rozplecenia podwojnie zwinigtej helisy DNA w rezultacie
poddania jej dziataniu temperatury 90-95°C. W efekcie powstaja dwie pojedyncze nici, ktore
moga stanowi¢ wzor do syntezy wybranych fragmentéw zawierajacych badany gen.

Etap drugi - hybrydyzacja starteréw (annealing)

Podczas tego etapu dochodzi do zwigzania starterow z odcinkami poczatkowym i
koncowym matrycy, wyznaczajacymi dany fragment, ktory ma ulec powieleniu. Reakcja ta
zachodzi w temperaturze, ktora jest swoista dla danych starterow (40-65°C), lecz zawsze
nizsza niz na etapie denaturacji.

Etap trzeci - wydluzanie starterow (elongacja)

Temperatura reakcji na tym etapie jest uzalezniona od danej polimerazy i zapewnia jej
optymalng wydajno$¢ w powielaniu okreslonego odcinka rozpoczynajac od startera
poczatkowego. Dla wigkszo$ci znanych polimeraz temperatura ta wynosi 72°C. Do
utworzenia nowego fragmentu jako elementy budulcowe wykorzystywane sa
dezoksynukleotydy z mieszaniny. Czas reakcji wynosi 30 sekund.

Cykl powtarza si¢ od 15 do 40 razy, uzyskujac wlasciwe namnozenie pozadanego
odcinka, ktérego ilo§¢ narasta w mieszaninie wykladniczo, dzigki mozliwosci
wykorzystywania jako matrycy rowniez nowo powstatych fragmentow. W pracy do
przeprowadzenia reakcji PCR zastosowano termocykler Dyad DNA Engine (BioRad, USA).

Uzyskane na tym etapie pracy fragmenty zawierajace dany polimorfizm badanego
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genu byly nastgpnie poddane dzialaniu enzymow restrykcyjnych, ktére przecinajg wigzania
diestrowe nici DNA w $cisle okreslonych swoistych dla nich punktach, nazywanych miejscem
restrykcyjnym. Roéznice w dlugosci otrzymywanych fragmentéw uzalezniona jest od
obecno$ci mutacji, ktore tworzg badz eliminuja miejsce rozpoznawane przez enzym.
Uzyskane w ten sposob docelowe odcinki poddawano elektroforezie na 2-3% zelach
agarozowych. Po wybarwieniu bromkiem etydyny i wizualizacji w $wietle UV pozwolito to
na zobrazowanie otrzymanych fragmentéw w postaci prazkow, uktad ktorych uzalezniony jest
od wielkos$ci fragmentu. Badanie to umozliwilo okreslenie genotypu pacjentek pod wzgledem

badanych gendéw bioracych udzial w metabolizmie folianow.

3.2.2.4. POLIMORFIZM 677C>T (A222V) GENUMTHFR

Celem oceny genotypéw w zakresie polimorfizmu 677C>T (A222V) genu MTHFR
podczas reakcji PCR zastosowano startery : 5-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3'
oraz 5-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3’ (TibMolbiol, Niemcy). Sktad mieszaniny jak
rowniez warunki reakcji PCR, ktorg przeprowadzono z zastosowaniem termocyklera Dyad
DNA Engine (BioRad, Stany Zjednoczone), przedstawiono w tabelach 3 oraz 4. W rezultacie
otrzymano produkt wielkosci 198 pz, ktory poddano dziataniu endonukleazy Hinfl (Eurx,
Polska) oraz inkubacji przez 16 godzin w temperaturze 37°C w cieplarce (Memmert,
Niemcy). Uzyskano nastgpujace fragmenty DNA o wielkosci 198, 175 oraz 23 pz, ktére w
wyniku elektroforezy na 2% zelu agarozowym pozwolily uzyskaé trzy genotypy: homozygota
typu dzikiego 677CC 198 pz, heterozygota 677CT 198, 175, 23 pz oraz heterozygota
zmutowana 677TT 175, 23 pz.

3.2.2.5. POLIMORFIzM 1298A>C (E429A) GENU MTHFR

Polimorfizm 1298A>C (E429A) genu MTHFR identyfikowano po amplifikacji metoda
PCR przy uzyciu starterow: 5’-CTT CTA CCT GAA GAG CAA GTC-3’ oraz 5’-CAT GTC
CAC AGC ATG GAG-3’ (TibMolbiol, Niemcy). Sktad mieszaniny oraz warunki reakcji
przedstawiono w tabeli 3 oraz 4. Uzyskany produkt o wielkosci 256 pz poddano dziataniu
enzymu restrykcyjnego Mboll (Fermentas, Litwa) i inkubowano w 37°C przez 16 godzin. Po
procesie elektroforezy odczytywano nastgpujace genotypy: homozygota niezmutowana
1298AA 176, 30, 28, 22 pz, heterozygota 1298AC 204, 30, 28, 22 pz, homozygota zmutowana
1298CC 204, 30, 22 pz.
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3.2.2.6. POLIMORFIZM 1793G>A (R594Q) GENU MTHFR

Ostatni z polimorfizméw w obrebie genu MTHFR badano w wyniku przecigcia przez
endonukleazg¢ Mbil (BsrBI) (Fermentas, Litwa) w obrebie miejsc restrykcyjnych produktu
PCR wielkosci 310 pz. Startery uzyte do reakcji PCR: 5'-CTC TGT GTG TGT GTG CAT
GTG TGC G-3' oraz 5-GGG ACA GGA GTG GCT CCA ACG CAG G-3' (TibMolbiol,
Niemcy). Warunki dla tej reakcji, podobnie jak dla pozostatych polimorfizmow,
przedstawiono w tabelach 3 oraz 4. Uzyskano genotyp homozygotyczny ,,dziki” 1793GG na
ktory sktadaty si¢ dwa odcinki o wielko$ci 77 1 233 pz, ktére uwidoczniono po elektroforezie
na zelu agarozowym i wybarwieniu bromkiem etydyny. Heterozygoty 1793GA prezentowaty
si¢ w postaci trzech prazkéw odpowiadajacych fragmentom 310, 233 1 77 pz. Genotyp
zmutowany 1793AA nie wykazywal miejsca restrykcyjnego, stad nie podlegat hydrolizie
przez enzym restrykcyjny.

3.2.2.7. POLIMORFIZM 1958G>A (R653Q) GENU MTHFD1

Polimorfizm ten wykrywano za pomoca amplifikacji metoda PCR przy uzyciu
nastepujacych starterow: 5-CAC TCC AGT GTT TGT CCATG-3'i 5-GCATCT TGA GAG
CCC TGA C-3' (TibMolbiol, Niemcy). Otrzymany produkt o wielkosci 330 pz poddawano
trawieniu enzymem restrykcyjnym Mspl (Fermentas, Litwa) przez 16 godzin w temp 37°C.
Otrzymano nast¢pujace genotypy: homozygota 1958GG 196, 70, 56 i 8 pz heterozygota
1958GA 266, 196, 70, 56 i 8 pz oraz homozygota zmutowana 1958AA 266, 56 i 8 pz.

3.2.2.8. POLIMORFIZM 401G>A (R134K) GENU MTHFD1

Celem amplifikacji fragmentu zawierajacego miejsce polimorficzne 401G>A (R134K)
zastosowano startery: 5°-TGC ATG CTT TCATTT ATAATA TGT TT-3" oraz 5°’-AAT GAA
ACA GTC ATT GAG GTC AC-3’ (TibMolbiol, Niemcy). Produkt tej reakcji wielkosci 172 pz
poddawano dziataniu temperatury 37°C przez 16 godzin, aby umozliwi¢ dzialanie
endonukleazy BsmAl (Alw261) (Fermentas, Litwa). Genotyp homozygotyczny zmutowany
401AA w wyniku zamiany argininy na lizyng, traci miejsce restrykcyjne i nie ulega dziataniu
enzymu. Genotyp homozygotyczny ,,dziki” 401GG stanowity dwa fragmenty, powstatych w
wyniku przecigcia pierwotnego produktu reakcji PCR, o wielkosci 130 oraz 42 pz.
Homozygota niezmutowana 401GA dzigki obecnosci dwoch miejsc restrykcyjnych, po

wybarwieniu i elektroforezie uwidoczniona zostata jako trzy fragmenty 172, 130 i 42 pz.

46



ZNACZENIE POLIMORFIZMU WYBRANYCH GENOW ZWIAZANYCH 7 METABOLIZMEM FOLIANOW ...

3.2.2.9. POLIMORFI1zM 2756A>G (D919G) GENU MTR/MS

Polimorfizm ten oceniano przy uzyciu starterow: 5’-TGT TCC CAG CTG TTA GAT
GAA AAT C-3’ oraz 5’-GAT CCAAAG CCT TTT ACA CTC CTC-3’ (TibMolbiol, Niemcy),
otrzymujgc odcinek o wielkosci 211pz. Po trawieniu enzymem restrykcyjnym BsuRl
(Fermentas, Litwa) mozliwe byto uzyskanie kilku fragmentéw: dla obecno$ci geneotypu
homozygotycznego zmutowanego 2756GG 131 i 80 pz, dla obecnosci genotypu
heterozygotycznego 2756AG 211, 131 oraz 80 pz. Niezmutowany genotyp 2756AA nie

podlegat trawieniu przez endonukleazg.

3.2.2.10. POLIMORFIZM 66A>G (122M) GENU MTRR

Podczas analizy genotypéw w zakresie polimorfizmu 66A>G (122M) genu MTRR
zastosowano nastepujace startery: 5’-CAA AGG CCA TCG CAG AAG ACA T-3°, 5°-CCC
AAC CAA AAT TCT TCA AAG CA-3° (TibMolBiol, Niemcy) w warunkach
przedstawionych w tabeli 3. Uzyskany fragment poddano dziataniu endonukleazy Ndel
(Fermentas, Litwa), co pozwolito uzyska¢ nastepujace genotypy w zakresie polimorfizmu
66A>G (I22M) genu MTRR: homozygota niezmutowana 66AA 121, 21 pz, heterozygota
66AG 142, 121, 21 pz oraz homozygota zmutowana 66GG 142 pz.

3.2.2.11. POLIMORFIzM 776C>G (P259R) GENU TCI|

Do oznaczania polimorfizmu 776C>G genu TCII zastosowano startery: 5’-GTC AGG
TGC TGG AAC ACC TAG-3’ oraz 5’-TAG GTC TTG TGG TTC AGA ACG-3’ (TibMolbiol,
Niemcy). Startery te zastosowano do przeprowadzenia reakcji PCR (warunki podano w
tabelach 3 oraz 4) celem uzyskania produktu o wielkosci 220 pz. Mutacja punktowa 776C>G
powodowata opornos¢ homozygoty zmutowanej 776GG na hydrolize enzymem
restrykcyjnym Mval (Fermentas, Litwa). Heterozygota 776CG w wyniku trawienia poprzez
endonukleaz¢ pozwalata uzyska¢ trzy fragmenty 220, 126 i 94 pz uwidocznione dzigki
elektroforezie i wybarwieniu bromkiem etydyny, dla genotypu homozygotycznego typu

dzikiego 776CC uzyskiwano fragmenty o wielkosci 126 i 94 pz.

Sktad mieszaniny w reakcji PCR oraz warunki dla poszczegélnych etapoéw reakcji

PCR przedstawiono w tabeli 3 oraz 4.

47



Tab. 3. Sktad mieszaniny w reakcji PCR.

Skladnik (stezenie wyjsciowe)

DNA Woda Bufor MgCl, dNTP Starter F Starter R Polimeraza Objetosé
[ul] [ul] PCR [25 mM] [2,5 mM] [50 pmol/ pl] [50 pmol/ul] (5U/ ul] koncowa
[10x]
Polimorfizm

667C>T 2 16,0 2,5 1,5 2 0,4 0,4 0,2 25
1298A>C 2 15,0 2,5 2,5 2 0,4 0,4 0,2 25
1793G>A 2 15,0 2,5 2,5 2 0,4 0,4 0,2 25
1958G>A 2 16,0 2,5 1,5 2 0,4 0,4 0,2 25
401G>A 2 15,0 2,5 2,5 2 0,4 0,4 0,2 25
2756A>G 2 15,0 2,5 2,5 2 0,4 0,4 0,2 25
66A>G 2 15,0 2,5 2,5 2 0,4 0,4 0,2 25
776C>G 2 15,0 2,5 2,5 2 0,4 0,4 0,2 25
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Tab. 4. Warunki dla poszczegolnych etapoéw reakcji PCR.

Polimorfizm Denaturacja Denaturacja Wigzanie Synteza Synteza korncowa Tlos¢
wstepna starterow cykli
temp czas temp czas temp czas temp czas temp czas
[°C]. [sek.] [°C] [sek.] [°C] [sek.] [°C] [sek.] [°C] [sek.]
667C>T 95 240 95 30 65 30 72 60 72 600 30
1298A>C 95 240 95 30 61 30 72 60 72 600 30
1793G>A 95 240 95 30 69 30 72 60 72 600 30
1958G>A 95 240 95 30 63 30 72 60 72 600 30
401G>A 95 240 95 30 53 30 72 60 72 600 30
2756A>G 95 240 95 30 61 30 72 60 72 600 30
66A>G 95 240 95 30 61 30 72 60 72 600 30
776C>G 95 240 95 30 61 30 72 60 72 600 30
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3.3. ANALIZA STATYSTYCZNA

Do analizy statystycznej otrzymanych w rozprawie wynikéw czestosci wystgpowania
poszczegbdlnych genotypow i alleli analizowanych polimorfizmow genetycznych zastosowano
program statystyczny SPSS 17.0 PL dla Windows.

W prezentowanej pracy dane Kkliniczne i laboratoryjne podsumowywano z
zastosowaniem S$rednich arytmetycznych (suma wszystkich wartos$ci dzielonych przez ich
liczbe), odchylenia standardowego (£SD) (miara rozproszenia warto$ci indywidualnych
wokot $redniej proby), mediany (miara tendencji centralnych i obrazu rozktadu zmiennych
porzadkowych), zakresu wynikow ze wskazaniem warto$ci minimalnej oraz maksymalne;j.
Wszystkie dane kliniczne, laboratoryjne oraz czgsto$¢ wystepowania poszczegdlnych
genotypoéw danych polimorfizméw dla wszystkich pacjentek gromadzone byly w Edytorze
Danych SPSS 17.0 PL.

Przeprowadzono réwniez poroéwnanie wartosci srednich pomiedzy poszczegdlnymi
badanymi grupami i wydzielonymi podgrupami kobiet, w tym celu zastosowano test U-
Manna-Whitney’a oraz test ANOVA.

W analizie genetycznej najpierw arytmetycznie obliczano procentowg czestos¢
wystepowania genotypow 1 alleli badanych polimorfizméw w poszczegdlnych grupach
kobiet. Nastgpnie wartoSci obserwowane W grupach kobiet poréwnywano do warto$ci
oczekiwanych, ktore obliczano z zastosowaniem prawa Hardy-Weinberga, (obliczenia z
czestosci wystepowania alleli badanego polimorfizmu w danej grupie kobiet). Prawo to

przedstawiane jest nastepujgcym rownaniem:

p’+2pg+q°=1

gdzie litery p oraz q oznaczaja czestos¢ wystepowania poszczegdlnych alleli danego genu.
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W analizie statystycznej dotyczacej czesci genetycznej przy poréwnywaniu czestosci
wystepowania genotypow 1 alleli pomiedzy grupami i podgrupami kobiet obliczano
wspotczynnik ryzyka (WR — wspotczynnik ryzyka, iloraz szans, odds ratio). Otrzymane
wyniki przedstawiano tacznie z 95% przedzialem ufnosci (PU) dla obliczenia czgstosci
genotypow 1 alleli (95% PU obliczano za pomocg programu Clinical Trials Design Program
wersja 1.0). Rozklad genotypow w analizowanych grupach pacjentek porownywano testem
chi-kwadrat z poprawka Fishera. Dla oznaczenia wzajemnych korelacji badanych genotypow
1 alleli badanych polimorfizméw genetycznych poréwnywano je obliczajac wspotczynnik
korelacji Pearsona oraz testem chi-kwadrat. Za warto$¢ znamiennie statystyczng uznawano

warto$¢ p mniejsza od 0,05.
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4. WYNIKI

4.1. CHARAKTERYSTYKA POROWNAWCZA BADANYCH GRUP PACJENTEK

W pracy analizowano dane uzyskane od 120 matek noworodkéw z hipotrofig ptodu oraz
120 matek noworodkow z prawidtows masg ciata. Wiek badanych pacjentek z obydwu grup
nie r6znit si¢ istotnie (29,3+5,8 vs. 30,34+4,6 lat, p=0,14). W grupie badanej zaobserwowano
przewage pierwiastek (55,8 vs. 44,2%, p=0,25), a w grupie kontrolnej wielorodek (52,5 vs.
47,5%, p=0,25). Sredni czas zakonczenia cigzy byt istotnie statystycznie nizszy w grupie
badanej 1 wynosit 35,0+3,2 tc. w poréwnaniu do grupy kontrolnej: 39,2+1,3 tc. (p<0,0001).
Wartosci $rednie ci$nienia skurczowego w grupie badanej nie r6znily si¢ istotnie statystycznie
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (113,9+12,3 vs. 108,7+11,0 mmHg, ns), podobnie jak
wartosci ci$nienia rozkurczowego (70,7+8,2 vs. 67,0+8,5 mmHg, ns). U pacjentek z obydwu
grup odnotowano poréwnywalny wzrost oraz mas¢ ciata przed cigza. RoOwniez przyrost masy
ciata podczas cigzy oraz przyrost BMI nie réznit si¢ istotnie w obu grupach. W grupie z
hipotrofig masa ciala w ciagzy, jak i jej przyrost (12,0 vs. 14,8 w grupie kontrolnej, p<0,0001),
wyrazony rowniez jako przyrost BMI (4,4 vs. 5,3 w grupie kontrolnej, ns) byty mniejsze niz
w grupie kontrolnej. W grupie z hipotrofig ptodu zanotowano statystycznie istotny wyzszy
odsetek porodow ukonczonych droga cigcia cesarskiego w poroOwnaniu z grupa kontrolng
(54,2 vs. 14,2%, p<0,0001). W grupie kontrolnej zdrowych ci¢zarnych zaobserwowano az
80,8% porodow silami natury (w grupie badanej tylko 43,3%, p<0,0001).

W dalszej kolejnosci w obydwu grupach poréwnano parametry socjoekonomiczne, takie
jak wyksztatcenie oraz miejsce zamieszkania pacjentek, a takze stosowanie uzywek przed i w
trakcie cigzy. Analiza wykazata, ze w grupie badanej z hipotrofig wigcej pacjentek posiadato
wyksztatcenie $rednie (40,0 vs. 34,2% w grupie kontrolnej) i podstawowe (23,3 vs. 2,5% w
grupie kontrolnej), natomiast w grupie kontrolnej zdrowych ci¢zarnych przewage stanowito
wyksztatcenie wyzsze (63,3 vs. 36,7% w grupie badanej), co stanowito statystycznie istotng
roznice (p<0,0001). W grupie kontrolnej wigcej kobiet mieszkalo w duzym miescie w
poréwnaniu do grupy badanej z hipotrofig ptodu (54,2 vs. 43,3%, ns). Wiekszo$¢ pacjentek z
obydwu grup podawata, ze nie palita papieroséw zaré6wno przed, jak i w trakcie cigzy, jednak
w grupie z hipotrofig ptodu odsetek kobiet palacych byt wiekszy, zwlaszcza w cigzy - palito
12 kobiet (10,0%) z grupy badanej, a tylko 6 (5,0%) z grupy kontrolnej. Zadna z pacjentek nie

podawatla spozywania alkoholu 1 zazywania narkotykow w trakcie cigzy, dlatego parametry te
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zostaly pominigte w charakterystyce poréwnawczej. Ciekawa obserwacja bylo uzyskanie
wyzszego odsetka narazenia na czynniki szkodliwe w trakcie cigzy, co dotyczylo gtownie
srodkow chemicznych (amoniak, chloramfenikol, $rodki czyszczace) oraz chordb zakaznych
(z grupy zakazen wirusowych gornych dréog oddechowych) w grupie kontrolnej w
poréwnaniu z grupg badang (14,2 vs. 5,0% pacjentek, p=0,03).

Kolejnym analizowanym parametrem byto poréwnanie stosowania preparatow witamin
w cigzy oraz kwasu foliowego przed i w trakcie cigzy. Analiza wykazala, Zze stosowanie
kwasu foliowego przed cigza bylo statystycznie wyzsze w grupie kontrolnej zdrowych
ciezarnych (59,2 vs. 36,7%, p=0,007), nie stosowalo kwasu foliowego 40,8% pacjentek z
grupy kontrolnej i 63,3% z grupy badanej (p=0,007). Natomiast w trakcie cigzy odwrotnie, w
grupie badanej kwas foliowy stosowalo wigcej pacjentek niz w grupie kontrolnej (87,5% vs.
74,2%, p=0,013), cho¢ w obydwu grupach pacjentki zazywajace ten preparat byly w liczebnej
przewadze. W obu grupach wiekszos$¢ kobiet stosowato witaminy w trakcie cigzy, jednak w
grupie kontrolnej nieco cze$ciej niz w grupie badanej (95,8% vs. 90,8 %, ns). Wybrane
parametry analizowane w obydwu grupach przedstawia tabela 5.

Tab. 5. Charakterystyka poréwnawcza kobiet z grupy z hipotrofia ptodu oraz z grupy
kontrolnej.

Grupa badana Grupa kontrolna 0
Hipotrofia pltodu

Liczebno$¢ grupy (n) 120 120
Wiek (lata)
Srednia (£SD) 29,3+5,8 30,3+4,6 ns
mediana 29,0 30,0
minimum/maksimum 18/44 16/48
Czas zakonczenia ciazy (tydzien)
$rednia (£SD) 35,0+3,2 39,2+1,3
mediana 37,0 39,0 <0,0001
minimum/maksimum 26/40 37/42
Pierwiastki (%) 67 (55,8) 57 (47,5)
Wielorodki (%) 53 (44,2) 63 (52,5) ns
RR skurczowe (mmHg)
srednia (£SD) 113,9+12,3 108,7+11,0 ns
mediana 115,0 110,0
minimum/maksimum 80/130 80/130
RR rozkurczowe (mmHg)
srednia (£SD) 70,7+8,2 67,0+8,5 ns
mediana 70,0 70,0
minimum/maksimum 50/80 50/80
Wzrost (cm)
$rednia (£SD) 164,7+6,8 167,2+5,6 ns
mediana 165,0 168,0
minimum/maksimum 140/178 155/180
Masa ciala przed ciazg (kg) ns
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srednia (£SD) 59,2+11,7 61,0+8,7

mediana 57,0 60,0
minimum/maksimum 35/111 44/95

Masa ciala w ciazy (kg)

$rednia (£SD) 71,2+13,5 75,749,9 ns
mediana 69,0 75,0
minimum/maksimum 40/121 54/110

Przyrost masy ciala w ciazy (kg)

$rednia (£SD) 12,045,6 14,8+5,0 ns
mediana 12,0 14,5
minimum/maksimum 0/34 1/34

BMI przed ciaza

srednia (£SD) 21,8+4,2 21,8+2.9 ns
mediana 20,6 21,2
minimum/maksimum 15,6/40,8 17,3/31,9

BMI w ciazy

$rednia (£SD) 26,3+4,9 27,1+3.4 ns
mediana 25,2 27,1
minimum/maksimum 17,8/43,9 20,4/37,6

Przyrost BMI

$rednia (£SD) 44421 5,3£1,9 ns
mediana 45 52
minimum/maksimum 0,0/12,6 0,3/12,6

Sposéb ukonczenia ciazy (%)

pordd samoistny 52 (43,3) 97 (80,8) <0.0001
cigcie cesarskie 65 (54,2) 17 (14,2) '
inne operacyjne 3(2,5) 6 (5,0)

Palenie papierosow przed ciaza (%)

tak 36 (30,0) 26 (21,7) ns
nie 84 (70,0) 94 (78,3)

Palenie papierosow w cigzy (%)

tak 12 (10,0) 6 (5,0) ns
nie 108 (90,0) 114 (95,0)

Kwas foliowy przed cigza (%)

tak 44 (36,7) 71 (59,2) 0,0007
nie 76 (63,3) 49 (40,8)

Kwas foliowy w ciazy (%)

tak 105 (87,5) 89 (74,2) 0,013
nie 15 (12,5) 31 (25,8)

Witaminy w ciazy (%)

tak 109 (90,8) 115 (95,8) ns
nie 11 (9,2) 5(4,2)

Narazenie na czynniki szkodliwe (%)

tak 6 (5,0) 17 (14,2) 0,03
nie 114 (95,0) 103 (85,8)

Wyksztalcenie (%)

Wyzsze 44 (36,7) 76 (63,3)

Sredni 48 (40.0) 41 (34.2) <0,0001
podstawowe 28 (23,3) 3(2,5)

Zamieszkanie (%)

duze miasto 52 (43,3) 65 (54,2) ns
mate miasto 42 (35,0) 34 (28,3)

wies$ 26 (21,7) 21 (17,5)
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4.2. PODZIAL GRUPY BADANEJ

W analizie i opisie wynikow pracy zastosowano dwa podziaty grupy badane;j:

1. Pierwszy podziat powstat w zalezno$ci od tygodnia zakonczenia cigzy (grupa I - 68 kobiet,
w ktorej porod odbyt sie >37+0 tc. oraz grupa Il - 52 kobiet, ktore urodzity<36+6tc.). Sredni
czas zakonczenia cigzy w I grupie wynosit 38,3+1,01 tc., natomiast w grupie 1l 33,1+2,8 tc.
(p<0,0001). Sredni wiek pacjentek, wzrost i masa ciala nie roznity sie istotnie w obu grupach.
Wartosci $rednie ci$nienia skurczowego, jak i warto$ci ci$nienia rozkurczowego nie roéznity
si¢ istotnie statystycznie w grupie pacjentek, ktore urodzity przed 37 tc. oraz po 37 tc.
(ci$nienie skurczowe: 111,6+12,3 vs. 116,8+11,7 mmHg, ns; cisnienie rozkurczowe: 70,1+8,4
vs. 71,6+7,9 mmHg, ns). Nie stwierdzono istotnych réznic dotyczacych masy ciata, BMI oraz
ich przyrostow w trakcie cigzy. W obu grupach wickszy odsetek stanowity pierwiastki, cho¢
réznica ta byla bardziej zauwazalna w grupie pacjentek, ktore urodzity >37+0 tc. (58,8 vs.
41,2%, p=0,46) w poréwnaniu z druga grupa (51,9 vs. 48,1%, p=0,46). Analizowane grupy
ro6znity si¢ natomiast miedzy sobg istotnie pod wzgledem sposobu ukonczenia cigzy. W grupie
I dominowat pordéd samoistny (54,4 vs. 42,7%, p=0,008), natomiast w grupie II najczegstszym
sposobem ukonczenia cigzy bylo cigcie cesarskie (69,2 vs. 28,9%, p=0,008). Pordéd
operacyjny droga pochwowa odbyty dwie pacjentki z grupy I oraz jedna z grupy Il. W grupie
IT nieco wigcej pacjentek palito papierosy przed ciaza (32,7 vs. 29,4 %, p=0,84), a w grupie |
w trakcie cigzy (13,2 vs. 7,7%, p=0,39). W grupie | - 4 pacjentki podawaly narazenic na
dziatanie szkodliwych czynnikow, a tylko 2 z grupy Il (p=0,69). Wigcej kobiet z grupy I
zazywalo kwas foliowy, zaréwno przed (38,2 vs. 30,8%, p=0,44) jak i w trakcie cigzy (88,2
vs. 86,5%, p=0,10), natomiast w grupie II wigcej pacjentek stosowato preparaty witaminy w
ciazy (94,2 vs. 89,7%, p=0,51), roznica jednak nie byla istotna statystycznie. Analiza danych
socjoekonomicznych wykazata istotng statystycznie przewage pacjentek z wyksztatlceniem
wyzszym w grupie I (47,0 vs. 25,0%, p=0,04), natomiast z wyksztalceniem $rednim (50,0 vs.
32,4%, p=0,04) oraz podstawowym (25,0 vs. 20,6%, p=0,05) w grupie II. Wiecej pacjentek,
ktore urodzity >37+0 tc. zamieszkiwato duze miasto (52,9 vs. 30,8%, p=0,05), w porownaniu
z pacjentkami z porodem <36+6 tc., ktore czgsciej zamieszkiwaly mate miasto (42,3 vs.
29,4%, p=0,05). Najmniej pacjentek z obu grup mieszkato na wsi, jednak statystycznie
czesciej cigzarne z grupy Il niz I (26,9 vs. 17,7%, p=0,05) (tab. 6).
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Tab. 6. Podziat pacjentek z grupy badanej w zaleznosci od tygodnia zakonczenia ciazy (pordd

>37+0 tc oraz pordd <36+6 tc).

Grupa badana — hipotrofia ptodu ‘

Poréd >37+0 tc Poréd <36+6tc  p

‘ Liczebnos$¢ grupy (n) 68 52

Wiek (lata)

$rednia (£SD) 30,0+5.4 28,4+6,1 ns
mediana 30,0 28,0
minimum/maksimum 18/44 18/42

Czas zakonczenia cigzy (tc)

$rednia (=SD) 38,3+1,1 33,1+2,8

mediana 38,0 34,0 <0,0001
minimum/maksimum 37/40 26/36

Pierwiastki (%0) 40 (58,8) 27 (51,9)

WielorédkKi (%) 28 (41,2) 25 (48,1) ns
RR skurczowe (mmHg)

$rednia (£SD) 111,6+12,3 116,8+11,7 ns
mediana 110,0 120,0
minimum/maksimum 90/130 90/130

RR rozkurczowe (mmHg)

$rednia (£SD) 70,1+8.4 71,6+7,9 ns
mediana 70,0 70,0
minimum/maksimum 50/80 60/80

Wozrost (cm)

$rednia (£SD) 164,6£6,5 164,8+7,2 ns
mediana 164,5 165,0
minimum/maksimum 150/178 140/178

Masa ciala przed ciazg (kg)

$rednia (£SD) 57,7£11,6 61,3+11,7 ns
mediana 56,5 59,5
minimum/maksimum 35/111 45/95

Masa ciala w ciazy (kg)

srednia (£SD) 70,3+12,7 72,3+14,5 ns
mediana 69,0 69,5
minimum/maksimum 40/114 49/121

Przyrost masy ciala w ciazy (kg)

srednia (£SD) 12,7+5,1 11,0+6,2 ns
mediana 12,5 9,5
minimum/maksimum 2/30 0/34

BMI przed ciaza

$rednia (=SD) 21,344,1 22,6+4,3 ns
mediana 20,2 21,7
minimum/maksimum 15,6/40,8 17,2/34,5

BMI w ciazy

$rednia (£SD) 26,0+4,6 26,7+5,4 ns
mediana 24,7 25,2
minimum/maksimum 17,8/41,9 18,5/43,9
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Przyrost BMI

srednia (£SD) 4,7+1,9 41+23

mediana 4,7 39 ns
minimum/maksimum 0,7/10,6 0/12,6

Sposo6b ukonczenia ciazy (%)

pordd samoistny 37 (54,4) 15 (28,9) 0.008
cigcie cesarskie 29 (42,7) 36 (69,2) ’
inne operacyjne 22,9 1(1,9)

Palenie papierosow przed ciaza (%)

tak 20 (29,4) 17 (32,7)

nie 48 (70,6) 35 (67,3) ns
Palenie papierosow w ciazy (%)

tak 9(13,2) 4(7,7) ns
nie 59 (86,8) 48 (92,3)

Kwas foliowy przed cigza (%)

tak 26 (38,2) 16 (30,8) ns
nie 42 (61,8) 36 (69,2)

Kwas foliowy w cigzy (%)

tak 60 (88,2) 45 (86,5) ns
nie 8 (11,8) 7 (13,5)

Witaminy w cigzy (%)

tak 61 (89,7) 49 (94,2) ns
nie 7 (10,3) 3(598)

Narazenie na czynniki szkodliwe (%)

tak 4 (5,9) 2 (3,8) ns
nie 64 (94,1) 50 (96,2)

Wyksztalcenie (%)

WyZzsze 32 (47,0) 13 (25,0) 004
srednie 22 (32,4) 26 (50,0) '
podstawowe 14 (20,6) 13 (25,0)

Zamieszkanie (%)

duze miasto 36 (52,9) 16 (30,8) 005
male miasto 20 (29,4) 22 (42,3) '
wie$ 12 (17,7) 14 (26,9)

2. Drugi podziat powstal w oparciu o mas¢ urodzeniowa noworodka (grupa | - 89
matek noworodkow z urodzeniowa masg ciata >1500 g oraz grupa Il - 31 matek dzieci z masg
urodzeniowa <1500 g). Srednia masa urodzeniowa noworodka w I grupie wynosita
2259,7+342,9 g, natomiast w Il grupie 1112,4+282,9 g. Srednie wartoéci dotyczace wicku
pacjentek (29,6+5,9 vs. 28,4455 lat, ns) w obydwu grupach nie réznily si¢ istotnie, jak
réwniez warto$ci ci$nienia skurczowego i rozkurczowego (cisnienie skurczowe 113,4+12,4
vs. 115,3+£12,1 mmHg, ns; cisnienie rozkurczowe 71,2+8,4 vs. 69,5+7,6 mmHg, ns).

Zaobserwowano natomiast istotng statystycznie réznic¢ dotyczaca czasu zakonczenia cigzy w
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obydwu grupach: w grupie I wynosit on 37,4+1,9 tc., a w grupie 11 32,2+3,2 tc. (p<0,0001).

Przewage w obu grupach stanowily pierwiastki (56,2 vs. 43,8% w grupie |; 54,8 vs.
45,2% w grupie Il). Odnotowano podobny wzrost pacjentek w obydwu podgrupach
(164,5£7,1 vs. 165,2+£5,9 cm, ns). Pacjentki z grupy II prezentowaly statystycznie istotnie
wyzsze warto$ci wyjSciowe] masy ciata (64,4+12,0 vs. 57,4+11,1 kg, p=0,004) i BMI
(23,6+4,5 vs. 21,2+4,0, p=0,006), natomiast mniejsze przyrosty tych parametréw w trakcie
cigzy, w porodwnaniu z grupa I (przyrost masy ciala: 12,7+5,7 vs. 9,8+4,8 kg, p=0,013;
przyrost BMI: 4,7+2,1 vs. 3,6+1,8, p=0,01). W grupie matek noworodkéw z masa
urodzeniowg >1500 g odsetek porodéw naturalnych byt wigkszy w porownaniu z grupa matek
noworodkow z masg urodzeniowg <1500 g (48,3 vs. 29,0%, p=0,07). W grupie II przewazat
natomiast porod za pomocg cigcia cesarskiego (71,0% vs. 29,0%, p=0,07). W grupie I odbyty
si¢ 2 porody operacyjne droga pochwowa, natomiast ani jednego w grupie II. W grupie I
wiecej pacjentek posiadato wyksztalcenie wyzsze (41,6 vs. 22,6%, p=0,07) i zamieszkiwato
duze miasto(49,5 vs. 25,8%, p=0,01), natomiast pacjentki z grupy II czgsciej posiadaty
srednie wyksztalcenie (51,6 vs. 37,1%, p=0,17) 1 zamieszkiwaty wie§ (38,7 vs. 15,7%,
p=0,01) lub male miasto (35,5 vs. 34,8%, p=0,01). Pacjentki z grupy I nieco czgsciej
zazywaly kwas foliowy, zarowno przed (37,1 vs. 32,3%, ns) jak i w trakcie cigzy(88,8 vs.
80,4%, ns), a takze preparaty witamin w cigzy (92,1 vs. 87,1%, ns), jednak tez czgsciej pality
papierosy (12,4 vs. 6,5%, ns) i byly narazone na dziatanie czynnikow szkodliwych (6,0% Vs.
3,0%, ns). Z powyzszych parametrow tylko réznica dotyczaca miejsca zamieszkania byta
jednak istotna statystycznie. Omoéwione powyzej parametry dotyczace pacjentek z tych dwoch

grup prezentuje tabela 7.

Tab. 7. Podziat pacjentek z grupy badanej w zaleznosci od masy urodzeniowej noworodka
(masa urodzeniowa noworodka >1500 g i <1500 g).

Grupa badana — hipotrofia ptodu
Masa urodzeniowa Masa urodzeniowa
>1500 g <1500g P

‘ Liczebnos¢ grupy (n) 89 31

Wiek ( lata)

srednia (£SD) 29,6+£5,9 28,4455 ns
mediana 30,0 28,0
minimum/maksimum 18/44 18/37

Czas zakonczenia ciazy (tc)

srednia (£SD) 37,4+1,9 32,243,2

mediana 38,0 32,0 <0,0001
minimum/maksimum 32/40 26/38
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Pierwiastki (%0) 50 (56,2) 17 (54,8)

Wielorédki (%) 39 (43,8) 14 (45,2) ns
RR skurczowe(mmHg)

srednia (+SD) 113,4+12,4 115,3+12,1

mediana 110,0 120,0 ns
minimum/maksimum 90/130 90/130

RR rozkurczowe(mmHg)

srednia (+SD) 71,2+8,4 69,5+7,6

mediana 70,0 70,0 e
minimum/maksimum 50/80 60/80

Wozrost (cm)

$rednia (+SD) 164,5+7,1 165,2+5,9 ns
mediana 164,0 166,0
minimum/maksimum 140/178 155/176

Masa ciala przed ciazg (kg)

$rednia (+SD) 57,4+11,1 64,4+12,0 0.004
mediana 56,0 62,0 ’
minimum/maksimum 35/111 47192

Masa ciala w ciazy (kg)

$rednia (=SD) 70,2+13,5 74,2+13,0 ns
mediana 68,0 70,0
minimum/maksimum 40/121 51/108

Przyrost masy ciala w cigzy (kg)

$rednia (+SD) 12,745,7 9,8+4,8

mediana 12,0 9,0 0,0126
minimum/maksimum 0/34 3/22

BMI przed cigza

$rednia (£SD) 21,2440 23,6+4,5 0.006
mediana 20,0 22,7 ’
minimum/maksimum 15,6/40,8 17,4/32,6

BMI w ciazy

$rednia (=SD) 26,0+4,9 27,2+4,9

mediana 24.8 25,6 ns
minimum/maksimum 17,8/43,9 18,5/38,3

Przyrost BMI

$rednia (£SD) 47+2,1 3,6+1,8

mediana 4,7 3,2 0,01
minimum/maksimum 0,0/12,6 1,1/8,4

Sposob ukenczenia ciazy (%)

por6d samoistny 43 (48,3) 9 (29,0)

cigcie cesarskie 43 (48,3) 22 (71,0) 0,07
inne operacyjne 3334 0 (0)

Palenie papierosow przed ciaza (%)

tak 27 (30,3) 10 (32,3) ns
nie 62 (79,7) 21 (67,7)

Palenie papieroséw w ciazy (%)

tak 11 (12,4) 2 (6,5) ns
nie 78 (87,6) 29 (93,5)
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Kwas foliowy przed ciaza (%)

tak 33(37,1) 10 (32,3) ns
nie 56 (62,9) 21 (67,7)

Kwas foliowy w ciazy (%)

tak 79 (88,8) 25 (80,4) ns
nie 10 (11,2) 6 (19)

Witaminy w ciazy (%)

tak 82 (92,1) 27 (87,1) ns
nie 7(7,9) 4 (12,9)

Narazenie na czynniki szkodliwe (%)

tak 5 (6) 1(3) ns
nie 84 (94) 30 (97)

Wyksztalcenie (%)

Wyzsze 37 (41,6) 7 (22,6) ns
srednie 33(37,1) 16 (51,6)

podstawowe 19 (21,3) 8 (25,8)

Zamieszkanie (%)

duze miasto 44 (49,5) 8 (25,8) 001
mate miasto 31 (34,8) 11 (35,5) '
wies 14 (15,7) 12 (38,7)

4.3. CHARAKTERYSTYKA POROWNAWCZA PARAMETROW DOTYCZACYCH NOWORODKOW

Kolejnym etapem pracy byta analiza porownawcza parametréw dotyczacych noworodkow
z grupy z hipotrofig ptodu oraz z grupy kontrolnej, z prawidlowa masa ciata. Zanotowane
parametry w obu grupach zawarte sa w tabeli 4. Srednia masa urodzeniowa noworodka z
grupy badanej wynosita 1963,3£601,2 g, co stanowito $rednio 3,1+2,8 centyl, natomiast w
grupie kontrolnej - 3490,3+351,3 g oraz 52,2+25,9 centyl, co stanowito statystycznie istotng
roéznice (p<0,0001). Zaobserwowano natomiast, ze punktacja w skali Apgar w pierwszej i
piatej minucie byta statystycznie wyzsza w grupie kontrolnej (Ap 1' mediana: 9 pkt vs. 10 pkt,
p<0,0001, Ap 5" mediana 10,0 vs. 10,0+0,1, p<0,0001), natomiast wartosci pH zylnego jak i
tetniczego nie r6znily si¢ istotnie w obydwu grupach. Stwierdzono, iz §rednia masa tozyska w
grupie noworodkow z hipotrofig ptodu wynosita 403,8+106,6 g 1 byla istotnie statystycznie
nizsza, niz w grupie kontrolnej, w ktorej masa tozyska stanowita 616+114,5 g (p<0,0001)
(tab. 8).
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Tab. 8. Charakterystyka poréwnawcza danych dotyczacych noworodka z grupy z hipotrofia
ptodu i z grupy kontrolne;.

Grupa badana Grupa kontrolna \ p
Liczebno$¢ grupy (n) 120 120 |
Masa urodzeniowa noworodka (g)
$rednia (+SD) 1963,3+601,2 3490,3+351,3 <0.0001
mediana 2110,0 3505,0 '
minimum/maksimum 350/2920 2520/4280
Centyl urodzeniowej masy ciala noworodka
$rednia (£SD)
mediana 3,1+2,8 52,2+25,9 <0,0001
minimum/maksimum 2,0 50,0

0/9 11/98

Ple¢ noworodka (%)
zenska 67 (55,8) 64 (53,3) ns
meska 53 (44,2) 56 (46,7)
Apgar 1'
Srednia (+SD) 7,8+2,7 9,7+0,7
mediana 9,0 10,0 <0,0001
minimum/maksimum 1/10 7/10
Apgar 5'
$rednia (£SD) 8,8+1,6 10,0+0,1
mediana 10,0 10,0 <0,0001
minimum/maksimum 3/10 9/10
Masa lozyska
$rednia (=SD) 403,8+106,6 616,0+114,5
mediana 400,0 600,0 <0,0001
minimum/maksimum 110/650 410/900
pH zylne
srednia (£SD) 7,31+0,1 7,3+0,1 ns
mediana 7,33 7,32
minimum/maksimum 7,07/7,49 7,10/7,46
pH tetnicze
$rednia (£SD) 7,26+0,1 7,24+0,1
mediana 7,26 7,24 <0,0001
minimum/maksimum 6,96/7,54 7,07/7,46

Nastepnie przeprowadzono analiz¢ porownawcza parametrow  dotyczacych
noworodkow, z uwzglednieniem obu podzialéw grupy badanej. Kryterium pierwszego
podziatu stanowit tydzien zakonczenia cigzy, a parametry dotyczace noworodka z jego
uwzglednieniem zostaty zebrane w tabeli 5. Srednia masa urodzeniowa noworodka z
pierwszej grupy (pordéd >37tc.) wynosita 2326,9+384,2 g i byta statystycznie wyzsza od
$redniej masy urodzeniowej noworodka z grupy drugiej (porod <37 tc.) — 1487,9+492,7 g,
p<0,0001. Natomiast warto$ci centylowe odpowiadajace masie ciata noworodkow nie rdznity
si¢ istotnie, mediana wynosita: 2 centyl w grupie pierwszej oraz 2 centyl w grupie drugiej, ns.
Wartos$ci Srednie masy lozyska w grupie I wynosily 449,6+82,2 g, a w grupie drugiej byly
statystycznie nizsze 343,9+105,6 g, p<0,0001. Srednie wartosci pH w zyle pepowinowej nie
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roznity sie istotnie w obydwu grupach (7,3+0,1 vs. 7,3+0,1, ns), zaobserwowano natomiast
statystycznie wyzsze warto$ci pH w tetnicy pepowinowej (7,3+0,1 vs. 7,2+0,1, p<0,0001), a
takze punktacji w skali Apgar w 1 1 5 minucie w grupie pierwszej (Apgar 1' mediana : 10 pkt

vs. 8 pkt, p<0,0001; Apgar 5' mediana: 10 pkt vs. 8 pkt, p<0,0001) (tab. 9).

Tab. 9. Charakterystyka poréwnawcza danych dotyczacych noworodkoéw z grupy badanej -
podzial w zaleznosci od tygodnia zakonczenia cigzy(pordd >37 tc. i <37 tc.).

Grupa badana — Hipotrofia ptodu
Grupa Grupa
porod >37 tC. porod <37 tc. P
Liczebnos$¢ grupy (n) 68 52
Masa urodzeniowa noworodka (gram)
$rednia (£SD) 2326,9+384,2 1487,9+492,7 <0 0001
mediana 2395,0 1445,0 '
minimum/maksimum 1110/2920 350/2270
Centyl urodzeniowej masy ciala noworodka
$rednia (£SD)
mediana 3,543,0 2,7+2,6 ns
minimum/maksimum 2,0 2,0
0/9 0/9
Ple¢ noworodka (%)
zenska 41 (60,3) 26 (50) ns
meska 27 (39,7) 26 (50)
Apgar 1'
$rednia (£SD) 8,9+1,8 6,443,2
mediana 10,0 7,0 <0,0001
minimum/maksimum 2/10 1/10
Apgar 5'
srednia (£SD) 9,6+0,9 8,2+1,9
mediana 10,0 8,0 <0,0001
minimum/maksimum 6/10 3/10
Masa lozyska
$rednia (=SD) 449,6+82,2 343,9+105,6
mediana 440,0 340,0 <0,0001
minimum/maksimum 250/650 110/590
pH zylne
$rednia (=SD) 7,3+0,1 7,3+0,1 ns
mediana 7,34 7,30
minimum/maksimum 7,09/7,45 7,07/7,49
pH tetnicze
srednia (£SD) 7,3+0,1 7,2+0,1
mediana 7,26 7,25 <0,0001
minimum/maksimum 7,07/7,43 6,96/7,54

W nastepnym etapie przeprowadzono analiz¢ porownawczg parametrow dotyczacych
noworodkow z grupy I z masg urodzeniowa >1500 g oraz grupy Il z masa urodzeniowsq

<1500 g. Srednia masa urodzeniowa noworodka w grupie I wynosita 2259,7+342,9 g,
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natomiast w grupie 1l 1112,4+282,9 g (p<0,0001). Srednie wartosci masy tozyska w grupie I

wynosity 442,30+81,93 g, a w grupie Il 293,2+91,2 g, co stanowilo istotng statystycznie

roznicg (p<0,0001). Rowniez warto$ci centylowe masy ciata noworodkéw z obu grup

wykazywaly istotng statystycznie roznice (mediana 2 vs. 1, p=0,02). Zanotowano réwniez

istotng roznic¢ w punktacji Apgar (Apgar 1' mediana: 10 pkt vs. 6 pkt, p<0,0001; Apgar 5'

mediana: 10 pkt vs. 7 pkt, p<0,0001). Wartos¢ érednia pH w tetnicy pepowinowej byta istotnie

wyzsza w grupie I: 7,3+0,1 vs. 7,2+0,1, p<0,0001. Nie stwierdzono natomiast statystycznie

istotnych roéznic pomiedzy badanymi grupami w zakresie warto$ci $rednich pH w zyle

pepowinowej: 7,3+0,1 vs. 7,3+0,1, ns (tab. 10).

Tab. 10. Charakterystyka porownawcza danych dotyczacych noworodkow z grupy badanej -

podziatl w zalezno$ci od masy urodzeniowej noworodka (1500-2500 g oraz <1500 Q).

Grupa badana — Hipotrofia ptodu
Masa urodzeniowa Masa urodzeniowa

1500-2500 g <1500 g P
Liczebno$¢ grupy (n) 89 31
Masa urodzeniowa noworodka (gram)
$rednia (£SD) 2259,7+342,9 1112,4+282,9 <0 0001
mediana 2310,0 1200,0 '
minimum/maksimum 342,87/2920,00 350/1470
Ple¢ noworodka (%)
zefiska 52 (58,4) 15 (48,4) ns
meska 37 (41,6) 16 (51,6)
Centyl urodzeniowej masy ciala noworodka
$rednia (=SD) 3,5+2,8 2,1+2,6 0.02
mediana 2,0 1,0 '
minimum/maksimum 0/9 0/9
Apgar 1'
$rednia (£SD) 8,7+£2,0 5,4+3,2
mediana 10,0 6,0 <0,0001
minimum/maksimum 1/10 1/10
Apgar 5'
$rednia (£SD) 9,5+1,0 7,4+1,9
mediana 10,0 7,0 <0,0001
minimum/maksimum 6/10 3/10
Masa lozyska
$rednia (£SD) 442,3+81,9 293,2+91,2
mediana 420,0 300,0 <0,0001
minimum/maksimum 250/650 110/500
pH zylne
$rednia (£SD) 7,3+0,1 7,3+0,1 ns
mediana 7,34 2,27
minimum/maksimum 7,12/7,48 2,07/7,49
pH tetnicze
$rednia (=SD) 7,3+0,1 7,2+0,1
mediana 7,26 7,24 <0,0001
minimum/maksimum 7,06/7,42 6,96/7,54
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4.4, ANALIZA CZESTOSCI WYSTEPOWANIA GENOTYPOW | ALLELI POLIMORFIZMOW
WYBRANYCH GENOW W GRUPIE MATEK NOWORODKOW Z HIPOTROFIA PLODU ORAZ W
GRUPIE KONTROLNEJ

Na tym etapie pracy oceniano cz¢stos¢ wystepowania poszczegdlnych wariantow

genetycznych wybranych genow zwigzanych z metabolizmem folianow w grupie 120
pacjentek z hipotrofig ptodu oraz 120 pacjentek z grupy kontrolnej. Poszczegolne genotypy
badanych polimorfizméw, uzyskane przy uzyciu metody RCR/RFLP, zostaty przedstawione
na zdjeciach oznaczonych kolejno numerami od 1 do 8.
Polimorfizm 677C>T genu MTHFR

W pierwszej kolejnosci analizowano czgstos¢ wystgpowania genotypoéw 1 alleli
polimorfizmu 677C>T genu MTHFR. Na fotografii 1 przedstawiono obraz poszczegdlnych
genotypdéw tego polimorfizmu. Wynik otrzymano dzieki zastosowaniu hydrolizy enzymem
restrykcyjnym Hinfl (Eurx, Polska) fragmentu po reakcji PCR wielkosci 198 pz
zawierajacego miejsce wystepowania tego polimorfizmu. Przy obecnosci homozygotycznego
genotypu niezmutowanego 677CC (brak miejsca hydrolizy przez enzym restrykcyjny)
uzyskiwano jeden prazek wielkosci 198 pz. Heterozygotyczny genotyp 677CT odczytywano
przy obecnosci trzech fragmentow o wielkosci: 198, 175 1 23 par zasad. Genotyp
homozygotyczny zmutowany typu 677TT odczytywano przy obecno$ci 2 prazkow o
wielkosci 175 1 23 par zasad.

1 2 34 5 6 7 8

-
~

(S 1]
TT
N N

<«— 23 pz

Fot. 1. Analiza genotypow polimorfizmu 677C>T genu MTHFR po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Hinfl. Tor 1 marker wielkosci 50 pz, tory 2, 5 to homozygoty niezmutowane
CC, tory 3, 4, 6, 8, heterozygoty CT, tor 7 to homozygota zmutowana TT.
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Zaobserwowano roznice w zakresie czestoSci wystepowania zmutowanego genotypu
homozygotycznego 677TT pomiedzy grupg badang a grupg kontrolng (677TT: 11,7 vs 6,7%,
WR=1,85, p=0,13). Genotyp homozygotyczny niezmutowany typu 677CC wystepowal nieco
czeéciej w grupie badanej (677CC: 50,8 vs. 44,1%, WR=1,31, p=0,18). Stwierdzono
natomiast mniejsza czgsto$¢ wystepowania heterozygot typu 677CT w grupie badanej w
porownaniu do grupy kontrolnej (677CT: 37,5 vs. 49,2%, WR=0,62, p=0,045). Wartosci
oczekiwane 1 obserwowane poszczegolnych genotypow badanego polimorfizmu spetiaty
zatozenia prawa Hardy'ego-Weinberga.

Analizujac czgstos¢ wystepowania allela 677C oraz zmutowanego allela 677T
polimorfizmu 677C>T genu MTHFR nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic (allel
677C: 69,6 vs. 68,7%, WR=1,04, p=0,46; allel 677T: 30,4 vs. 31,3%, WR=0,96, p=0,46).
Omowione wyniki prezentuje tabela 11.

Tab. 11. Czestos¢ wystepowania genotypoéw i alleli polimorfizmu 677C>T genu MTHFR w
grupie matek noworodkoéw z hipotrofig ptodu oraz w grupie kontrolne;j.

Grupa badana
MTHFR Hipotrofia plodu D cle WR | 95%PU | p
677C>T - (n=120)
(n=120)
wartos¢ wartos¢ wartos¢ wartos¢
Genotypy |obserwowana oczekiwana | obserwowana oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
CC 61 (50,8) 48,4 53 (44,1) 473 1,31 | 0,76-2,24 0,18
CT 45 (37,5) 423 59 (49,2) 429 0,62 | 0,36-1,07 | 0,045
TT 14 (11,7) 9,3 8 (6,7) 9.8 1,85 | 0,68-5,29 0,13
suma 120 (100,0) 100,0 120 (100,0) 100,0
Allele
C 167 (69,6) — 165 (68,7) — 1,04 | 0,69-1,56 0,46
T 73 (30,4) — 75 (31,3) — 0,96 | 0,64-1,44 0,46
suma 240 (100,0) — 240 (100,0) —
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Polimorfizm 1298A>C genu MTHFR

Nastepnym analizowanym polimorfizmem byt wariant 1298A>C genu MTHFR. W
przypadku homozygoty niezmutowanej 1298AA w wyniku dziatania enzymu restrykcyjnego
Mboll (Fermentas, Litwa) uzyskano cztery prazki, ktére odpowiadajg fragmentom wielkosci
176, 30, 28, 22 pz. Heterozygota 1298AC réwniez dawata obraz czterech prazkow
odpowiadajacych fragmentom 204, 30, 28, 22 pz. W przypadku homozygoty zmutowanej
1298CC ze wzgledu na obecno$¢ dwoch miejsc restrykcyjnych uzyskiwano trzy fragmenty o
wielko$ci 204, 30, 22 pz (fot. 2).

1 2 3 4 5 6 7 8

Fot. 2. Analiza genotypow polimorfizmu 1298A>C genu MTHFR po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Mboll. Tor 1 marker wielkosci 50 pz, tory 2, 3, 5, 6 to heterozygoty AC, tory 7,
8 homozygoty niezmutowane AA tor 4 to homozygota zmutowana CC.
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Analiza statystyczna nie ujawnita istotnych statystycznie roéznic w czestosci
wystepowania genotypu dzikiego 1298AA (1298AA: 45,0 vs. 48,3%, WR=1,02, p=0,52),
heterozygotycznego 1298AC (1298AC: 47,5 vs. 46,7%, WR=1,03, p=0,50) oraz
zmutowanego 1298CC (1298CC: 7,5 vs. 5,0%, WR=1,54, p=0,30) pomi¢dzy grupa badang a
kontrolna.

Roéwniez obserwowana czesto$¢ wystepowania alleli polimorfizmu 1298A>C w
obydwu grupach byta podobna. Obserwowano nastepujace frekwencje: dla niezmutowanego
allela 1298A: 68,8 vs. 71,7%, WR=0,87, p=0,27, dla zmutowanego allela 1298C: 31,2 vs.
28,3%, WR=1,15, p=0,27) (tab. 12).

Tab. 12. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 1298A>C genu MTHFR w

grupie matek noworodkow z hipotrofig ptodu oraz w grupie kontrolne;j.
Grupa badana
MTHFR . Grupa kontrolna 0
1298ASC Htpotrgﬁa plodu (n=120) WR 95%PU p
(n=120)
wartos¢ wartosé wartosé wartos¢
Genotypy | obserwowana |oczekiwana| obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
AA 54 (45,0) 47,3 58 (48,3) 51,4 1,02 | 0,59-1,72 | 0,52
AC 57 (47,5) 43,0 56 (46,7) 40,6 1,03 | 0,60-1,77 | 0,50
CC 9(7,5) 9,8 6 (5,0) 8,0 1,54 | 0,47-5,43 | 0,30
suma 120 (100,0) 100,0 120 (100,0) 100,0
Allele
A 165 (68,8) — 172 (71,7) — 0,87 | 0,57-1,31 | 0,27
C 75 (31,2) — 68 (28,3) — 1,15 | 0,76-1,73 | 0,27
suma 240 (100,0) — 240 (100,0) —
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Polimorfizm 1793G>A genu MTHFR

Na fotografii 3 przedstawiono obraz elektroforezy na zelu agarozowym obrazujacy rozktad
genotypow polimorfizmu 1793G>A genu MTHFR. Do analizy zastosowano enzym
restrykcyjny Mbil, (BsrBI) na produkt PCR wielkosci 310 pz. Uzyskano: dwa prazki
odpowiadajace genotypowi dzikiemu 1793GG, trzy prazki odpowiadajace fragmentom 310,
2331 77 pz dla heterozygoty 1793GA. Genotypowi homozygotycznemu 1793AA teoretycznie
powinien odpowiada¢ jeden prazek wielkosci 310 pz. Ze wzgledu na to, ze genotyp nie
zaobserwowano takiego genotypu w grupie badanej i kontrolnej, nie przedstawiono réwniez

tego genotypu na ponizszej fotografii analizy rozktadu na zelu agarozowym.

1 2 3 4 5 6 7 8

<«—310 pz
<«—233 pz

<« 77 pz

Fot. 3. Analiza genotypoéw polimorfizmu 1793G>A genu MTHFR po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Mbil, (BsrBI). Tor 1 marker wielko$ci 50 pz, tor 5 to heterozygota GA tory 2,
3,4, 6,7, 8, homozygoty niezmutowane GG.
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W wyniku analizy polimorfizmu 1793G>A zaobserwowano podobng czgsto$¢

wystepowania homozygot niezmutowanych 1793GG (90,0 vs. 92,5%,WR=0,72, p=0,32) oraz
heterozygot 1793GA (10,0 vs. 7,5%,WR=1,37, p=0,32) w obu grupach badanej i kontrolnej.

Ani w grupie badanej, ani w grupie kontrolnej zdrowych ci¢zarnych nie odnotowano

obecnosci genotypu homozygotycznego zmutowanego.

Zaobserwowano rowniez podobng czestos¢ wystepowania zmutowanego allela 1793A
(5,0 vs. 3,8%, WR=1,35, p=0,33), jak rowniez allela typu dzikiego 1793G (95,0 vs. 96,2%,
WR=0,74, p=0,33) (tab. 13).

Tab. 13. Czg¢sto$¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 1793G>A genu MTHFR w
ptodu oraz w grupie kontrolne;.

grupie matek noworodkéw z hipotrofia

Grupa badana

MTHFR . Grupa kontrolna 0
1793G>A Hlpotrgﬁa plodu (n=120) WR 95%PU p
(n=120)
wartos¢ wartos¢ wartosc¢ wartos¢
Genotypy| obserwowana |oczekiwana| obserwowana oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
GG 108 (90,0) 90,3 111 (92,5) 92,6 0,72 | 0,26-197 | 0,32
GA 12 (10,0) 95 9 (7,5) 7,2 1,37 | 0,51-3,84 | 0,32
AA 0(0,0) 0,3 0 (0,0 0,2 — — —
suma 120 (100,0) 100,0 120 (100,0) 100,0
Allele
G 228 (95,0) — 231 (96,2) — 0,74 | 0,27-195 | 0,33
A 12 (5,0) — 9 (3,8) — 1,35 | 0,51-3,70 | 0,33
suma 240 (100,0) — 240 (100,0) —
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Polimorfizm 1958G>A genu MTHFD1

Przyktadowy wynik elektroforezy dla polimorfizmu 1958G>A genu MTHFD1 pokazuje
fotografia 4. Otrzymany produkt po reakcji PCR poddawano hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Mspl. Dla homozygoty niezmutowanej 1958GG otrzymano cztery prazki
odpowiadajace fragmentom o wielkosci 196, 70, 56 1 8 pz. W przypadku heterozygoty
1958GA uzyskano natomiast fragmenty o wielkosci 266, 196, 70, 56 1 8 pz. Homozygota
zmutowana 1958AA pozwalata zobrazowaé trzy prazki odpowiadajace odcinkom wielko$ci
266, 56 i 8 pz (fot. 4.).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

266 pz
<«—196 pz

70 pz
56 Bz

Fot. 4. Analiza genotypow polimorfizmu 1958G>A genu MTHFD1 po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Mspl. Tor 1 marker wielko$ci 50 pz, tory 2, 4, 8 to homozygoty niezmutowane
GG, tory 3, 5, 7, to heterozygoty GA, tor 6, 9, to homozygoty zmutowane AA.
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W grupie badanej kobiet, ktore urodzity dzieci z hipotrofia zaobserwowano
poréwnywalng czestos¢ homozygot niezmutowanych 1958GG (1958GG: 30,8 vs. 26,7%,
WR=1,23, p=0,28) oraz heterozygot 1958GA (1958GA: 50,0 vs. 52,5%, WR=0,90, p=0,39) w
poréwnaniu do grupy kontrolnej zdrowych cigzarnych. Roznice nie byly istotne statystycznie.
Réwniez czestos¢ wystgpowania homozygot zmutowanych 1958AA w grupie badanej byta
podobna do czgstosci ich wystepowania w grupie kontrolnej (1958AA: 19,2 vs. 20,8%,
WR=0,90, p=0,43). Obserwowana roznica nie byla statystycznie istotna.

Niezmutowany allel 1958G wystepowal z podobng czgstoscia w grupie badanej i
kontrolnej (1958G: 55,8 vs. 52,9%, WR=1,12, p=0,29). Rowniez obserwowana frekwencja
zmutowanego allela 1958A byta porownywalna w grupie badanej i kontrolnej (1958A: 44,2
vs. 47,1%, WR=0,89, p=0,29). Roznica nie byla statystycznie istotna (tab. 14).

Tab. 14. Czestos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 1958G>A genu MTHFD1
w grupie matek noworodkow z hipotrofig ptodu oraz w grupie kontrolne;.

Grupa badana
MTHFD1 . Grupa kontrolna
1958G>A Htpotrgﬁa plodu (n=120) WR | 95%PU
(n=120)
wartosé wartosé wartosé wartosé
Genotypy |obserwowana| oczekiwana | obserwowana oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
GG 37 (30,8) 31,2 32 (26,7) 28,0 1,23 | 0,67-2,23 | 0,28
GA 60 (50,0) 49,3 63 (52,5) 498 0,90 | 0,52-1,55 | 0,39
AA 23 (19,2) 19,5 25 (20,8) 22,2 0,90 | 0,45-1,78 | 0,43
suma 120 (100,0) 100,0 120 (100,0) 100,0
Allele
G 134 (55,8) — 127 (52,9) — 1,12 | 0,77-1,63 | 0,29
A 106 (44,2) — 113 (47,1) — 0,89 | 0,61-1,29 | 0,29
suma 240 (100,0) — 240 (100,0) —
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PoLIMORFIzM 401G>A GENU MTHFD1

Dla polimorfizmu 401G>A genu MTHFD1 uzyskano obraz prazkow rozkladu
poszczegbdlnych genotypoéw co pokazuje fotografia 5. Po hydrolizie z enzymem restrykcyjnym
BsmAIl (Alw261) (Fermentas, Litwa) odczytywano otrzymane genotypy. Genotyp
homozygotyczny niezmutowany 401GG odczytywano na podstawie obecnosci dwoch
prazkow odpowiadajacych fragmentom 130 oraz 42 pz. Z kolei dla heterozygoty 401GA
otrzymywano trzy prazki: 172, 130 i 42 pz. W genotypie zmutowanym 401AA z uwagi na
brak miejsca restrykcyjnego otrzymywano jeden prazek o dtugosci 172 pz (fot. 5).

1 2 34 5 6 7 8 9 10

« 172 pz
<130 pz

<«— 42 pz

Fot. 5. Analiza genotypoéw polimorfizmu 401G>A genu MTHFD1 po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym BsmAl (Alw261). Tor 1 marker wielkosci 50 pz, tory 3, 5, 6, 7, 10 to
homozygoty niezmutowane GG, tory 2, 4, 8 to heterozygoty GA tor 9 to homozygota
zmutowana AA.
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W grupie pacjentek z hipotrofia plodu zaobserwowano przewage genotypu
heterozygotycznego 401GA oraz homozygotycznego zmutowanego 401AA w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (401GA: 39,2 vs. 30,8%, WR=1,44, p=0,11; 401AA: 7,5 vs. 3,4%, WR=2,35,
p=0,12). Powyzsze rdznice nie byly jednak istotne statystycznie. Natomiast w grupie
kontrolnej odnotowano wigcej homozygot niezmutowanych (401GG: 53,3 vs. 65,8% w grupie
kontrolnej, WR=0,59, p=0,03).

Czestos¢ wystepowania allela zmutowanego 401A byta jednak znamiennie wicksza w
grupie badanej z hipotrofia, natomiast allela typu dzikiego 401G w grupie kontrolnej (401A:
27,1 vs. 18,8% w grupie kontrolnej, WR=1,61, p=0,02; 401G: 72,9 vs. 81,2% w grupie
kontrolnej, WR=0,62, p=0,02). Roznice czgstosci wystgpowania poszczegbdlnych alleli w
zakresie tego polimorfizmu byly istotne

statystycznie. Frekwencje poszczegdlnych

genotypdow oraz alleli tego polimorfizmu w obu grupach ilustruje tabela 15.

Tab. 15. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 401G>A genu MTHFD1 w
grupie matek noworodkoéw z hipotrofig ptodu oraz w grupie kontrolne;j.

Grupa badana
MTHFD1 ] Grupa kontrolna
L01GoA Hipotrofia plodu 3n:120) WR | 95%PU
(n=120)
Wartosé wartosé wartosé wartos¢
Genotypy |obserwowana| oczekiwana | obserwowana oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
GG 64 (53,3) 53,2 79 (65,8) 66,0 0,59 | 0,35-1,00 | 0,03
GA 47 (39,2) 395 37 (30,8) 30,5 1,44 | 0,85-2,46 | 0,11
AA 9 (7,5) 7.3 4 (3,4) 3,5 2,35 | 0,70-7,86 | 0,12
suma 120 (100,0) 100,0 120 (100,0) 100,0
Allele
G 175 (72,9) — 195 (81,2) — 0,62 | 0,40-0,96 | 0,02
A 65 (27,1) — 45 (18,8) — 1,61 | 1,05-2,48 | 0,02
suma 240 (100,0) — 240 (100,0) —
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POLIMORFIZM 2756A>G GENU MTR

Fotografia 6 przedstawia wynik elektroforezy produktu reakcji PCR wielko$ci 211 pz
dla polimorfizmu 2756A>G genu MTR przy uzyciu enzymu BsuRI (Fermentas, Litwa). W
rezultacie tej reakcji powstato od jednego do trzech fragmentéw produktu. W przypadku
genotypu dzikiego homozygotycznego typu 2756AA nie wystgpowalo miejsce hydrolizy
rozpoznawane przez endonukleaze 1 uwidoczniono jeden prazek dlugosci 211 pz. W
genotypie heterozygotycznym 2756AG otrzymano trzy fragmenty o wielkosci 211, 131 i 80
pz, dajace obraz trzech prazkoéw. Natomiast w genotypie homozygotycznym zmutowanym
2756GG uzyskano dwa prazki, obrazujace hydrolize na fragmenty o wielkosci 131 i 80 pz
(fot. 6).

e <—211 pz

Fot. 6. Analiza genotypow polimorfizmu 2756A>G genu MTR po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym BsuRI. Tor 1 marker wielkosci 50 pz., tory 2, 4, 6, 7, 8 homozygoty
niezmutowane AA, tor 3 heterozygota AG, tor 5 to homozygota zmutowana GG.
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Uzyskane dane dotyczace czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypdw oraz
alleli polimorfizmu 2756A>G genu MTR zebrano w tabeli 16. Zanotowano dwukrotnie
czestsze wystepowanie genotypu zmutowanego 2756GG w grupie badanej w poréwnaniu z
grupe¢ kontrolng (2756GG: 4,2 vs. 2,5%, WR=1,70, p=0,36), co jednak nie stanowito istotnej
statystycznie roznicy. Genotyp niezmutowany 2756AA oraz genotyp heterozygotyczny
2756AG wystepowaty w obu grupach z podobng czestoscig (2756AA: 60,8 vs. 56,7%,
WR=1,09, p=0,30; 2756GA: 35,0 vs. 40,8%, WR=0,78, p=0,21).

Rowniez w zakresie czgsto$ci wystgpowania allela zmutowanego 2756G jak i
niezmutowanego 2756A nie stwierdzono statystycznie istotnych roéznic pomigdzy grupe
badang 1 grupa kontrolng (2756A: 78,3 vs. 77,1%, WR=1,07, p=0,41; 2756G: 21,7 vs.
22,9%,WR=0,93, p=0,41) (tab. 16).

Tab. 16. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 2756A>G genu MTR w
grupie matek noworodkow z hipotrofig ptodu oraz w grupie kontrolne;j.

Grupa badana
MTR . Grupa kontrolna 0
2T56ASG Htpotrgﬁa plodu (n=120) WR | 95%PU p
(n=120)
wartos¢ wartosé wartosé wartosé
Genotypy |obserwowana| oczekiwana | obserwowana, oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
AA 73 (60,8) 61,4 68 (56,7) 59,4 1,19 | 0,71-1,99 | 0,30
AG 42 (35,0) 33,9 49 (40,8) 35,3 0,78 | 0,46-1,32 | 0,21
GG 5(4,2) 47 3(2,5) 53 1,70 | 0,40-7,26 | 0,36
suma 120 (100,0) 100,0 120 (100,0) 100,0
Allele
A 188 (78,3) — 185 (77,1) — 1,07 | 0,70-1,65 | 0,41
G 52 (21,7) — 55 (22,9) — 0,93 | 0,61-1,43 | 0,41
suma 240 (100,0) — 240 (100,0) —
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PoLIMORFIzM 776C>G GENU TCII

Na fotografii 7 pokazano przykladowag analiz¢ poszczegdlnych genotypoéw dla
polimorfizmu 776C>G genu TCIIl. Fragment PCR wielkosci 220 par zasad poddano
hydrolizie enzymem restrykcyjnym Mval (Fermentas, Litwa). Otrzymano fragmenty o
wielkosci 126 1 94 pz w przypadku genotypu niezmutowanego typu 766AA (dwa prazki),
natomiast w przypadku heterozygoty 766AG trzy prazki odpowiadajace fragmentom o
wielkosci 220, 126 1 94 pz. Genotyp zmutowany 766GG nie podlegal hydrolizie

Endonukleazy Mval, co w rezultacie dawato obraz jednego prazka (fot. 7).

1 2 3 4 5 6 7 8

<—220 pz

<«—126 pz
<— 96 pz

Fot. 7. Analiza genotypow polimorfizmu 766C>G genu TCIl po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Mval. Tor 1 marker wielkosci 50 pz, tory 2, 7 homozygoty niezmutowane AA,
tory 3, 4, 5, 8, heterozygoty AG, tor 6 to homozygota zmutowana GG.
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Podczas analizy rozktadu poszczegoélnych genotypoéw polimorfizmu 776C>G genu

TCIl zaobserwowano podobng czestos¢ wystgpowania genotypu zmutowanego 776GG w
grupie badanej i grupie kontrolnej (776GG: 20,0 vs. 22,5%, WR=0,86, p=0,37). Nie

stwierdzono takze statystycznie istotnych roznic w zakresie czesto$ci wystepowania genotypu

dzikiego 776CC, ani genotypu heterozygotycznego 776CG pomiedzy obiema grupami
(776CC: 27,5 vs. 30,8%, WR=0,85, p=0,33; genotyp 776CG: 52,5 vs. 46,7, WR=1,26,

p=0,22).

Rowniez czestos¢ wystgpowania typu dzikiego allela 776C oraz zmutowanego allela
776G byly zblizone w grupie badanej i kontrolnej (766C: 53,8 vs. 54,2%, WR=0,98, p=0,50;
766G: 46,2% vs. 45,8%, WR=1,02, p=0,50) (tab. 17).

Tab. 17. Czestos¢ wystepowania genotypoéw i alleli polimorfizmu 766C>G genu TCIl w

grupie matek noworodkow z hipotrofig ptodu oraz w grupie kontrolne;j.

Grupa badana
TCH . Grupa kontrolna 0
776C>G Htpotrgﬁa plodu (n=120) WR | 95%PU p
(n=120)
wartos¢ wartosé wartosé wartosé
Genotypy |obserwowana| oczekiwana | obserwowana, oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
CC 33 (27,5) 28,9 37 (30,8) 29,3 0,85 | 0,49-1,49 | 0,33
CG 63 (52,5) 497 56 (46,7) 497 1,26 | 0,76-2,10 | 0,22
GG 24 (20,0) 214 27 (22,5) 21,0 0,86 | 0,46-1,60 | 0,37
suma 120 (100,0) 100,00 120 (100,00) 100,0
Allele
C 129 (53,8) — 130 (54,2) — 0,98 | 0,69-1,41 | 0,50
G 111 (46,2) — 110 (45,8) — 1,02 | 0,71-1,46 | 0,50
suma 240 (100,0) — 240 (100,0) —
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PoOLIMORFIZM 66A>G GENU MTRR

Po hydrolizie z uzyciem endonukleazy Ndel (Fermentas, Litwa) produktu PCR o
wielkosci 142 pz odpowiadajgcego miejscu wystepowania polimorfizmu 66A>G genu MTRR
otrzymano od jednego do trzech fragmentow. W przypadku zmutowanego genotypu 66GG
miejsce hydrolizy nie wystgpowato i uzyskiwano tylko jeden wyj$ciowy fragment o wielkosci
142 pz (pojedynczy prazek). W przypadku heterozygoty 66AG otrzymywano trzy fragmenty o
wielkosci 142, 121 1 21 par zasad, co odpowiadato trzem prazkom, natomiast dla homozygoty

niezmutowanej 66AA dwa fragmenty 211 121 pz (dwa prazki) (fot. 8).

21 pz

Fot. 8. Analiza genotypéw polimorfizmu 66A>G genu MTRR po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Ndel (Fermentas, Litwa). Tor 1 marker wielkosci 50 pz., tor 7 homozygota
niezmutowana AA, tory 2, 4, 5, 6 heterozygoty AG, tory 3, 8 to homozygoty zmutowane GG.
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W pracy nie stwierdzono istotnych statystycznie roéznic pomiedzy grupa badang i
kontrolng pod wzgledem czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypoéw polimorfizmu
66A>G genu MTRR. Genotyp dziki typu 66AA wystepowat u 19,2% pacjentek z grupy
badanej oraz u takiej samej liczby pacjentek z grupy kontrolnej (WR=1,00, p=0,57). Genotyp
heterozygotyczny 66AG wystgpowal u 50,8% pacjentek w grupie badanej oraz u 52,5%
pacjentek z grupy kontrolnej, co nie stanowito istotnej statystycznie roéznicy (WR=0,94,
p=0,45). Ponadto zaobserwowano podobna frekwencje¢ dotyczacag homozygot zmutowanych
66GG w obydwu grupach (66GG: 30,0 vs. 28,3%, WR=1,08, p=0,44).

Nie zanotowano takze roznic w zakresie czgstosci wystepowania allela dzikiego 66A i
zmutowanego 66G (66A: 44,6 vs. 45,4%, WR=0,97, p=0,46; 66G: 55,4 vs. 54,6%, WR=1,03,
p=0,46) (tab. 18).

Tab. 18. Czgstos¢ wystgpowania genotypoéw i alleli polimorfizmu 66A>G genu MTRR w
grupie matek noworodkoéw z hipotrofig ptodu oraz w grupie kontrolne;j.

Grupa badana
MTRR Hipotrofia plodu i el i WR | 95%PU
66A>G - (n=120)
(n=120)
wartos¢ wartos¢ wartosc¢ wartos¢
Genotypy |obserwowana| oczekiwana | obserwowana oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
AA 23 (19,2) 19,9 23 (19,2) 20,6 1,00 | 0,53-1,90 | 0,57
AG 61 (50,8) 49 4 63 (52,5) 49,6 0,94 | 0,56-1,55 | 0,45
GG 36 (30,0) 30,7 34 (28,3) 29,8 1,08 | 0,62-1,89 | 0,44
suma 120 (100,0) 100,0 120 (100,0) 100,0
Allele
A 107 (44,6) — 109 (45,4) — 0,97 | 0,67-1,39 | 0,46
G 133 (55,4) — 131 (54,6) — 1,03 | 0,72-1,48 | 0,46
suma 240 (100,0) — 240 (100,0) —
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4.5. ANALIZA POROWNAWCZA GENOTYPOW 1 ALLELI BADANYCH POLIMORFIZMOW W
ZALEZNOSCI OD TYGODNIA ZAKONCZENIA CIAZY (POROD >37 TC. ORAZ <37 TC.)

W celu doktadnej analizy wynikow w pracy przeprowadzono 2 podziaty grupy badanej
kobiet, ktore urodzity dzieci z hipotrofig. W przypadku obydwu przeprowadzonych podziatow
analizowano czesto$¢ wystepowania genotypow 1 alleli badanych polimorfizméw. Podziat

pierwszy dotyczyl kryterium czasowego:

1. Podgrupa kobiet, u ktorych ciaza zakonczyla si¢ przed 37 tc. (<36+6 tc, <37 tc.)
2. Podgrupa kobiet, u ktorych cigza zakonczyta si¢ po 37 tc. (>37+0 tc, >37 tc.)
Drugi podziat dotyczyt masy ciata noworodkow:
1. Podgrupa kobiet, u ktorych cigza zakonczyla si¢ urodzeniem dziecka o masie
mniejszej niz 1500 g (<1499 g)
2. Podgrupa kobiet, u ktorych cigza zakonczyta si¢ urodzeniem dziecka o masie wigkszej

niz 1500 g (>1500 g)

W zakresie analizy polimorfizmu 677C>T genu MTHFR odnotowano nastepujace
czestosci wystgpowania genotypu heterozygotycznego 677CT 38,3% w podgrupie, w ktorej
cigza zakonczyla si¢ >37 tc., 36,5% w podgrupie, w ktorej cigza zakonczyla si¢ <37 tc. oraz
49,2% w grupie kontrolnej. W grupie kontrolnej odnotowano wigksza czgstos¢ wystepowania
genotypu 677CT w poréwnaniu do podgrupy <37 tc. (49,2 vs. 36,5%, WR=0,59, p=0,08).
Zadna z tych réznic nie byla statystycznie istotna.

Najciekawszg obserwacja bylo stwierdzenie wigkszej czestosci wystepowania genotypu
677TT zardbwno w grupie, w ktorej pordd odbyt si¢ >37 tc. (13,2 vs. 6,6%, WR=2,14, p=0,11),
jak réowniez <37 tc. (9,6 vs. 6,6%, WR=1,49, p=0,35) w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
Czgsto$¢ wystgpowania zmutowanego allela 677T byta porownywalna w obydwu badanych

podgrupach w stosunku do grupy kontrolnej (tab. 19).
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Tab. 19. Czg¢sto$¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 677C>T genu MTHFR w
grupie matek noworodkow z hipotrofia, z uwzglednieniem podziatu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolne;j.

Grupf';\ badana (n=120) Grupa
MTHFR Hipotrofia plodu
677C>T ] ] kon_trolna
Poréd >37 tc. (n=68) Poréd <37 tc. (n=52) (n=120)
warto$¢ warto$¢ warto$¢
Genotypy obserw. WR (p)* obserw. WR (p)** obserw.
n (%) n (%) n (%)
CcC 33 (48,5) 1,19 (0,33) 28 (53,9) 1,14 (0,16) 53 (44,2)
CT 26 (38,3) 0,64 (0,09) 19 (36,5) 0,59 (0,08) 59 (49,2)
TT 9(13,2) 2,14 (0,11) 5(9,6) 1,49 (0,35) 8 (6,6)
suma 68 (100,0) - 52 (100,0) - 120 (100,0)
Allele
C 92 (67,7) 0,95 (0,46) 75 (72,1) 1,18 (0,31) 165 (68,7)
T 44 (32,3) 1,05 (0,46) 29 (27,9) 0,85 (0,31) 75 (31,3)
suma 136 (100,0) - 104 (100,0) - 240 (100,0)

W zakresie polimorfizmu 1298A>C najciekawsza obserwacja byto odnotowanie

wigkszej czestoSci wystepowania zmutowanego genotypu 1298CC w grupie, gdzie porod

odbyl si¢ <37 tc. w poréwnaniu do grupy kontrolnej (9,6 vs. 5,0%, WR=1,84, p=0,25).

Obserwowane czgstosci wystepowania alleli 1298A oraz 1298C w obydwu podgrupach

(porod dziecka z hipotrofig >37 tc. oraz <37 tc.) oraz w grupie kontrolnej byly porownywalne

(ns) (tab. 20).

Tab. 20. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 1298A>C genu MTHFR w
grupie matek noworodkow z hipotrofig, z uwzglednieniem podziatu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolnej.

Grupa badana (n=120)
MTHER Hipotrofia plodu Grupa kontrolna
1298A>C (n=120)
Porod =37 tc. (n=68) Porod <37 tc. (n=52)
wartos¢ wartos¢ .
Genotypy obserw. WR (p)* obserw. WR (p)** wartoscoobserw.
n (%) n (%) n (%)
AA 28 (39,7) 0,78 (0,21) 26 (50,0) 1,06 (0,48) 58 (48,3)
AC 36 (54,4) 1,28 (0,25) 21 (40,4) 0,77 (0,28) 56 (46,7)
cC 4 (5,9) 1,08 (0,57) 5(9,6) 1,84 (0,25) 6 (5,0)
suma 68 (100,0) - 52 (100,0) - 120 (100,0)
Allele
A 91 (66,9) 0,79 (0,19) 73 (70,2) 0,93 (0,44) 172 (71,7)
C 45 (33,1) 1,25 (0,19) 31 (29,8) 1,07 (0,44) 68 (28,3)
suma 136 (100,0) - 104 (100,0) - 240 (100,0)
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Analizujac grupe kobiet, ktore zakonczyly ciaz¢ po 37 tc. urodzeniem dziecka z
hipotrofia dla polimorfizmu 1973G>A genu MTHFR odnotowano wigksza czestos¢
wystepowania genotypu homozygotycznego 1793GG w grupie kontrolnej w poréwnaniu do
grupy badanej (92,5 vs. 83,8%, WR=0,42, p=0,06). Obserwowano roéwniez wigkszg
frekwencje genotypu heterozygotycznego 1793GA w tej grupie kobiet, ktore urodzity >37 tc.
(16,2 vs. 7,5%, WR=2,38, p=0,06). Rowniez czestos¢ wystepowania zmutowanego allela
1793A byta wyzsza w podgrupie >37 tc. (8,1 vs. 3,8%, WR=2,26, p=0,06) (tab. 21).

W podgrupie, w ktorej nastapit pordd <37 tc. odnotowano porownywalng frekwencje
genotypu typu dzikiego 1793GG w stosunku do grupy kontrolnej (98,1 vs. 92,5%, WR=4,13,
p=0,14) oraz mniejsza czestos¢ wystgpowania genotypu heterozygotycznego 1793GA (1,9 vs.
7,5% w grupie kontrolnej, WR=0,24, p=0,14). Podobna obserwacja dotyczyta obydwu alleli
polimorfizmu 1793G>A genu MTHFR (tab. 21).

Tab. 21. Czg¢sto$¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 1793G>A genu MTHFR w
grupie matek noworodkow z hipotrofia, z uwzglednieniem podziatu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolne;.

Grupa badana (n=120) G
MTHFR Hipotrofia pltodu rupa
kontrolna
1793G>A _
Poréd >37 tc. (n=68) Poréd <37 tc. (N=52) (n=120)
warto$¢ warto$¢ warto$¢
Genotypy obserw. WR (p)* obserw. WR (p)** obserw.
n (%) n (%) n (%)
GG 57 (83,8) 0,42 (0,06) 51 (98,1) 4,13 (0,14) 111 (92,5)
GA 11 (16,2) 2,38 (0,06)* 1(1,9 0,24 (0,14) 9 (7,5)
AA 0 (0,0) - 0 (0,0) - 0 (0,0)
suma 68 (100,0) 52 (100,0) 120 (100,0)
Allele
G 125 (91,9) 0,44 (0,06) 103 (99,0) 4,01 (0,14) 231 (96,2)
A 11 (8,1) 2,26 (0,06)* 1(1,0) 0,25 (0,14) 9(3,8)
suma 136 (100,0) 104 (100,0) 240 (100,0)
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W zakresie polimorfizmu 1958G>A genu MTHFD1 w podgrupie kobiet, w ktorej
pordd odbyt si¢ >37 tc. zaobserwowano nastepujacy rozktad genotypow: 1958GG 33,8%,
1958GA 41,2%, 1958AA 25,0%. Rozklad genotypow w grupie, w ktorej pordd odbyt si¢ <37
tc. byl nastgpujacy 1958GG 26,9%, 1958GA 61,6%, 1958AA 11,5%. Nie zaobserwowano
réznic statystycznie istotnych w rozktadzie genotypoéw pomiegdzy analizowanymi podgrupami
a grupg kontrolng (tab. 22).

Obserwowane czgstosci wystepowania obydwu alleli — typu dzikiego 1958G (u kobiet
>37 tc. 54,4%, u kobiet <37 tc. 57,7%) oraz allela zmutowanego 1958A (u kobiet >37 tc.
45,6%, u kobiet <37 tc. 42,3%) oraz w grupie kontrolnej (allel 1958G — 52,9%, allel 1958A
47,1%) w badanych podgrupach kobiet byly poréwnywalne (tab. 22).

Tab. 22. Czestos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 1958G>A genu MTHFD1
w grupie matek noworodkow z hipotrofiag, z uwzglednieniem podzialu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolne;j.

Grupa badana (n=120) Grupa
MTHFD1 Hipotrofia ptodu Vi
1958G>A ontrolna
Porod >37 tc. (n=68) Porod <37 tc. (n=52) (n=120)
wartos$¢ warto$¢ warto$¢
Genotypy obserw. WR (p)* obserw. WR (p)** obserw.
n (%) n (%) n (%)
GG 23 (33,8) 1,41 (0,19) 14 (26,9) 1,01 (0,56) 32 (26,7)
GA 28 (41,2) 0,63 (0,09) 32 (61,6) 1,44 (0,18) 63 (52,5)
AA 17 (25,0) 1,27 (0,31) 6 (11,5) 0,49 (0,11) 25 (20,8)
suma 68 (100,0) 52 (100,0) 120 (100,0)
Allele
G 74 (54,4) 1,06 (0,43) 60 (57,7) 1,21 (0,24) 127 (52,9)
A 62 (45,6) 0,94 (0,43) 44 (42,3) 0,82 (0,24) 113 (47,1)
suma 136 (100,0) 104 (100,0) 240 (100,0)
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Dla polimorfizmu 401G>A genu MTHFD1 w grupie kobiet, ktore urodzity dzieci z
hipotrofig <37 tc. zaobserwowano nizszg czg¢sto$¢ wystgpowania genotypu 401GG (44,2 vs.
65,8% w grupie kontrolnej, WR=0,41, p=0,007) oraz wyzsza cz¢stoS¢ wystepowania
genotypu heterozygotycznego 401GA, zawierajacego jeden zmutowany allel (48,1 vs. 30,8%
w grupie kontrolnej, WR=2,08, p=0,024). Podobne obserwacje przeprowadzono dla alleli
polimorfizmu 401G>A. Allel 401G wystepowal z nizsza czestoscig w podgrupie <37 tc. (68,3
vs. 81,3%, WR=0,49, p=0,007), natomiast allel zmutowany 401A pojawial si¢ w wiekszej
czestosci w tej podgrupie badanej (<37 te.) (31,7 vs. 18,8%, WR=2,01, p=0,007).

Réwniez w podgrupie, gdzie pordd odbyt si¢ >37 tc. zaobserwowano wigksza czgstosé
wystepowania genotypu zmutowanego 401AA (7,4 vs. 3,3 w grupie kontrolnej, WR=2,30, ns).
Natomiast czgstos¢ wystepowania alleli badanego polimorfizmu w grupie >37 tc. oraz w

grupie kontrolnej byla porownywalna (tab. 23).

Tab. 23. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 401G>A genu MTHFD1 w
grupie matek noworodkow z hipotrofia, z uwzglednieniem podzialu na czas zakonczenia

cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolne;.

Grupa badana (n=120) G
MTHFD1 Hipotrofia plodu rupa
kontrolna
401G>A . . i
Poréd >37 tc. (n=68) Poréd <37 tc. (n=52) (n=120)
wartos¢ warto$¢ wartos¢
Genotypy obserw. WR (p)* obserw. WR (p)** obserw.
n (%) n (%) n (%)
GG 41 (60,3) 0,79 (0,27) 23 (44,2) 0,41 (0,007) 79 (65,8)
GA 22 (32,3) 1,07 (0,47) 25 (48,1) 2,08 (0,024) 37 (30,8)
AA 5(7,4) 2,30 (0,18) 4 (7,7) 2,42 (0,19) 4 (3,3)
suma 68 (100,0) 52 (100,0) 120 (100,0)
Allele
G 104 (76,5) 0,75 (0,17) 71 (68,3) 0,49 (0,007) 195 (81,3)
A 32 (23,5) 1,33 (0,17) 33 (31,7) 2,01 (0,007)* 45 (18,8)
suma 136 (100,0) 104 (100,0) 240 (100,0)
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Dla polimorfizmu 2756A>G genu MTR genotyp homozygotyczny niezmutowany
2756AA wystepowatl czgsciej u pacjentek, ktorych porod zakonczyt si¢ >37 tc. w pordwnaniu
do grupy kontrolnej (64,7% vs. 56,7%, WR=1,40, p=0,18). Genotyp heterozygotyczny
2756AG wystepowat u 40,8% kobiet z grupy kontrolnej, u 38,4% w grupie kobiet <37 tc.
(WR=0,90, p=0,45) oraz u 32,4% w grupie kobiet >37 tc. (WR=0,69, p=0,15). Wariant
zawierajacy oba zmutowane allele 2756GG najczg$ciej wystepowal u kobiet rodzacych przed
37 tc. (5,8 vs. 2,5% w grupie kontrolnej, WR=2,38, p=0,26) (tab. 24).

Analizujgc czesto$¢ wystepowania alleli w badanych podgrupach kobiet w
porownaniu do grupy kontrolnej, allel typu dzikiego 2756A wystgpowat w podobnej czgstosci
w podgrupie rodzacych w 37 tc. lub p6zniej (80,9% vs. 77,1% w grupie kontrolnej, WR=1,26,
p=0,23). Rowniez u kobiet, u ktoérych pordd nastapit przed 37 tc. allel 2756A wystepowat z
podobng czgstoscia (75,0%), jak w grupie kontrolnej (WR=0,89, p=0,38). Zaobserwowano
podobng czestos¢ wystepowania zmutowanego allela 2756G w podgrupie <37 tc. oraz w
grupie kontrolnej (25% vs. 22,9% w grupie kontrolnej WR=1,12, p=0,38), jak réwniez w
podgrupie > 37 tc. (19,1%) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (WR=0,79, p=0,23) (tab. 24).
Tab. 24. Czegstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 2756A>G genu MTR w

grupie matek noworodkow z hipotrofia, z uwzglednieniem podziatu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolne;.

Grupa badana (n=120) Grupa
Hipot. tod
SIS ipotrofia plodu kontrolna
2756A>G _
Poréd >37 tc. (n=68) Poréd <37 tc. (n=52) (n=120)
wartos$¢ warto$¢ wartos$¢
Genotypy obserw. WR (p)* obserw. WR (p)** obserw.
n (%) n (%) n (%)
AA 44 (64,7) 1,40 (0,18) 29 (55,8) 0,96 (0,52) 68 (56,7)
AG 22 (32,4) 0,69 (0,15) 20 (38,4) 0,90 (0,45) 49 (40,8)
GG 2(29) 1,18 (0,59) 3(5,8) 2,38 (0,26) 3(2,5)
suma 68 (100,0) 52 (100,0) 120 (100,0)
Allele
A 110 (80,9) 1,26 (0,23) 78 (75,0) 0,89 (0,38) 185 (77,1)
G 26 (19,1) 0,79 (0,23) 26 (25,0) 1,12 (0,38) 55 (22,9)
suma 136 (1100,0) 104 (100,0) 240 (100,0)
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W zakresie polimorfizmu776C>G genu TCIl wariant zawierajacy dwa allele
niezmutowane 776CC wystepowal w podobnej czestosci W grupie kontrolnej oraz w
podgrupach pacjentek, ktorych porod wystapit >37 tc. (26,5% vs. 30,8 w grupie kontrolnej,
WR=0,81, p=0,32), jak 1 w podgrupie kobiet rodzacych <37 tc. (28,8 vs. 30,8%, WR=0,91,
p=0,47). Genotyp heterozygotyczny 776CG natomiast w grupie kontrolnej wystepowat
najrzadziej (46,7%), w podgrupie >37 tc. w 55,9% (WR=1,45, p=0,14 oraz w podgrupie <37
tc. w 48,1% (WR=1,06, p=0,49). Wariant homozygotyczny zmutowany 776GG
zaobserwowano nieznacznie rzadziej w podgrupie >37 tc. (17,6 vs. 22,5% w grupie
kontrolnej, WR=0,73, p=0,28) oraz troche czgéciej w podgrupie <37 tc. (23,1%, WR=1,03,
p=0,54) (tab. 25).

Rozktad obu alleli w podgrupie >37 tc. byt bardzo zblizony do grupy kontrolnej (allela
776C: 54,4 vs. 54,2%, WR=1,01, p=0,53, allel 776G: 45,6 vs. 45,8%, WR=0,99, p=0,53). W
podgrupie kobiet rodzacych przed 37 tc. dla allela 776C réwniez nie zaobserwowano
znaczacych réznic w porownaniu z grupg kontrolng (52,9%, WR=0,94, p=0,46), podobnie jak
dla allela zmutowanego 776G (47,1%, WR=1,05, p=0,46) (tab. 25).

Tab. 25. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 776C>G genu TCIl w
grupie matek noworodkow z hipotrofia, z uwzglednieniem podziatu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. i <37 tc. oraz w grupie kontrolnej.

Grupa badana (n=120)
TCII Hipotrofia plodu K Grupla
776C5G ontrolna
Porod >37 tc. (n=68) Porod < 37 te. (n=52) (n=120)
wartos¢ Wwartosé obserw warto$¢
Genotypy obserw. WR (p)* n (%) ) WR (p)** obserw.
h (%) ° n (%)
CcC 18 (26,5) 0,81 (0,32) 15 (28,8) 0,91 (0,47) 37 (30,8)
CG 38 (55,9) 1,45 (0,14) 25 (48,1) 1,06 (0,49) 56 (46,7)
GG 12 (17,6) 0,73 (0,28) 12 (23,1) 1,03 (0,54) 27 (22,5)
suma 68 (100,0) 52 (100,0) 120 (100,00)
Allele
C 74 (54,4) 1,01 (0,53) 55 (52,9) 0,94 (0,46) 130 (54,2)
G 62 (45,6) 0,99 (0,53) 49 (47,1) 1,05 (0,46) 110 (45,8)
suma 136 (100,0) 104 (100,0) 240 (100,0)
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Dla polimorfizmu 66A>G genu MTRR przy poréwnaniu podgrupy z porodem >37 tc.
z grupg kontrolng nie stwierdzono rdznic statystycznie istotnych w czestosci obserwowanych
genotypu homozygotycznego niezmutowanego 66AA (21,3 vs. 19,2%, WR=1,14, p=0,41),
heterozygotycznego 66AG (50,6 vs. 52,5%, WR=0,92, p=0,45) oraz zawierajgcego oba
zmutowane allele 66GG (28,1 vs. 28,3%; WR=0,99, p=0,55). Rozktad alleli rowniez byt w

obu grupach podobny: allel 66A (46,6 vs. 45,4%, WR=1,05, p=0,44) oraz allel 66G (53,4 vs.
54,6%, WR=0,95, p=0,44).

W podgrupie kobiet rodzacych <37 tc. rozktad genotypéw w poréwnaniu z grupg
kontrolng przedstawiat si¢ nastgpujaco: 66AA (12,9 vs. 19,2%; WR=0,62, p=0,30), 66AG
(51,6 vs. 52,5%, WR=0,96, p=0,54) oraz 66GG (35,5 vs. 28,3%, WR=1,39, p=0,28).
Zmutowany allel 66G wystepowal w tej grupie czesciej (61,3%, WR=1,32, p=0,21),
natomiast allel 66A rzadziej (38,7%) niz w grupie kontrolnej (45,4%, WR=0,76, p=0,21) (tab.
26).

Tab. 26. Czgstos¢ wystgpowania genotypoéw i alleli polimorfizmu 66A>G genu MTRR w
grupie matek noworodkow z hipotrofia, z uwzglednieniem podziatu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolne;.

Grupa badana (n=120)
MTRR Hipotrofia plodu Grupa
kontrolna
66A>G _
Poréd 37 tc. (n=68) Poréd <37 te. (n=52) (n=120)
wartos¢ wartos¢ wartos¢
Genotypy obserw. WR (p)* obserw. WR (p)** obserw.
n (%) n (%) n (%)
AA 19 (21,3) 1,14 (0,41) 4 (12,9) 0,62 (0,30) 23 (19,2)
AG 45 (50,6) 0,92 (0,45) 16 (51,6) 0,96 (0,54) 63 (52,5)
GG 25 (28,1) 0,99 (0,55) 11 (35,5) 1,39 (0,28) 34 (28,3)
suma 89 (100,0) 31 (100,0) 120 (100,0)
Allele
A 83 (46,6) 1,05 (0,44) 24 (38,7) 0,76 (0,21) 109 (45,4)
G 95 (53,4) 0,95 (0,44) 38 (61,3) 1,32 (0,21) 131 (54,6)
suma 178 (100,0) 62 (100,0) 240 (100,0)
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4.6. ANALIZA POROWNAWCZA GENOTYPOW I ALLELI BADANYCH POLIMORFIZMOW W
ZALEZNOSCI OD MASY URODZENIOWEJ NOWORODKA

W zakresie polimorfizmu 677C>T genu MTHFR w grupie kobiet, ktore urodzity

dzieci z masg >1500 g =zaobserwowano wigksza czestos¢ wystgpowania genotypu

homozygotycznego zmutowanego 677TT (13,5 vs. 6,7%, WR=2,18, p=0,08). Natomiast

czestos¢ wystepowania zmutowanego allela 677T w tej grupie kobiet wynosita 32,1% i byla

poréwnywalna do grupy kontrolnej (31,3%, WR=1,03, p=0,47) (tab. 27).

W grupie kobiet, ktore urodzity dzieci z masg <1500 g czesto$¢ zmutowanego

genotypu 677TT wynosita 6,5% w poréwnaniu do grupy kontrolnej 6,7% (WR=0,96, p=0,66).

Rowniez frekwencja zmutowanego allela 677T w badanej podgrupie (<1500 g) oraz w grupie

kontrolnej nie roznita si¢ istotnie statystycznie (25,8 vs. 31,3%, WR=0,77, p=0,25) (tab. 27).

Tab. 27. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 677C>T genu MTHFR w
grupie matek noworodkoéw z hipotrofia, z uwzglednieniem podzialu na noworodki z
urodzeniowa masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolnej.

Grupa badana (n=120)

MTHFR Hipotrofia pltodu kcﬁl':[l:cr))le:la
677C>T Noworodki >1500 g Noworodki <1500 g (n=120)
(n=89) (n=31)
wartos¢ wartos¢ wartosé¢
Genotypy obserw. WR (p)* obserw. WR (p)** obserw.
n (%) n (%) n (%)
cC 44 (49,4) 1,23 (0,27) 17 (54,8) 1,54 (0,19) 53 (44,1)
CT 33 (37,1) 0,61 (0,05) 12 (38,7) 0,65 (0,20) 59 (49,2)
TT 12 (13,5) 2,18 (0,08) 2 (6,5) 0,96 (0,66) 8 (6,7)
suma 89 (100,0) 31 (100,0) 120 (100,0)
Allele
C 121 (67,9) 0,96 (0,47) 46 (74,2) 1,31 (0,25) 165 (68,7)
T 57 (32,1) 1,03 (0,47) 16 (25,8) 0,77 (0,25) 75 (31,3)
suma 178 (100,0) 62 (100,0) 240 (100,0)
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W zakresie polimorfizmu 1298A>C MTHFR frekwencja zmutowanego genotypu
1298CC w grupie kobiet, ktoére urodzity dzieci w przedziale >1500 g zaobserwowano
nastepujaca czestos¢ wystepowania genotypow: 1298 AA 43,8%, 1298AC 47,2%, 1298CC
9,0%. Genotyp 1298CC wystepowat czesciej w tej grupie w porownaniu do grupy kontrolnej
(9,0 vs. 5,0%, WR=1,88, p=0,19). Czg¢sto$¢ wystepowania alleli 1298A oraz 1298C byta
podobna w obydwu badanych grupach.

W podgrupie kobiet, ktére urodzity dzieci z masg <1500 g rozktad czgstos¢ genotypow
przedstawial si¢ nastepujaco: 1298AA 48,4%, 1298AC 48,4% oraz 1298CC 3,2%. Byt on
porownywalny z rozkladem genotypow w grupie kontrolnej (48,3%, 46,7% oraz 5,0%
odpowiednio dla genotypu 1298AA, 1298AC oraz 1298CC). Roznice byly statystycznie
nieistotne. Rowniez frekwencja alleli w tej podgrupie kobiet byta podobna do frekwencji w
grupie kontrolnej (allel 1298A: 72,6 vs. 71,7%, allel 1298C: 27,4 vs. 28,3%) (tab. 28).

Tab. 28. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 1298A>C genu MTHFR w
grupiec matek noworodkow z hipotrofig, z uwzglednieniem podzialu na noworodki z
urodzeniowa masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolnej.

Grupa badana (n=120)
MTHFR Hipotrofia ptodu Grupa
. - kontrolna
1298A>C Noworodki >1500 g Noworodki <1500 g (n=120)
(n=89) (n=31)
warto$¢ warto$¢ wartos$¢
Genotypy obserw. WR (p)* obserw. WR (p)** obserw.
n (%) n (%) n (%)
AA 39 (43,8) 0,83 (0,31) 15 (48,4) 1,01 (0,58) 58 (48,3)
AC 42 (47,2) 1,02 (0,57) 15 (48,4) 1,07 (0,51) 56 (46,7)
CC 8(9,0) 1,88 (0,19) 1(3,2) 0,63 (0,56) 6 (5,0)
suma 89 (100,0) 31 (100,0) 120 (100,0)
Allele
A 120 (67,4) 0,81 (0,20) 45 (72,6) 1,04 (0,51) 172 (71,7)
C 58 (32,6) 1,22 (0,20) 17 (27,4) 0,95 (0,51) 68 (28,3)
suma 178 (100,0) 62 (100,0) 240 (100,0)
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W zakresie polimorfizmu 1793G>A genu MTHFR w grupie kobiet, ktore urodzity
noworodki z masg >1500g czestos¢ genotypu typu dzikiego 1793GG wynosita 86,5%,
genotypu heterozygotycznego 1793GA 13,5%, Nie obserwowano wystepowania genotypu
1793AA w tej grupie kobiet. W tej grupie kobiet uwage zwraca fakt duzej czestosci
wystepowania genotypu 1793GA (13,5%) w porownaniu do grupy kontrolnej (7,5%,
WR=1,92, p=0,12). Réwniez obserwowano wigksza czg¢stos¢ wystgpowania zmutowanego
allela 1793A w grupie kobiet z masg urodzeniowg dzieci >1500 g (6,7%) w porownaniu do
grupy kontrolnej (3,8%, WR=1,86, p=0,12) (tab. 29).

W podgrupie kobiet, ktore urodzity noworodki z masg <1500 g obserwowano tylko

wystapienie genotypu homozygotycznego niezmutowanego 1793GG (100,0%) (tab. 29).

Tab. 29. Czg¢stos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 1793G>A genu MTHFR w
grupie matek noworodkéw z hipotrofia, z uwzglednieniem podzialu na noworodki z
urodzeniowg masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolnej.

Grupa badana (n=120) G
MTHFR Hipotrofia ptodu konl:[lchF))I?Ia
1793G>A Noworodki >1500 g Noworodki <1500 g (n=120)
(n=89) (n=31)
warto$¢ warto$¢ wartos¢
Genotypy obserw. WR (p)* obserw. WR (p)** obserw.
n (%) n (%) n (%)
GG 77 (86,5) 0,52 (0,12) 31 (100,0) - 111 (92,5)
GA 12 (13,5) 1,92 (0,12) 0 (0,0) - 9(7,5)
AA 0 (0,0) - 0 (0,0) - 0 (0,0)
suma 89 (100,0) 31 (100,0) 120 (100,0)
Allele
G 166 (93,3) 0,54 (0,12) 62 (100,0) - 231 (96,2)
A 12 (6,7) 1,86 (0,12) 0 (0,0) - 9(3,8)
suma 178 (100,0) 62 (100,0) 240 (100,0)
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W odniesieniu do polimorfizmu 1958G>A genu MTHFD1 w grupie kobiet, ktore
urodzilty noworodki w przedziale >1500 g odnotowano nastepujacy rozktad genotypow:
1958GG 30,3%, 1958GA 48,3%, 1958AA 21,4%. Czestosci te byly porownywalne do
czestosci wystepowania tych samych genotypéw w grupie kontrolnej. Podobna obserwacja
dotyczyta frekwencji alleli polimorfizmu 1958G>A genu MTHFD1 w tej grupie kobiet (tab.
30).

W grupie kobiet, ktére urodzily noworodki z masg <1500 g cz¢stos¢ wystepowania
genotypu 1958GG wynosita 32,3 vs. 26,7% (p=0,34), genotypu 1958GA 54,8 vs. 52,5 oraz
genotypu 1958AA 12,9 vs. 20,8%. Zadna roznica nie byla istotna statystycznie (tab. 30).

Tab. 30. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 1958G>A genu MTHFD1
w grupie matek noworodkéw z hipotrofia, z uwzglednieniem podziatu na noworodki z
urodzeniowa masa ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolnej.

Grupa badana (n=120) Grupa
MTHED1 Hipotrofia ptodu kontrolna
1958G>A Noworodki >1500 g Noworodki <1500 g n=120
(n=89) (n=31)
wartosé obserw warto$¢ warto$¢
Genotypy n (%) | WR (p)* obserw. WR (p)** obserw.
0 n (%) n (%)
GG 27 (30,3) 1,19 (0,33) 10 (32,3) 1,31 (0,34) 32 (26,7)
GA 43 (48,3) 0,85 (0,32) 17 (54,8) 1,09 (0,49) 63 (52,5)
AA 19 (21,4) 1,03 (0,53) 4(12,9) 0,56 (0,23) 25 (20,8)
suma 89 (100,0) 31 (100,0) 120 (100,0)
Allele
G 97 (54,5) 1,06 (0,41) 37 (59,7) 1,31 (0,21) 127 (52,9)
A 81 (45,5) 0,93 (0,41) 25 (40,3) 0,76 (0,21) 113 (47,1)
suma 178 (100,0) 62 (100,0) 240 (100,0)
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Analizujac polimorfizm 401G>A genu MTHFD1 w grupie kobiet z masg urodzeniowa
dzieci >1500 g potwierdzono mniejszg czgstos¢ wystepowania genotypu 401GG w
porownaniu do grupy kontrolnej (51,7 vs. 65,8%, WR=0,55, p=0,03). Wystepowanie
genotypu heterozygotycznego 401GA odnotowano czeSciej w tej grupie kobiet (39,3 vs.
30,8%, WR=1,45, p=0,13). Réwniez genotyp 401AA wystepowat czesciej w grupie badanej
kobiet z masg noworodkéw >1500 g (9,0 vs. 3,4%, WR=2,86, p=0,07). Cickawa obserwacja
byto roéwniez odnotowanie wigkszej czestosci zmutowanego allela 401A w tej grupie kobiet
(28,7 vs. 18,8%, WR=1,74, p=0,01) (tab. 31).

Natomiast w grupie kobiet, ktére urodzily dzieci z masg <1500 g nie odnotowano
znaczacych réznic pomigdzy czgsto$cig poszezegolnych genotypow badanego polimorfizmu
(tab. 31).

Tab. 31. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 401G>A genu MTHFD1 w
grupie matek noworodkéw z hipotrofia, z uwzglednieniem podzialu na noworodki z
urodzeniowa masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolnej.

Grupa badana (n=120) G
MTHFD1 Hipotrofia plodu ME[2e!
. : kontrolna
401G>A Noworodki >1500 g Noworodki <1500 g (n=120)
(n=89) (n=31)
wartos$¢ wartos¢ warto$¢
Genotypy obserw. WR (p)* obserw. WR (p)** obserw.
n (%) n (%) n (%)
GG 46 (51,7) 0,55 (0,03) 18 (58,1) 0,71 (0,27) 79 (65,8)
GA 35 (39,3) 1,45 (0,13) 12 (38,7) 1,41 (0,26) 37 (30,8)
AA 8 (9,0) 2,86 (0,07) 1(3,2) 0,97 (0,72) 4 (3,4)
suma 89 (100,0) 31 (100,0) 120 (100,0)
Allele
G 127 (71,3) 0,57 (0,01) 48 (77,4) 0,79 (0,30) 195 (81,2)
A 51 (28,7) 1,74 (0,01)* 14 (22,6) 1,26 (0,30) 45 (18,8)
suma 178 (100,0) 62 (100,0) 240 (100,0)
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Analizujgc polimorfizm 2756A>G genu MTR w podgrupach kobiet, w zalezno$ci od
masy ciata noworodkow uzyskano nastepujace czestosci wystgpowania genotypow 2756AA
68,2% w podgrupie >1500 g vs. 56,7% w grupie kontrolnej (WR=1,67, p=0,05), natomiast w
podgrupie <1500 g 38,7 vs. 56,7% (WR=0,48, p=0,05). Wariant 2756AG zawierajacy jeden
zmutowany allel, wystepowat czesciej w grupie kontrolnej (40,8%) niz w podgrupie >1500 g
(28,1%, WR=0,57, p=0,04), natomiast w podgrupie <1500 g wystgpowal najczesciej (54,8%,
WR=1,76, p=0,12). Genotyp homozygotyczny zmutowany 2756GG obserwowano czgséciej w
obu badanych podgrupach kobiet w porownaniu do grupy kontrolnej, u ktorych byt obecny u
2,5% badanych. U rodzacych noworodki z masg >1500 g wystapit u 3,4% kobiet (WR=1,36,
p=0,51), natomiast u rodzacych noworodki z masg <1500 g wystepowat ponad dwukrotnie
czesciej (6,3%) niz w grupie kontrolnej (WR=4,11, p=0,16) (tab. 32).

Rozktad alleli dla tego polimorfizmu przedstawial si¢ nastepujaco: czesto$¢ allela
2756A w podgrupie >1500 g wynosita 82,6%, w podgrupie <1500 g wynosita 66,1%, a w
grupie kontrolnej 77,1% (odpowiednio: WR=1,41, p=0,11 oraz WR=0,58, p=0,05).
Zmutowany allel 2756G byt obserwowany rzadziej w podgrupie >1500 g w poroéwnaniu do
kontroli (17,4 vs. 23,0%, WR=0,71, p=0,11), natomiast w podgrupie <1500 g wystepowat
czesSciej niz w grupie kontrolnej (33,9 vs. 23,0%, WR=1,72, p=0,05) (tab. 32).

Tab. 32. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 2756A>G genu MTR w
grupie matek noworodkoéw z hipotrofia, z uwzglednieniem podzialu na noworodki z
urodzeniowa masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolne;j.

Grupa badana (n=120) Gruna
MTR Hipotrofia plodu Tl trcr))lna
2756A>G Noworodki >1500 g Noworodki <1500 g (n=120)
(n=89) (n=31) =
warto$¢ warto$¢ wartos$¢
Genotypy obserwow. WR (p)* obserwow. WR (p)** obserwow.
n (%) n (%) n (%)
AA 61 (68,5) 1,67 (0,05) 12 (38,7) 0,48 (0,05) 68 (56,7)
AG 25 (28,1) 0,57 (0,04) 17 (54,8) 1,76 (0,12) 49 (40,8)
GG 3(3,4) 1,36 (0,51) 2 (6,5) 4,11 (0,16) 3(2,5)
suma 89 (100,0) 31 (100,0) 120 (100,0)
Allele
A 147 (82,6) 1,41 (0,11) 41 (66,1) 0,58 (0,05) 185 (77,1)
G 31(17,4) 0,71 (0,11) 21 (33,9) 1,72 (0,05)* 55 (23,0)
suma 178 (100,0) 62 (100,0) 240 (100,0)
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Genotyp homozygotyczny niezmutowany 776CC wystepowat u 30,8% badanych z
grupy kontrolnej oraz u 28,1% z grupy >1500 g (WR=0,87, p=0,39) oraz u 25,8% z grupy
<1500 g (WR=0,78, p=0,38). Heterozygotyczny wariant 776CG uzyskano dla 57,3% matek z
grupy >1500 g, w grupie kontrolnej dla 46,7% (WR=1,53, p=0,08). W drugiej podgrupie
38,7% p=0,28).
homozygotyczny zmutowany 776GG obserwowano u wigkszej liczby pacjentek z grupy
<1500 g (35,5%) w porownaniu do grupy kontrolnej (22,5%) (WR=1,89, p=0,10, natomiast
w grupie >1500 g u mniejszej liczby kobiet (14,8%, WR=0,59, p=0,10) (tab. 33).

zaobserwowano os6b z tym genotypem (WR=0,72, Genotyp

Rozktad alleli w grupie kobiet rodzacych noworodki z masg >1500 g i w grupie
kontrolnej byt podobny: allel 776C 56,8 vs. 54,2% (WR=1,11, p=0,33), allel 776G 43,2 vs.
45,8% (WR=0,90, p=0,33). Natomiast w grupie matek dzieci z masa urodzeniowg <1500 g
allel 776C wystepowat rzadziej niz w grupie kontrolnej (45,2 vs. 54,2%; WR=0,69, p=0,13),
a allel 776G czesciej (54,8 vs. 45,8%; WR=1,44, p=0,13) (tab. 33).

Tab. 33. Czestos¢ wystepowania genotypoéw i alleli polimorfizmu 776C>G genu TCIl w
grupie matek noworodkéw z hipotrofia, z uwzglednieniem podzialu na noworodki z
urodzeniowa masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolnej.

Grupa badana (n=120)
TCII Hipotrofia pltodu koc?]:lrjgl?]a
176C>G Noworodki >1500 g Noworodki <1500 g (n=120)
(n=89) (n=31)
warto$¢ wartos$¢ warto$¢
Genotypy obserw. WR (p)* obserw. WR (p)** obserw.
n (%) n (%) n (%)
CC 25 (28,1) 0,87 (0,39) 8 (25,8) 0,78 (0,38) 37 (30,8)
CG 51 (57,3) 1,53 (0,08) 12 (38,7) 0,72 (0,28) 56 (46,7)
GG 13 (14,6) 0,59 (0,10) 11 (35,5) 1,89 (0,10) 27 (22,5)
suma 89 (100,0) 31 (100,0) 120 (100,00)
Allele
C 101 (56,8) 1,11 (0,33) 28 (45,2) 0,69 (0,13) 130 (54,2)
G 77 (43,2) 0,90 (0,33) 34 (54,8) 1,44 (0,13) 110 (45,8)
suma 178 (100,0) 62 (100,0) 240 (100,0)
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W zakresie polimorfizmu 66A>G genu MTRR zaobserwowano podobng czestosé
wystepowania genotypu zawierajagcego oba allele typu dzikiego 66AA w podgrupie
noworodkdw z masg urodzeniowag >1500 g w poréwnaniu do grupy kontrolnej (22,1 vs.
19,2%, WR=1,19, p=0,38) oraz podobng czestos$¢ pacjentek z tym genotypem w grupie matek
noworodkow z masg <1500 g (15,4%; WR=0,77, p=0,36). Genotyp heterozygotyczny 66AG
wystepowal u podobnej liczby pacjentek we wszystkich grupach: w grupie kontrolnej
(52,5%), w podgrupie >1500 g u 48,5% (WR=0,85, p=0,36), a w podgrupie <1500 g u 53,8%
badanych (WR=1,05, p=0,51). Czestos¢ wystepowania genotypu z dwoma zmutowanymi
allelami 66GG byta podobna w podgrupie >1500 g i w kontroli (29,4 vs. 28,3%, WR=1,05,
p=0,51), jak réwniez w grupie <1500 g (30,8%, WR=1,12, p=0,44) (tab. 34).

Rozktad alleli w podgrupie 68 matek noworodkow >1500 g i w kontrolnej byt
zblizony: allel 66A: 46,3 vs. 45,4% (WR=1,04, p=0,47), allel 66G: 53,7 vs. 54,6%, WR=0,96,
p=0,47). W drugiej podgrupie <1500 g czesciej wystepowat allel zmutowany 66G (57,7%,
WR=1,13, p=0,34) oraz rzadziej allel 66A (42,3%, WR=0,88, p=0,34) (tab. 34).

Tab. 34. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 66A>G genu MTRR w
grupie matek noworodkow z hipotrofig, z uwzglednieniem podzialu na noworodki z
urodzeniowa masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolnej.

Grupa badana (n=120) G
MTRR Hipotrofia pltodu kon:lrjgl?]a
66A>G Noworodki >1500 g Noworodki <1500 g (n=120)
(n=89) (n=31)
warto$¢ wartos¢ wartosé¢
Genotypy obserw. WR (p)* obserw. WR (p)** obserw.
n (%) n (%) n (%)
AA 15 (22,1) 1,19 (0,38) 8 (15,4) 0,77 (0,36) 23 (19,2)
AG 33 (48,5) 0,85 (0,36) 28 (53,8) 1,05 (0,51) 63 (52,5)
GG 20 (29,4) 1,05 (0,51) 16 (30,8) 1,12 (0,44) 34 (28,3)
suma 68 (100,0) 52 (100,0) 120 (100,0)
Allele
A 63 (46,3) 1,04 (0,47) 44 (42,3) 0,88 (0,34) 109 (45,4)
G 73 (53,7) 0,96 (0,47) 60 (57,7) 1,13 (0,34) 131 (54,6)
suma 136 (100,0) 104 (100,0) 240 (100,0)
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4.7. WSPOLWYSTEPOWANIE GENOTYPOW ANALIZOWANYCH W PRACY POLIMORFIZMOW W
POSZCZEGOLNYCH BADANYCH GRUPACH

W nastgpnym etapie przeprowadzono analize wspdlwystepowania poszczegdlnych
genotypow wszystkich badanych w pracy polimorfizmow genetycznych. Przede wszystkim
przeprowadzono analiz¢ wspotwystepowania genotypow genéw MTHFR (badano 3
polimorfizmy) oraz MTHFD1 (badano 2 badano

polimorfizmy).  Nastepnie

wspotwystepowanie genotypow wszystkich pozostatych polimorfizmow.

Podczas analizy wspotwystepowania genotypow polimorfizméow 677C>T oraz
1298A>C nie zaobserwowano zadnych rdznic statystycznie istotnych pomiedzy grupa badang
1 kontrolng (tab. 35).

Tab. 35. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméow 677C>T oraz 1298A>C genu
MTHFR w badanych grupach kobiet.

MTHFR 1298A>C
o = = Ogolem
Grupa badana | MTHFR | CC 14 (11,7) 38 (31,6) 9(7,5) 61 (50,8)
;ﬁfr"ﬁa 677C>T [CT 26 (21,6) |19(159) |0(0,0) 45 (37,5)
TT 14 (11,7) | 0(0,0) 0(0,0) 14 (11,7)
suma |54 (450) |57 (475) |9(7.5) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | CC 14 (11,6) |33(275) |6(50) 53 (44,1)
OO 677C>T | CT 36 (30,0) |23(19,2) |0(0,0) 59 (49,2)
TT 8(6,7) 0(0,0) 0(0,0) 8(6,7)
suma |58 (483) |56(467) |6(50) 120 (100,0)
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Analiza wspotwystepowania genotypow polimorfizméw 677C>T oraz 1793G>A genu

MTHFR wykazata wyzszg czesto$¢ wystepowania kombinacji genotypoéw 677CT / 1793GG w
grupie kontrolnej (45,0 vs. 34,1%, WR=0,63, PU 0,36-1,10, p=0,05). Cickawa obserwacja

byto rowniez odnotowanie wigkszej frekwencji kombinacji genotypow 677TT / 1793GG (z

obecnos$cig zmutowanego genotypu 677TT) w grupie badanej z hipotrofig ptodu (11,7 vs.
6,7%, WR=1,85 PU 0,69-5,29, p=0,13) oraz kombinacji genotypéw 677CC / 1793GA, ktora z
wiekszg czestoscig wystgpowala w grupie badanej (6,6 vs. 3,3%, WR=2,07, PU 0,53-9,64,
p=0,18 (tab. 36).

Tab. 36. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw 677C>T oraz 1793G>A genu

MTHFR w badanych grupach kobiet.

MTHFR 1793G>A

GG GA AA Ogotem
Grupa badana | MTHFR | CC 53 (44,2) 8 (6,6) 0 (0,0) 61 (50,8)
Hipotrofia 677C>T [CT 41 (34,1)* |4 (3.4) 0(0,0) 45 (37,5)
plodu TT 14 (11,7) | 0(0,0) 0(0,0) 14 (11,7)
suma 108 (90,0) |12(10,00 |0 (0,0) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | CC 49 (40,8) | 4(3,3) 0 (0,0) 53 (44,1)
kontrolna 677C>T | CT 54 (45,0)0* | 5(4,2) 0 (0,0) 59 (49,2)
TT 8 (6,7) 0(0,0) 0(0,0) 8(6,7)
suma 111 (92,5) |9(7.,5) 0 (0,0) 120 (100,0)
*p=0,05
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Analiza wspotwystepowania genotypow 1298A>C oraz 1793G>A genu MTHFR nie

pokazata zadnych réznic statystycznie istotnych pomiedzy badanymi grupami kobiet

zdrowych ciezarnych oraz matek dzieci z hipotrofig (tab. 37).

Tab. 37. Wspotwystepowanie genotypdéw polimorfizmow 1298A>C oraz 1793G>A genu

MTHFR w badanych grupach kobiet.

MTHFR 1793G>A

GG GA AA i
Grupa badana | MTHFR | AA 54 (45,0) 0(0,0) 0(0,0) 54 (45,0)
;szflfrc’ﬁa 1298A>C [ AC 48(40,0) | 9(7,5) 0(0,0) 57 (47,5)
cC 6(5,0) 3(2,5) 0(0,0) 9(7,5)
suma | 108(90,0) |12(10,0) |0(0,0) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | AA 58 (48,3) | 0(0,0) 0(0,0) 58 (48,3)
B 1298A>C [ AC 48 (40,0) |8 (6,7) 0(0,0) 56 (46,7)
cC 5 (4,2) 1(0,8) 0(0,0) 6(5,0)
suma | 111 (92,5) |9 (7.5) 0 (0,0) 120 (100,0)

Najciekawsze wyniki otrzymano we wspolwystepowaniu polimorfizméow 1958G>A

oraz 401G>A genu MTHFD1. W tej grupie odnotowano réznic¢ w czestosci kombinacji

genotypow 1958GA / 401GG pomiegdzy grupg badang ,a grupa kontrolng (36,6 vs. 24,1%,

WR=0,55, PU 0,30-0,99, p=0,02). Interesujaca byta rowniez obserwacja wigkszej frekwencji

kombinacji genotypow heterozygotycznego oraz zmutowanego 1958GA / 401AA w grupie
badanej z hipotrofig ptodu (5,9 vs. 0,9%, WR=7,37, PU 0,30-0,99, p=0,03) (tab. 38).
Tab. 38. Wspotwystgpowanie genotypow polimorfizméw 1958G>A oraz 401G>A genu

MTHFD1 w badanych grupach kobiet.

MTHFEDI 401G>A
Ogolem
GG GA AA
Grupa badana | MTHEDL |GG | 21(175) | 15(125) | 1(08) 37 (30.8)
Hipotrofia | o555 [GA [ 20 24.1)% |24(200) |7 (.9 |60 (50,0
plodu
AA 12317 [8(67) 1(0.8) 23 (19.2)
suma | 64 (533) | 47(392) | 9(7.5) 120 (100,0)
Grupa MTHFDL |GG |16 (134) | 13(108) |3 (25) 32 (26.7)
kontrolna | 1q5855A [GA |44 (366)* | 18(15.0) |1(09)** |63 (525)
AA  |19(158) |6(0) 0(0.0) 25 (20.8)
suma | 79 (658) | 37(308) |4 (3.4) 120 (100,0)

*p=0,02, ** p=0,03

98




ZNACZENIE POLIMORFIZMU WYBRANYCH GENOW ZWIAZANYCH 7 METABOLIZMEM FOLIANOW ...

W przypadku analizy polimorfizméw 677C>T genu MTHFR oraz 1958G>A genu

MTHFD1 w badanych grupach kobiet wskazano, ze kombinacja genotypow 677TT / 1958GG

(z obecnos$cig genotypu zmutowanego 677TT) wystepowala czgsciej w grupie badanej z

hipotrofia ptodu (5,0 vs. 1,7%, PU 0,53-31,94, p=0,14) (tab. 39).

Tab. 39. Wspotwystepowanie genotypoéw polimorfizméw 677C>T genu MTHFR oraz
1958G>A genu MTHFD1 w badanych grupach kobiet.

MTHFD1 1958G>A

GG GA AA i
Grupa badana | MTHFR | CC 17 (141) | 33(27,5) |11(9,2) 61 (50,8)
;Lrg’lfmﬁa 677C>T | CT 14 (11,7)  |22(183) |9(7.5) 45 (37,5)
TT 6(5,0) 5 (4,2) 3(2,5) 14 (11,7)
suma | 37(30,8) |60(500) |23(192) | 120 (100,0)
Grupa MTHFR | CC 12(10,0) |31(258) |10(823) 53 (44,1)
OO 677C>T | CT 18(150) |27 (225) | 14(1L7) |59 (49,2)
T 2(17) 5 (4,2) 1(0,8) 8(6,7)
suma | 32(26,7) |63(525) |25(20,8) | 120 (100,0)

Badanie wspotwystepowania genotypow 677C>T genu MTHFR oraz 401G>A genu

MTHFD1 pokazato na znaczenie obecnosci genotypu 677TT w grupie z hipotrofig ptodu (5,0
vs. 1,6, WR=3,10, PU 0,53-31,94, p=0,14) (tab. 40).

Tab. 40. Wspotwystgpowanie genotypéow polimorfizméw 677C>T genu MTHFR oraz
401G>A genu MTHFD1 w badanych grupach kobiet.

MTHFD1 401G>A
GG GA AA St
Grupa badana | MTHFR | CC 35(29.1) |20(167) |6(50) 61 (50.8)
;L‘z’lfmﬁa 677C>T [CT 21(17.5) |21 (17.5) |3 (25) 45 (37,5)
T 8(6,7) 60 | 0(0,0) 14 (11.7)
suma | 64(533) |47(392) |9(75) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | CC 35200 |17 (140 |1(09) 53 (44.1)
SN | et o 39(325) | 18(150) |2(L7) 59 (49.2)
T 5 (4.2) 207 108 8(6.7)
suma | 79(658) | 37(308) |4(34) 120 (100,0)
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W dalszym etapie badano wspotwystepowanie polimorfizméw 677C>T genu MTHFR
oraz 2756A>G genu MTR w obydwu grupach kobiet. Odnotowano wigksza czgstosé
wspotwystepowania genotypow 677CT / 2756AG w grupie kontrolnej 20,8 vs. 11,6% w
grupie badanej (WR=0,50, PU 0,22-1,07, p=0,04) (tab. 41).

Tab. 41. Wspotwystepowanie genotypoéw polimorfizméw 677C>T genu MTHFR oraz
2756A>G genu MTR w badanych grupach kobiet.

MTR 2756A>G
e e = Ogolem
Grupa badana | MTHFR | CC 38(31,6) |21(17.5) |2(17) 61 (50,8)
;Lrg”fmﬁa 677C>T | CT 20 (242) |14 (116)* | 2 (L,7) 45 (37,5)
T 6(5,0) 7(5,9) 1(0,8) 14 (11,7)
suma | 73(60,8) | 42(350) |5 (4,2) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | CC 27 (224) | 23(19.2) |3(25) 53 (44,1)
OO 677C>T [CT 34 (284) | 25 (20,8)* | 0(0,0) 59 (49,2)
T 7(5.9) 1(08) | 0(0,0) 8(6,7)
suma | 68(56,7) |49 (40,8) |3 (2,5) 120 (100,0)
*p=0,04

Podczas analizy polimorfizméw 677C>T genu MTHFR oraz 66A>G genu MTRR nie
stwierdzono rdznic statystycznie istotnych we wspotwystgpowaniu kolejno analizowanych

kombinacji genotypow wariantoéw genetycznych (42).

Tab. 42. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw 677C>T genu MTHFR oraz 66A>G
genu MTRR w badanych grupach kobiet.

MTRR 66A>G
o = = Ogolem
Grupa badana | MTHFR | CC 11 (9,2) 32 (26,6) | 18(15,0) 61 (50,8)
;ﬁfmﬁa 677C>T [CT 8 (6,7) 23(19,2) | 14 (1L,6) 45 (37,5)
TT 4 (3,3) 6 (5,0) 4 (3,4) 14 (11,7)
suma | 23(192) |61(50,8) | 36(30,0) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | CC 15 (125) | 24(20,0) | 14 (11,6) 53 (44,1)
eI 677C>T | CT 6 (5,0) 35(29,2) |18 (15,0) 59 (49,2)
TT 2(17) 4 (3,3) 2(17) 8(6,7)
suma | 23(192) |63(525) |34(2873) 120 (100,0)
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W przypadku polimorfizméw 677C>T genu MTHFR oraz 776C>G genu TCII

zaobserwowano czeste wspotwystepowanie kombinacji genotypow 677TT / 776CG w grupie
z hipotrofig (10,0 vs. 2,5%, WR=4,33, PU 1,12-24,43, p=0,01) (tab. 43).

Tab. 43. Wspotwystepowanie genotypoéw polimorfizméw 677C>T genu MTHFR oraz
776C>G genu TCII w badanych grupach kobiet.

TCII 776C>G
cC CG GG s
Grupa badana | MTHFR | CC 17 (142) | 30(250) | 14 (11,6) 61 (50,8)
;Lrg’lfmﬁa 677C>T | CT 16 (133) |21 (175) |8(6,7) 45 (37,5)
TT 0 (0,0) 12 (10,0)* |2 (L,7) 14 (11,7)
suma | 33(275) |63 (525) |24 (20,0) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | CC 16 (133) | 22(18,3) | 15(12,5) 53 (44,1)
OO 677C>T | CT 19(15,8) |31(259) |9 (7,5) 59 (49,2)
T 2(17) 3(25* |3(25) 8(6,7)
suma |37 (30,8) |56(46,7) |27 (22,5) 120 (100,0)
*p=0,01

W czasie analizy polimorfizmow 1298A>C genu MTHFR oraz 1958G>A genu

MTHFD1 w badanych grupach kobiet nie stwierdzono rdéznic statystycznie istotnych

pomigdzy badanymi grupami kobiet (tab. 44).

Tab. 44. Wspotwystepowanie genotypéw polimorfizméw 1298A>C genu MTHFR oraz
1958G>A genu MTHFD1 w badanych grupach kobiet.

MTHFD1 1958G>A

GG GA AA St
Grupa badana | MTHFR | AA 15(125) | 27(22,5) | 12 (10,0) 54 (45,0)
;L‘?;mﬁa 1298A>C [ AC 18(150) |30 (250) |9(7.5) 57 (47.5)
cC 4(33) 3(2.5) 2 (1,7) 9(7,5)
suma | 37(308) |60(50,0) |23(19,2) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | AA 19 (158) | 28(233) | 11(9.2) 58 (48,3)
SORERIS 1298A>C [ AC 12 (10,0) | 32(26,7) |12 (10,0) 56 (46,7)
cC 1(0,9) 3(2,5) 2 (16) 6(5,0)
suma | 32(267) |63 (525) |25(20,8) 120 (100,0)
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Podczas analizy polimorfizméw 1298A>C genu MTHFR oraz 401G>A genu
MTHFD1 najbardziej

interesujaca bylo odnotowanie znacznej przewagi kombinacji

genotypow 1298AC / 401GA (z obecnoscia zmutowanych alleli obydwu badanych
polimorfizméw) w grupie z hipotrofig (19,2 vs. 10,9%, WR=1,95, PU 0,89-4,43, p=0,05) (tab.

45).

Tab. 45. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw 1298A>C genu MTHFR oraz
401G>A genu MTHFD1 w badanych grupach kobiet.

MTHFD1 401G>A
GG GA AA it
Grupa badana | MTHFR | AA 28(23,3) |21 (17,5) |5 (4,2) 54 (45,0)
;ifftfmﬁa 1298A>C [ AC 31(25,8) | 23(19,2)* |3(25) 57 (47,5)
cC 5 (4,2) 3(2,5) 1(0,8) 9(7,5)
suma | 64(533) |47(39.2) |9(7.5) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | AA 34(283) |23(191) |1(0,9) 58 (48,3)
G 1298A>C [ AC 40 (333) | 13 (10,9)* |3 (25 56 (46,7)
cC 5 (4,2) 1(0,8) 0(0,0) 6(5,0)
suma | 79(658) |37(308) |4(3.4) 120 (100,0)
*p=0,05

Przy poréwnywaniu wspoétwystepowania polimorfizmow 1298A>C genu MTHFR

oraz 2756A>G genu MTR nie stwierdzono zadnych réznic istotnych statystycznie pomigdzy

badanymi grupami kobiet (tab. 46).

Tab. 46. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméow 1298A>C genu MTHFR

oraz 2756A>G genu MTR w badanych grupach kobiet.

MTR 2756A>G
Ogolem
AA AG GG
Grupa badana | MTHFR | AA 28 (23,3) 23(19,2) [3(2,5 54 (45,0)
pliEoRels 1298A>C [ AC 40 (333) | 15(125) |2(L7) 57 (47,5)
plodu
Te 5 (4.2) 4 (3,3) 0(0,0) 9(7,5)
suma | 73(60,8) |42(350) |5 (4.2) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | AA 33(275) | 25(20,8) |0 (0,0) 58 (48,3)
Seul 1298A>C [ AC 32(26,7) |22(183) |2(L7) 56 (46,7)
cC 3(2,5) 2(17) 1(0,8) 6 (5,0)
suma |68 (56,7) |49(408) |3(25) 120 (100,0)
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Jedyng zaobserwowang roznicg statystycznie istotng podczas analizy polimorfizméow
1298A>C genu MTHFR oraz 66A>G genu MTRR w badanych grupach bylo odnotowanie
wigkszej czestosci genotypow 1298CC / 66AG w grupie z hipotrofig (5,8 vs. 0,8, WR=7,37,

p=0,03; poniewaz obserwacja ta odnosita si¢ do bardzo matych liczebnie grup n=7 vs. n=1, to
przedziat ufnosci dla wartosci WR wynosit: PU 0,91-334,95) (tab. 47).

Tab. 47. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw 1298A>C genu MTHFR oraz
66A>G genu MTRR w badanych grupach kobiet.

MTRR 66A>G
e e = Ogolem
Grupa badana | MTHFR | AA 13(10,8) |26 (21,7) | 15 (12.5) 54 (45,0)
;ifftfmﬁa 1298A>C | AC 9 (7,5) 28 (233) | 20 (16,7) 57 (47,5)
cC 1(0,8) 7(G8)* |1(08) 9(7,5)
suma | 23(19.2) |61(50,8) |36 (30,0) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | AA 75,9 36 (30,0) |15 (12,4) 58 (48,3)
G 1298A>C | AC 16(133) |26 (2L7) |47 56 (46,7)
cC 0(0,0) 108 |52 6(5,0)
suma | 23(19,2) |63 (525) |34 (283) 120 (100,0)
*p=0,03

Analiza polimorfizméw 1298A>C genu MTHFR oraz 776C>G genu TCIl w badanych

grupach kobiet nie potwierdzita roznic statystycznie istotnych (tab. 48).

Tab. 48. Wspotwystepowanie genotypéw polimorfizméw 1298A>C genu MTHFR oraz
776C>G genu TCII w badanych grupach kobiet.

TCI1 776C>G
Ogolem
cC CG GG
Grupa badana | MTHFR | AA 14 ((11,7) | 31(258) |9 (7.5) 54 (45,0)
el (S 1298A>C [ AC 17 (141) |26 (21,7) | 14 (11,7) 57 (47,5)
plodu
cC 2(17) 6 (5,0) 1(0,8) 9(7,5)
suma | 33(275) |63(525) |24 (20,0) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | AA 17 (141) | 28(234) | 13(10,8) 58 (48,3)
kontrolna | 4598a5c [AC 18(150) | 25(208) |13(109) |56 (46.7)
cC 2(17) 3(2,5) 1(0,8) 6 (5,0)
suma | 37(30,8) |56 (46,7) |27 (22,5) 120 (100,0)
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Podczas analizy wspotwystepowania poszczegdlnych genotypow polimorfizmow

1793G>A genu MTHFR oraz 1958G>A genu MTHFD1 pomig¢dzy nie stwierdzono réznic

statystycznie istotnych w czgstos$ci kombinacji genotypow (tab. 49).

Tab. 49. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmow 1793G>A genu MTHFR oraz
1958G>A genu MTHFD1 w badanych grupach kobiet.

MTHFD1 1958G>A

GG GA AA i
Grupa badana | MTHFR | GG 35(29,2) 51 (42,5) |22 (18,3) 108 (90,0)
I';L‘g’lfmﬁa 1793G>A [ GA 2 (1,6) 9 (7,5) 1(0,9) 12 (10,0)
AA 0(0,0) 0(00) |0(0,0) 0(0,0)
suma | 37(30,8) |60(50,0) |23(19,2) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | GG 31(259) |58(483) |22 (183) 111 (92,5)
S 1793G>A | GA 1(0,8) 5 (4,2) 3(2,5) 9(7,5)
AA 0(0,0) 0(00) |0(0,0) 0(0,0)
suma | 32(26,7) |63(52,5) |25 (20,8) 120 (100,0)

Analiza polimorfizméw 1793G>A genu MTHFR oraz 401G>A genu MTHFD1

pomiedzy badanymi grupami kobiet pokazata wigcksza czgstos¢ wystepowania kombinacji

genotypow 1793GG / 401GG (z obecno$cig niezmutowanych alleli) w grupie kontrolnej
zdrowych kobiet cigzarnych (60,8 vs. 47,5%, WR=0,58, PU 0,34-1,00, p=0,025) (tab. 50).

Tab. 50. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmow 1793G>A genu MTHFR oraz
401G>A genu MTHFD1 w badanych grupach kobiet.

MTHFD1 401G>A
Ogolem
GG GA AA
Grupa badana | MTHFR | GG 57 (475)* |44(36,7) |7(5,8) 108 (90,0)
Hipotrofia
e 1793G>A | GA 7 (5,8) 3(2,5) 2 (1,7) 12 (10,0)
AA 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
suma 64 (53,3) 47 (39,2) |9(7,5) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | GG 73 (60,8)* |34(28,3) |4(3,4) 111 (92,5)
kontrolna
1793G>A | GA 6 (5,0) 3(2,5) 0 (0,0) 9(7,5)
AA 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
suma 79 (65,8) 37(30,8) |4(34) 120 (100,0)
*p=0,025
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Dla analizy polimorfizmow 1793G>A genu MTHFR oraz 2756A>G genu MTR

pomigdzy badanymi grupami kobiet zaobserwowano wigksza czestos¢ wystgpowania
genotypow 1793GA / 2756AA w grupie kobiet z hipotrofig (8,3 vs. 3,4%, WR=2,63, PU 0,73-
11,81, p=0,08) (tab. 51).
Tab. 51. Wspotwystgpowanie genotypow polimorfizméw 1793G>A genu MTHFR oraz

2756A>G genu MTR w badanych grupach kobiet.

MTR 2756A>G
e e = Ogolem
Grupa badana | MTHFR | GG 63(525) |40(33,3) |5 (4,2) 108 (90,0)
;L‘:f;mﬁa 1793G>A | GA 10 (83)* |2(L7) 0 (0,0) 12 (10,0)
AA 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
suma | 73(60,8) |42(350) |5 (42) 120 (100,0)
Grupa MTHFR | GG 64 (53,3) | 46(384) |1(0,8) 111 (92,5)
OB 1793G>A | GA 4 (3,4) 3(2,4) 2 (1,7) 9 (7,5)
AA 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
suma |68 (56,7) |49(408) |3(25) 120 (100,0)
*p=0,08

Poréwnujac wspotwystepowanie genotypdw polimorfizméw 1793G>A genu MTHFR

oraz 66A>G genu MTRR w badanych grupach zauwazono wigksza czesto$¢ genotypow
1793GA / 66AG w grupie z hipotrofig (5,8 vs. 2,5, WR=2,41, PU 0,53-14,78, p=0,17) (tab.

52).

Tab. 52. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmow 1793G>A genu MTHFR oraz
66A>G genu MTRR w badanych grupach kobiet.

MTRR 66A>G
AA AG GG e
Grupa badana | MTHFR | GG 22(183) |54(450) |32(26,7) | 108 (90,0)
;L‘z’lfmﬁa 1793G>A | GA 109 768 1(3.3) 12 (10,0)
AA 000  |0(00) 0(0.0) 0(0.0)
suma | 23(192) |61(50.8) |36(300) | 120 (100,0)
Grupa MTHFR | GG 19(159) |60(50.0) |32(266) | 111(925)
kontrolna | 47935 [GA 1(33)  |3@5) 2(07) 9(75)
AA 000  0(00) 0(0.0) 0(0.0)
suma | 23(192) | 63(525) |34(283) | 120 (100,0)
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Przy poréwnaniu polimorfizméw 1793G>A genu MTHFR oraz 776C>G genu TCII

pomigdzy grupami stwierdzono wigksza frekwencje kombinacji genotypow 1793GA / 776GG
(zawierajgcego zmutowany genotyp 776GG) (4,2 vs. 1,6%, WR=2,56, PU 0,40-27,35,
p=0,22) (tab. 53).

Tab. 53. Wspotwyst¢powanie genotypow polimorfizmow 1793G>A genu MTHFR oraz
776C>G genu TCII w badanych grupach kobiet.

TCII 776C5G
cC cG GG s
Grupa badana | MTHER | GG 33(27.5) |56 (46,7) |19(158) | 108 (90,0)
;L‘gmﬁa 1793G>A | GA 000)  |768) 5 (4.2) 12 (10,0)
AA 000 1000 000 0(0.0)
suma | 33(275) | 63(525) |24(200) | 120 (100,0)
Grupa MTHFR | GG 35(292) | 51(424) |25(209) | 111 (925)
kontrolna | 1793654 [GA 2(16)  |5(@3) 2 (16) 9(7.5)
AA 000 1000 000 00,0
suma | 37(308) |56(467) |27 (225) | 120 (100,0)

Podczas analizy wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw 1958G>A genu

MTHFD1 oraz 2756A>G genu MTR nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic

pomiedzy badanymi grupami (tab. 54).

Tab. 54. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmow 1958G>A genu MTHFD1 oraz

2756A>G genu MTR w badanych grupach kobiet.

MTR 2756A>G
AA AG GG e
Grupa badana | MTHFD1] GG 22(183) |13(108) |2(L7) 37 (30.8)
;L‘?;mﬁa 1958G>A [ GA 37(30,8) |20(16,7) |3(25) 60 (50,0)
AA 14AL7)  |9(75) 0(0.0) 23(19.2)

suma | 73(608) |42(350) |5(42) 120 (100,0)
Grupa MTHFD1| GG 18(150) |14(1L7) |0(0.0) 32 (26.7)
kontrolna 1 4 958654 [GA 34(283) |28(233) |1(09) 63 (52.5)
AA 16(134) 759 2 (1.6) 25 (20,8)

suma | 68(567) |49(408) |3(25) 120 (100,0)
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Roéwniez podczas badania polimorfizmow 1958G>A genu MTHFD1 oraz 66A>G

genu MTRR w poszczeg6lnych grupach kobiet nie odnotowano roznic statystycznie istotnych

W czestosci wystepowania analizowanych kombinacji genotypow (tab. 55).

Tab. 55. Wspotwystepowanie genotypoéw polimorfizmow 1958G>A genu MTHFD1 oraz
66A>G genu MTRR w badanych grupach kobiet.

MTRR 66A>G

Ogolem
AA AG GG
Grupa badana | MTHFD1| GG 6 (5,0) 19 (15,8) 12 (10,0) 37 (30,8)
AllEeli1E 1958G>A [ GA 13(108) |32(267) |15 (125) 60 (50,0)
plodu

AA 4 (3.4) 1083) |9(7.5) 23 (19,2)

suma | 23(19.2) |61(50,8) | 36(30,0) 120 (100,0)
Grupa MTHFD1| GG 6(5,0) 16 (134) | 10(8.3) 32 (26,7)
S 1958G>A | GA 13(10,8) |33(275) |17 (142) 63 (52,5)
AA 4 (3.4) 14(1L6) |7(8) 25 (20,8)

suma | 23(19.2) |63(525) |34(283) 120 (100,0)

W czasie analizy wspolwystepowania genotypoéw polimorfizmow 1958G>A genu

MTHFDL1 oraz 776C>G genu TCII potwierdzono wigkszg czgsto$¢ wystepowania genotypow
1958GG / 776GG w grupie kontrolnej (7,5 vs. 2,5%, WR=0,31, PU 0,05-1,36, p=0,07) (tab.

56).

Tab. 56. Wspotwystepowanie genotypdéw polimorfizmow 1958G>A genu MTHFD1 oraz
776C>G genu TCII w badanych grupach kobiet.

TCI1 776C>G
cC CG GG e
Grupa badana | MTHFD1| GG 10(83) |24(200) |3(25)* 37 (30,8)
;iopa;’lfmﬁa 1958G>A | GA 18(150) |27 (225) |15 (12,5) 60 (50,0)
AA 5 (4,2) 12(10,0) | 6(50) 23 (19,2)

suma | 33(275) |63(525) |24 (20,0) 120 (100,0)
Grupa MTHFD1| GG 6(5,0) 17 (142) | 9(7,5)* 32 (26,7)
AT 1958G>A | GA 20 (16,7) |31(258) |12 (10,0) 63 (52,5)
AA 11(91) |8(6,7) 6 (5.0 25 (20,8)

suma | 37(30,8) |56 (46,7) |27 (22,5) 120 (100,0)

*p=0,07
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Przy analizie polimorfizmow 401G>A genu MTHFD1 oraz 2756A>G genu MTR
odnotowano wieksza czestos¢ kombinacji genotypow 401GG / 2756AA w grupie kontrolnej
(34,1 vs. 25,0% w grupie z hipotrofia, WR=0,64, PU 0,35-1,16, p=0,08) oraz wicksza
frekwencje genotypow 401GA / 2756AA w grupie z hipotrofig (30,0 vs. 19,2%, WR=1,81, PU
0,95-3,46, p=0,03) (tab. 57).

Tab. 57. Wspotwystepowanie genotypoéw polimorfizméw 401G>A genu MTHFD1 oraz
2756A>G genu MTR w badanych grupach kobiet.

MTR 2756A>G
e = = Ogolem
Grupa badana | MTHFD1| GG 30 (25,0)* | 32 (26,6) 2 (1,7) 64 (53,3)
;ﬁfmﬁa 401G>A | GA 36 (30,0)** | 8 (6,7) 3(2,5) 47 (39,2)
AA 7(5.8) 2(17) 0(0,0) 9(7,5)
suma | 73(60,8) |42(350) |5 (42) 120 (100,0)
Grupa MTHFD1| GG 41 (341)* |35(292) |3(25) 79 (65,8)
S 401G>A | GA 23(19,2)** | 14 (11,6) | 0(0,0) 37 (30,8)
AA 4(3.4) 0 (0,0) 0(0,0) 4(34)
suma | 68(56,7) |49(40,8) |3(25) 120 (100,0)

*p=0,08, **p=0,03
Analiza polimorfizméw 401G>A genu MTHFD1 oraz 66A>G genu MTRR pomiedzy
badanymi grupami kobiet nie pokazat roznic statystycznie istotnych (tab. 58).

Tab. 58. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw 401G>A genu MTHFD1 oraz
66A>G genu MTRR w badanych grupach kobiet.

MTRR 66A>G
o G = Ogolem
Grupa badana | MTHFD1| GG 10 (8,3) 37 (30,8) 17 (14,2) 64 (53,3)
;ﬁfmﬁa 401G>A | GA 11(92) |22(183) |14(1L7) 47 (39,2)
AA 2(17) 2(17) 5 (4,1) 9(7,5)
suma | 23(192) |61(50,8) | 36(30,0) 120 (100,0)
Grupa MTHFD1| GG 17 (142) |41 (342) |21(17.4) 79 (65,8)
eI 401G>A |GA 5 (4,1) 20 (16,7) | 12 (10,0) 37 (30,8)
AA 1(0,9) 2 (1,6) 1(0,9) 4 (3,4)
suma | 23(192) |63(525) |34(2873) 120 (100,0)
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W czasie analizy polimorfizmow 401G>A genu MTHFD1 oraz 776C>G genu TCIl w
badanych grupach kobiet zaobserwowano wigksza czesto$¢ wystepowania kombinacji
genotypow 401GG / 776CC w grupie kontrolnej (13,3 vs. 21,6 w grupie kontrolnej,
WR=0,55, PU 0,26-1,15, p=0,06). Cickawa obserwacja bylo rowniez odnotowanie wigkszej
frekwencji genotypow 401GA / 776CC w grupie z hipotrofig (14,2 vs. 7,5% w grupie
kontrolnej, WR=2,03, PU 0,81-5,41, p=0,07) (tab. 59).

Tab. 59. Wspotwystepowanie genotypoéw polimorfizméw 401G>A genu MTHFD1 oraz

776C>G genu TCII w badanych grupach kobiet.

TCII 776C>G
cC G GG i
Grupa badana | MTHFD1| GG 16 (13,3)* | 36 (30,0) 12 (10,0) 64 (53,3)
;ﬁfmﬁa 401G>A | GA 17 (14,2 | 20 (16,7) | 10 (8.3) 47 (39.2)
AA 000) |7(58) 2(1L7) 9 (7.5)
suma | 33(275) |63(525) |24(200) | 120 (100,0)
Grupa MTHFD1| GG 26 (21,6)* | 36(30,0) |17 (142) |79 (658)
kontrolna | y165A [GA 975 [19(158) |9(7.5) 37 (30.8)
AA A7 1009 1(0.8) 4(3.4)
suma | 37(30,8) |56 (467) |27(225) | 120 (100,0)

*p=0,06, **p=0,07

Podczas analizy polimorfizméw 2756A>G genu MTR oraz 66A>G genu MTRR w

dwoch badanych grupach kobiet nie zaobserwowano réznic statystycznie istotnych (tab. 60).

Tab. 60. Wspotwystepowanie genotypoéw polimorfizméow 2756A>G genu MTR oraz 66A>G
genu MTRR w badanych grupach kobiet.

MTRR 66A>G
o G = Ogolem
Grupa badana | MTR AA 14 (11,7) 35 (29,1) 24 (20,0) 73 (60,8)
;ﬁfmﬁa 2756A>G | AG 8 (6,6) 23(19,2) | 11(9,2) 42 (35,0)
GG 1(0,9) 3(2,5) 1(0,8) 5 (4,2)
suma | 23(19,2) |61(50,8) |36 (30,0) 120 (100,0)
Grupa MTR | AA 11(9,2) |39(325) |18 (15,0) 68 (56,7)
eI 2756A>G | AG 12(100) |23(19.2) |14 (11,6) 49 (40,8)
GG 0(0,0) 1(0,8) 2 (L7) 3(2,5)
suma | 23(19,2) |63(52,5) |34 (28,3) 120 (100,0)
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Analizujgc polimorfizm 2756A>G genu MTR oraz 776C>G genu TCIl w badanych
grupach kobiet nie stwierdzono réznic statystycznie istotnych (tab. 61).

Tab. 61. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw 2756A>G genu MTR oraz 776C>G
genu TCIl w badanych grupach kobiet.

TCIl 776C>G
ccC CG GG i
Grupa badana | MTR AA 22 (18,3) 37 (30,8) 14 (11,7) 73 (60,8)
I'jl;‘:;’lfmﬁa 2756A>G | AG 1083) | 22(184) |10(823) 42 (35.0)
GG 109 4323 0(0,0) 5 (4.2)
suma | 33(27.5) |63 (525) | 24(20,0) 120 (100,0)
Grupa MTR | AA 26(2L,7) |29(242) |13(108) |68 (56,7)
S 2756A>G | AG 11 @O0  |260L7) |12 (100) 49 (40,8)
GG 000  |1(08) 2(L7) 3(2.5)
suma | 37(30,8) |56 (46,7) |27(22,5) 120 (100,0)

Analizujac wspotwystepowanie polimorfizméw 66A>G genu MTRR oraz 776C>G

genu TCIl pomiedzy badanymi grupami kobiet zaobserwowano wigkszg czgstosé
wystepowania kombinacji genotypow 66AA / 776GG (z obecno$cig zmutowanego genotypu
776GG) w grupie kontrolnej zdrowych kobiet ci¢zarnych (8,4 vs. 1,7%, PU 0,02-0,91,

p=0,02) (tab. 62).

Tab. 62. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw 66A>G genu MTRR oraz 776C>G
genu TCII w badanych grupach kobiet.

TCIl 776C>G
Ogolem
cc CG GG
Grupa badana | MTRR | AA 7 (5,8) 14 (11,7) 2 (1,7)* 23 (19,2)
Hipotrofia
e 66A>G | AG 19 (15,8) | 28(23,3) 14 (11,7) 61 (50,8)
GG 7 (5,9) 21 (17,5) 8 (6,6) 36 (30,0)
suma 33(27,5) |63(52,5) 24 (20,0) 120 (100,0)
Grupa MTRR | AA 3(2,5) 10 (8,3) 10 (8,4)* 23 (19,2)
kontrolna
66A>G | AG 24 (20,0) |29 (24,2) 10 (8,3) 63 (52,5)
GG 10 (8,3) 17 (14,2) 7 (5,8) 34 (28,3)
suma 37 (30,8) | 56 (46,7) 27 (22,5) 120 (100,0)
*p=0,02
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5. DYSKUSJA

Intensywny rozwoj biologii molekularnej na przestrzeni ostatnich lat pozwolit na
identyfikacje genetycznego podtoza licznych chorob u czlowieka, ktorych dotychczasowa
etiologia pozostawata nie do konca wyjasniona. Postep ten zawdzigczamy wprowadzeniu
wielu nowoczesnych metod diagnostycznych stosowanych juz powszechnie w wielu
laboratoriach diagnostyki molekularnej [99, 189]. Do takich metod nalezy z pewnos$cig
reakcja tancuchowej polimerazy, jak réwniez metoda polimorfizmu dhlugosci fragmentow
restrykcyjnych. Pierwsza z tych technik umozliwia powielenie wybranego fragmentu DNA,
ktéry moze by¢ nastgpnie uzyty na dalszych etapach badan. Druga znajduje natomiast
zastosowanie do identyfikacji punktowych mutacji oraz polimorfizméw genetycznych.
Wskazanie polimorfizméw gendw, majacych wptyw na wystgpowanie powiklan znajduje
zastosowanie w wielu dziedzinach medycyny. Szczegdlnie dotyczy to badan molekularnych w
chorobach o podlozu wieloczynnikowym, w ktorych etiologii rozpatruje si¢ wzajemne
interakcje czynnikow $rodowiskowych i genetycznych. Dotychczas zidentyfikowano wiele
polimorfizméw genetycznych, mogacych sprzyja¢ rozwojowi powiklan takze dziedzinie
poloznictwa 1 ginekologii. Istnieje wiele doniesien o genetycznym podiozu takich jednostek
jak pordd przedwcezesny, przedwczesne peknigcie bton ptodowych, stan przedrzucawkowy,
pomenopauzalna. Wiedza z dziedziny biologii molekularnej moze znalez¢ zastosowanie w
okresleniu etiopatogenezy oraz wyodrgbnienia czynnikow ryzyka wystapienia tych chorob,
Umozliwi rowniez prewencje¢ w grupach osob o zwigkszonym prawdopodobienstwie
wystgpienia danego schorzenia. Prowadzone sg takze badania nad zastosowaniem terapii
genowej, co pozwolitlo by na przyczynowe leczenie wielu genetycznie uwarunkowanych

choréb [168, 176].

Znanych jest wiele czynnikow ryzyka wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania
ptodu, jednakze nadal czgsto nie udaje si¢ przewidzie¢ jego wystapienia oraz okresli¢ etiologii
[123]. Analiza polimorfizméw genow zwigzanych ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju
wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania ptodu w przysztosci moze prowadzi¢ do

wytonienia grupy kobiet zagrozonych powstaniem tego powiklania w przebiegu cigzy. By¢
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moze pozwoli to réwniez na wprowadzenie prewencji 1 umozliwi unikni¢cie zaburzen w

rozwoju noworodkow pochodzacych z cigz powiktanych hipotrofia.

5.1. ZABURZENIA METABOLIZMU FOLIANOW A HIPOTROFIA PLODU

Zapotrzebowanie na foliany jest zdecydowanie wigksze u kobiet ciezarnych 1 wzrasta
wraz z wiekiem cigzowym. Najwicksze zapotrzebowanie na foliany w cigzy odnotowuje si¢ w
III trymestrze, ze wzgledu na intensywny proces wzrastania ptodu. W sytuacji niedostatecznej
podazy kwasu foliowego, juz od pigtego miesigca cigzy dochodzi do stopniowego spadku
jego stezenia w osoczu oraz erytrocytach ci¢zarnej [53]. Badanie prospektywne Baker i wsp.
wskazuje na zwigzek pomiedzy niedostatecznym spozyciem folianow (<187 pg/dzien) a
zwigkszeniem ryzyka hipotrofii ptodu [12]. W pracy Goldenberg i wsp. wyzsze stezenia
folianow w 30 tc. byly zwigzane z wigksza masg ptodu oraz nizszym ryzykiem rozwoju
hipotrofii [67]. Neggers i wsp. badali zalezno§¢ miedzy matczyna suplementacja kwasem
foliowym a IUGR 1 stwierdzili istotng statystycznie pozytywna korelacje pomiedzy
poziomem osoczowym foliandbw a masg plodu (p=0,03) [132]. Takze Mitchell i wsp.
zaobserwowali zwigzek suplementacji kwasem foliowym ze zmniejszonym ryzykiem
hipotrofii [121]. Praca Leeda i wsp. pokazuje jak prowadzenie odpowiedniej suplementacji
kwasem foliowym u ci¢zarnych z wywiadem obcigzonym w kierunku IURG spowodowato
istotny statystycznie wzrost masy urodzeniowej ptodu w kolejnej cigzy [103].
Zaobserwowano rowniez, ze wyzsze st¢zenie foliandw w erytrocytach korelowato z nizszym
ryzykiem rozwoju hipotrofii ptodu. Stgzenie folianow w erytrocytach >805 nmol/L wigzato
si¢ z 60% redukcja ryzyka IUGR (OR=0,4, p<0,05). Jedynie w pracy Steegers-Theunissen i
wsp. nie stwierdzono natomiast wplywu obnizonego poziomu folianow (<298 nmol/L) na
zwigkszone ryzyko rozwoju tego powiktania [185]. Jednoczesnie wiadomo, ze w cigzy
fizjologicznej st¢zenie homocysteiny ulega zmniejszeniu w pordwnaniu ze st¢zeniem tego
aminokwasu u kobiet nieci¢zarnych [193]. Poziom homocysteiny w osoczu zmniejsza si¢ w
ciggu I trymestru, osigga minimum w Il trymestrze i wzrasta nieznacznie pod koniec cigzy,
osiggajac  poziom jak w I trymestrze, stad ocena wystepowania umiarkowanej
hiperhomocysteinemii w czasie trwania cigzy moze by¢ utrudniona.

Jednym z mozliwych mechanizméw w jaki zaburzony metabolizm folianéw moze
indukowa¢ nieprawidtowosci wzrastania ptodu sg zmiany dotyczace cyklu metioninowego.
Zmmiany w przeksztalcaniu homocysteiny do metioniny moga prowadzi¢ do kumulacji

nadmiaru homocysteiny oraz zaburzen metylacji DNA. Ekspozycja komorek trofoblastu na
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podwyzszone st¢zenie homocysteiny (20 pmol/ml) moze nasila¢ proces apoptozy i zaburzac
jego funkcje [44]. Ponadto podwyzszony poziom homocysteiny poprzez indukowanie stresu
oksydacyjnego moze prowadzi¢ do uszkodzenia $roédblonka [202]. Tak wigc poprzez
uposledzenie procesu placentacji nadmiar homocysteiny moze zaburza¢ proces wzrastania
ptodu [20].

Innym mechanizmy rozwoju hipotrofii ptodu polega na zmniejszeniu stabilnos$ci
DNA. Niedobér folianow powoduje zaburzenia przemiany deoksyurydynomonofosforanu
(dUMP) do deoksytyminomonofosforanu (dTMP), co moze skutkowaé inkorporacija
nadmiaru dUMP do DNA, prowadzac do tamliwo$ci chromosoméw. Zaréwno badania in
vitro, jak i in vivo na komorkach ludzkich pokazuja, ze niedobory folianow moga przyczyniaé
si¢ do zwigkszonej misinkorporacji uracylu, hipometylacji DNA, a w rezultacie zwigkszonej
tamliwo$ci chromosomow oraz formacji mikronucleus [54]. Z drugiej strony niedostateczny
poziom folianow moze skutkowa¢ zaburzeniami syntezy puryn i pirymidyn wchodzacymi w
sktad DNA. Jako ze podczas procesu embriogenezy synteza kwasow nukleinowych i biatek
ulega wzmozeniu, zaburzenia dotyczace metabolizmu folianow moga potencjalnie wplywac
na proces wzrastania ptodu [10].

Hiperhomocysteinemia uwazana jest za jeden z istotnych czynnikdéw ryzyka chorob o
podtozu naczyniowym [154]. Liczne doniesienia wskazuja takze na jej mozliwy udziat w
powstawaniu licznych powiklan potozniczych m. in. z nawracajagcymi poronieniami,
wewnatrzmacicznym obumarciem ptodu, przedwczesnym oddzieleniem lozyska, a takze
ograniczeniem wewnatrzmacicznego wzrastania ptodu [89]. Istnieja doniesienia o
indukowaniu przez nadmiernie wysoki poziom homocysteiny apoptozy w komorkach
trofoblastu i zmniejszonej syntezie hCG in vitro, jak tez o zaleznym od st¢zenia Hcy wzro$cie
kurczliwo$ci myometrium izolowanego od ci¢zarnych, co razem moze prowadzi¢ do
samoistnego poronienia [9, 45]. Ze wzgledu na Scisty zwigzek przemian foliandw z cyklem
metioninowym, hiperhomocysteinemia moze by¢ jednym z potencjalnych czynnikoéw poprzez
ktory manifestuje si¢ wptyw zaburzonego metabolizmu foliandw na proces wzrastania ptodu.

De Vries 1 wsp. wsrod 13 pacjentek z niewyjasnionym I[URG zaobserwowat
podwyzszony poziom osoczowe]j homocysteiny u 5 pacjentek (38%) [42]. Leeda i wsp. badali
grupe 207 kobiet z IURG lub preeklampsja w wywiadzie. Wsrod 26 pacjentek z IUGR — 5 z
nich (19,2%) miato podwyzszony poziom homocysteiny na czczo lub po tescie obcigzenia
metioning. W$rdd 37 pacjentek z potwierdzong hiperhomocysteinemig 14 ponownie zaszto w

cigzg, podczas ktorej prowadzono suplementacje kwasem foliowym, witaming B6 oraz
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kwasem acetylosalicylowym w niskich dawkach (80 mg). Urodzeniowa masa plodu w tej
grupie wynosita 2867+648 g w poroéwnaniu z wynikiem z poprzedniej cigzy wynoszacym
1088+570 g (p<0,0001) [103]. Praca Klai i wsp. dotyczyta 303 pacjentek z powiklaniami
cigzy o podtozu naczyniowym, gdzie 50 pacjentek stanowito podgrup¢ z IUGR, réwniez
dowiodta zwigzku podwyzszonego stezenia homocysteiny z rozwojem hipotrofii ptodu. W
badaniu tym $rednie osoczowe stezenie homocysteiny w grupie ci¢zarnych w III trym. z
rozpoznaniem [UGR wynosit 8,03+1,39 umol/l w poréwnaniu z 6,07+2,17 pmol/l w grupie
kontrolnej, co stanowito istotng statystycznie roznic¢ [89]. Wyniki pracy Lindblatt i wsp.
rowniez potwierdzajg istnienie takiej zalezno$ci. W badaniu oceniano st¢zenie folianow,
homocysteiny i witaminy B12 w osoczu matki i we krwi pgpowinowej w przypadku IUGR i
w cigzach o prawidlowym przebiegu. Stwierdzono, ze st¢zenie foliandw u matki i ptodu byto
dwukrotnie nizsze w przypadku hipotrofii ptodu (p=0,004, p=0,005). Ryzyko IUGR byto
natomiast zmniejszone u pacjentek ze stezeniem osoczowym folianéw w goérnych kwartylach
(OR=0,31). Poziom homocysteiny w osoczu matki byl wyzszy w cigzy powiktanej [IUGR niz
w grupie kontrolnej (p=0,02). Nie stwierdzono zadnej korelacji pomiedzy stezgniem witaminy
B12 a IUGR, wykazano natomiast odwrotng zalezno$¢ pomiedzy st¢zeniem homocysteiny 1
folianéw we krwi pepowinowej (-r=0,26, p=0,006) [104]. Najnowsze badanie z 2012 roku
autorstwa Bregen i1 wsp. oceniato stezenie homocysteiny i folianow w I trymestrze cigzy oraz
ich mozliwy udziat w rozwoju p6zniejszych powiktan potozniczych. Bylo to duze badanie
populacyjne (the Generation R Study) obejmujace 5805 cigzarnych. Oprocz standardowego
badania ultrasonograficznego wykonywano rowniez badanie dopplerowskie w II i III trym.
cigzy. Celem oceny oporu w krazeniu maciczno-tozyskowym 1 ptodowo-tozyskowym
obliczano index pulsacji w tetnicach macicznych oraz w tetnicy pepowinowej. Wykazano, ze
masa urodzeniowa dzieci kobiet z grupy o podwyzszonym stezeniu homocysteiny w osoczu
(>7,31 mol/L) byla o 110 g mniejsza niz u dzieci pacjentek z grupy kontrolnej (poziom
homocysteiny <5,81 mol/L). Rowniez masa tozyska byta o 15-30 g mniejsza w grupie z
hiperhomocysteinemiag. Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano dla stezenia foliandw: masa
noworodkoéw matek z obnizonym stezeniem folianéw we krwi (<19,0 nmol/L) byta o 53-125
g mniejsza niz w grupie kontrolnej (stezenie folianéw >25,9 nmol/L). Tak wigc podwyzszone
ryzyko urodzenia dziecka z mala masa urodzeniowa obserwowano zarOWno w grupie z
podwyzszonym stezeniem homocysteiny (OR=1,68, p=0,006) jak i z obnizonym stezeniem
folianow w surowicy (OR=1,91, p=0,002). Ponadto u pacjentek z obnizonym stg¢zeniem

folianow we krwi uzyskano statystycznie istotnie wyzsze indeksy pulsacji w tetnicach
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macicznych mierzone w II trym. oraz w te¢tnicy pgpowinowej mierzone pod koniec III
trymestru cigzy (p=0,001 i p=0,006). U pacjentek z podwyzszonym stezeniem homocysteiny
w osoczu krwi uzyskano statystycznie istotnie wyzsze indeksy pulsacji w tetnicy
pepowinowej pod koniec III trym. cigzy (p=0,02) [20]. Praca ta wyraznie wskazuje na
mozliwy udziatl hiperhomocysteinemii indukowanej matym stezeniem osoczowym folianow
w rozwoju zaburzen na poziomie jednostki maciczno-tozyskowej mogacych w rezultacie
prowadzi¢ do upo$ledzenia wzrastania ptodu.

Steegers-Theunissen 1 wsp. oceniali zwigzek pomiedzy hiperhomocysteinemia a
powiktaniami cigzy o mozliwym pochodzeniu naczyniowym. W swoim badaniu porownywali
oni metabolizm homocysteiny u 1212 pacjentek z przebytym co najmniej jednym
powiklaniem w cigzy (nadci$nienie cigzowe, preeklampsja, zespét HELLP, nawracajace
utraty ciazy, przedwczesne oddzielenie lozyska, IUGR oraz wewnatrzmaciczne obumarcie
ptodu) z grupa kontrolng 176 zdrowych ci¢zarnych. W obu grupach wykonano pomiar
stezenia folianow w surowicy i erytrocytach oraz poziom homocysteiny na czczo oraz po
obcigzeniu metioning (tzw. methionine loading test). Stwierdzono korelacje podwyzszonego
poziomu homocysteiny na czczo (OR=1,9) oraz po tescie obcigzenia metioning (OR=2,1) z
wystepowaniem wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania plodu. Podobng korelacje
potwierdzono dla nadci$nienia cigzowego [185].

Kolejne prace pokazujg jednak nieco odmienne wnioski. Badanie Hogg i wsp. nie
potwierdzito zwigzku stezenia homocysteiny w drugim trymestrze cigzy z rozwojem IUGR 1
nadci$nienia w cigzy [73]. Wyniki te sg zgodne ze spostrzezeniami Sutterlin i wsp. o braku
wplywu osoczowego stezenia folianow oraz kobalaminy na czgsto§¢ wystgpowania
nawracajacych poronien, przedwczesnego oddzielenia fozyska oraz hipotrofii ptodu [191]. W
doniesieniu opublikowanym przez Burke i wsp. w 1992 roku, autorzy zbadali mas¢ 30
noworodkoéw pacjentek, ktore byly heterozygotami pod wzglegdem mutacji B-syntazy
cystationiny, ktéra prowadzi do hiperhomocysteinemii. Stwierdzono, ze $rednia masa
noworodkow w grupie badanej wynosita 3408+774 g, co nie odbiegato istotnie od poziomu
populacyjnego. W pracy zmierzono rowniez 0soczowy poziom homocysteiny na €zczo u 37
matek noworodkow z hipotrofig ptodu (48-72 godzin po porodzie), porownujac uzyskane
wyniki z grupa kontrolng 35 matek noworodkow z masg urodzeniowa >10 centyla. W grupie
badanej ste¢zenie homocysteiny wynosit 7,7+42,3 umol/l w poréwnaniu z 7,9+2,3 umol/l w

grupie kontrolnej, co nie stanowilo istotnej statystycznie roznicy [29].
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W ostatnich latach mozliwa stata si¢ ocena wariantdéw polimorfizmow genow
enzymow uczestniczacych w cyklu przemian foliandéw, a tym samym mogacych wptywac¢ na
osoczowe stezenie homocysteiny [134, 82]. Jednocze$nie wiadomo, ze metabolizm
homocysteiny jest zalezny od wlasciwego stezenia foliandw, witaminy B12 oraz witaminy B6
[103, 166]. W ostatnim czasie duzo uwagi poswieca si¢ ocenie mozliwego wplywu zaburzen
genetycznych w metabolizmie folianow oraz jego wpltywu na rozwdj powiktan potozniczych,

w tym hipotrofii ptodu.

5.2. ANALIZA BADANYCH POLIMORFIZMY GENOW BIORACYCH UDZIAL W METABOLIZMIE
FOLIANOW I WSPOLWYSTEPOWANIA GENOTYPOW W HIPOTROFII PLODU

5.2.1. POLIMORFIZM GENU MTHFR

Jest bardzo duzo badan oceniajacych zwigzek polimorfizméw genu MTHFR z
rozwojem hipotrofii ptodu oraz innych nieprawidlowosci w cigzy. Kupferminc i wsp. badali
wspotwystepowanie czterech powiktan potozniczych zwigzanych z rozwojem zakrzepicy w
krazeniu maciczno-tozyskowym (IUGR, stan przedrzucawkowy, przedwczesne oddzielenie
lozyska 1 obumarcie wewnatrzmaciczne), z obecnoscia wrodzonych polimorfizmow
predysponujacych do trombofilii, wérdd ktérych znalazt si¢ rowniez polimorfizm 677C>T
genu MTHFR. Stwierdzono, iz obecno$¢ tego wariantu byla czestsza wsrod matek
noworodkow z [IURG (OR=4,2) [96]. Kolejne ciekawe doniesienie to metaanaliza obejmujaca
dostgpne publikacje w przedziale czasowym 1999-2000 bedace proba oceny wpltywu
wrodzonych trombofilii na rozwdj powiktan potozniczych. Badanie to pokazato przewage
homozygotycznego genotypu 677TT wsrdd pacjentek z hipotrofia ptodu w poréwnaniu z
grupa kontrolng (27,3 vs. 8,2%, OR=5,0) [4]. W pracy Martinelli i wsp. rowniez oceniano
wplyw wrodzonej trombofilii, w tym polimorfizmu 677C>T genu MTHFR u matki na rozwoj
hipotrofii ptodu. Wykazano, ze czg¢stos¢ homozygotycznego genotypu 677TT wynosita 47,2%
w grupie badanej vs. 10,4% w grupie kontrolnej (OR=1,5). Jednakze po uwzglednieniu
innych zmiennych, analiza statystyczna nie potwierdzila niezaleznego zwiagzku tego
polimorfizmu z hipotrofig [115]. Rok wcze$niej Murphy 1 wsp. w swojej pracy badali wptyw
polimorfizmu 677C>T genu MTHFR na rozwdj powiktan potozniczych, w tym IURG nie
potwierdzajac zadnego zwiazku istotnego statystycznie (p=0,7947) [Murphy 2000]. Do
podobnych wnioskow prowadzi badanie Vespryck i wsp., przeprowadzone na grupie matek

noworodkow z IUGR urodzonych w Klinice Uniwersyteckiej w Rouen w Normandii, Francja.
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W pracy oceniano zalezno$¢ trombofilii wrodzonej z wystepowaniem ograniczenia wzrastania
ptodu. Czgstos¢ wystgpowania homozygotycznego genotypu 677TT MTHFR nie réznita si¢
istotnie statystycznie pomigdzy grupa badang a kontrolng (11,3 vs. 15,5%, p=0,52) [203].

Anteby i wsp. badali wptyw trombofilii, w tym polimorfizmu 677C>T genu MTHFR,
na rozw¢j powiktan potozniczych takich jak IUGR, preeklampsja i przedwczesne oddzielenie
tozyska. Wyniki wskazujg na udziat tylko polimorfizmu 20210G>A genu protrombiny i
1691G>A czynnika V Leiden w rozwoju hipotrofii. W pracy nie potwierdzono korelacji
wariantu 677C>T genu MTHFR z hipotrofig ptodu [6].

Kolejna metaanaliza autorstwa Robertson i wsp. badala role trombofilii nabytych i
wrodzonych z rozwojem powiklan cigzy. Analizowano 5 badan z taczng liczba 195 pacjentek
z hipotrofig ptodu, sposrod ktorych dwie prace analizowaly zwigzek polimorfizmu 677C>T
MTHFR z tym powiktaniem. Obecno$¢ homozygotycznego genotypu 677TT genu MTHFR
stwierdzono u 62 ze 121 pacjentek z IUGR oraz u 460 z 961 pacjentek z grupy kontrolnej.
Obliczono, ze roznica we frekwencji genotypu 677TT genu MTHFR nie byla w tym
przypadku istotna statystycznie (p=0,28) [159].

Engel i wsp. badali wptyw 5 polimorfizméw genetycznych mogacych zaburzaé
metabolizm folianéw: 677C>T MTHFR, 1298A>C MTHFR, 2756A>G MTR, 66A>G MTRR
oraz 1420C>T metylotransferazy serynowej-1 (SHMTL1 - serine metylotransferase 1) na
rozwdj hipotrofii plodu oraz wystapienie porodu przedwczesnego. Zaobserwowano
nieznaczne zwigkszenie ryzyka urodzenia dziecka z hipotrofig dla nosicielek allela 677T genu
MTHFR rasy biatej (OR=1,2). Stwierdzono takze, ze nosicielki genotypu homozygotycznego
dzikiego 1298AA genu MTHFR miaty zmniejszone ryzyko rozwoju hipotrofii w porownaniu
do nosicielek genotypu homozygotycznego 1298CC (OR=0,6). Nie stwierdzono réznic we
wptywie powyzszych polimorfizmdéw w zaleznos$ci od podazy folianow w diecie [49]. Wyniki
powyzszego badania cho¢ nie byly istotne statystycznie, pozostaja po cze$ci w zgodzie z
innymi doniesieniami opublikowanymi przez Nurk i wsp. Badanie Hordalan Homocysteine
Study byto duzym badaniem kohortowym przeprowadzonym w zachodniej Norwegii, ktore
objeto 5867 pacjentek, oceniajacym wplyw polimorfizmow 1298A>C i 677C>T genu
MTHFR na rozwdj powiklan polozniczych. Autorzy zaobserwowali nieznaczne zwigkszanie
ryzyka hipotrofii ptodu w zaleznosci od liczby kopii allela 677T genu MTHFR (OR dla
genotypu 677CC: 1,0,dla677CT: 1,1, dlaTT: 1,2, p=0,04).
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Stwierdzono takze, ze genotyp 1298CC MTHFR wigzat si¢ z nieco mniejszym ryzykiem masy
ciata noworodka ponizej 1500 g (OR=0,4, p=0,05) oraz pomigdzy 1500-2500 g (OR=0,8,
p=0,09), a takze nizszym ryzykiem rozwoju hipotrofii ptodu (OR=0,8, p=0,06) [134].

Odmienne wyniki prezentujag w swojej pracy Gebhardt i wsp. Celem badania byta
ocena wplywu polimorfizmow 1298A>C i 677C>T w obrebic genu MTHFR na rozwdj
powiklan o mozliwym podtozu naczyniowym w przebiegu cigzy obejmujacych IUGR oraz
przedwczesne oddzielenie tozyska. Zaobserwowano, ze frekwencja  genotypu
heterozygotycznego 677CT byta podobna w grupie z hipotrofig ptodu i w grupie kontrolnej
(22 vs. 26%, OR=0,73, p=0,6343). Nie zaobserwowano obecnosci homozygot zmutowanych
w grupie badanej. Czgsto$¢ wystgpowania zmutowanego allela 677T rowniez nie wykazywata
istotnych statystycznie roznic w obu grupach (11 vs. 15%, OR=0,71, p=0,538). Potwierdzono
natomiast zaleznos$¢ dla polimorfizmu 1298A>C oraz rozwoju hipotrofii. Czg¢stos¢ homozygot
zmutowanych 1298CC i heterozygot 1298AC roznity si¢ statystycznie istotnie (OR=1,99,
p=0,0192). Zmutowany allel 1298C polimorfizmu 1298A>C genu MTHFR wystepowat
czesciej w grupie z hipotrofig (34 vs. 21%, OR=2,06, p=0,019) [63].

Asocjacji polimorfizmu 677C>T genu MTHFR ze zwigkszonym ryzykiem hipotrofii
ptodu nie potwierdza praca Infante-Rivard i wsp. z 2002 roku, prowadzona wsrod kobiet z
populacji kanadyjskiej. W badaniu oceniano obecno$¢ polimorfizméw zwigzanych z
wrodzong trombofilig, wsrod ktorych znalazty si¢ rowniez warianty genetyczne 677C>T oraz
1298A>C genu MTHFR, u matek noworodkéw z urodzeniowa masg ciata ponizej 10 centyla.
Stwierdzono jedynie zwigkszone ryzyko wystapienia hipotrofii ptodu dla nosicielek obydwu
zmutowanych alleli 677TT, ktore nie zazywaty w cigzy preparatow multiwitamin (OR=12,3)
w poroéwnaniu z pacjentkami z wlasciwg suplementacjg witamin (OR=1,4). Nie potwierdzono
wspotzaleznosci dla obecnosci tej mutacji 1 palenia papierosOw a wystgpieniem [UGR.
Ciekawa obserwacja bylo takze stwierdzenie ochronnego wptywu wariantu 1298A>C genu
MTHFR u matki w stosunku do hipotrofii ptodu (OR=0,49) [79].

W pracy Ubeda i wsp. z 2011 roku badano wspodtzaleznos¢ pomigdzy poziomem
homocysteiny w osoczu kobiet ci¢zarnych a stezeniem foliandw, witaminy BI12,
polimorfizmem 677C>T genu MTHFR oraz wystgpowaniem powiklan potozniczych.
Wykonano pomiary stezen powyzszych substancji w 15, 24 1 32 tygodniu cigzy u 152
pacjentek, oznaczono genotyp pod wzgledem polimorfizmu 677C>T MTHF oraz zanotowano

przypadki wystapienia powiktan potozniczych w tym hipotrofii ptodu. Zaobserwowano
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wystapienie tego powiktania w 11% przypadkow, jednak nie stwierdzono zwigzku hipotrofii z
polimorfizmem 677C>T MTHFR, stgzeniem folianéw, witaminy B12 oraz homocysteiny w
surowicy ci¢zarnych [197].

Wyniki pracy Klai i wsp. wskazujg na mozliwa role polimorfizmu 1298A>C, ale nie
677C>T genu MTHFR w rozwoju powiktan cigzy o podtozu waskulopatii tozyskowej, wsrod
ktorych znalazto si¢ rowniez ograniczenie wewnatrzmacicznego wzrastania ptodu. Uzyskano
istotne statystyczng przewag¢ w czesto$ci wystgpowania zmutowanego genotypu 1298CC
polimorfizmu 1298A>C MTHFR w grupie z hipotrofig (OR=4,7, p=0,001). Takze frekwencja
zmutowanego allela 1298C byta statystycznie istotnie wigksza w grupie z hipotrofig (14,0 vs.
3,5%, OR=4,5, p=0,001) [89].

Praca Said i wsp. z 2012 roku oceniala wplyw wrodzonych trombofilii na rozwdj
powiklan potozniczych. W dwoch australijskich osrodkach ginekologiczno-potozniczych III
stopnia referencji zrekrutowano 115 pacjentek z powiklaniami potozniczymi, wsrdd ktorych
znalazty si¢ hipotrofia ptodu, przedwczesne oddzielenie tozyska, stan przedrzucawkowy,
wewnatrzmaciczne obumarcie ptodu. U pacjentek z grupy badanej oraz takiej samej liczby
pacjentek z niepowiktanym rozwojem ciazy oznaczono frekwencje genotypdéw polimorfizmu
677C>T oraz 1298A>C genu MTHFR. W grupie badanej znalazty si¢ 44 pacjentki z
hipotrofig ptodu. Czgsto$¢ genotypéw homozygotycznego zmutowanego 677TT (10,4 vs.
11,3%) i 1298CC (9,6 vs. 11,3%) oraz heterozygotycznego 677CT (40,0 vs. 42,6%) i 1298AC
(42,6 vs. 47,0%) genu MTHFR nie roznity si¢ istotnie pomigedzy obiema grupami. Badanie to
nie potwierdzito zwigzku powyzszych polimorfizmoéw z hipotrofig ptodu [163].

Jedyna praca poruszajaca zagadnienie hipotrofii plodu w kontekscie polimorfizmu
1793G>A genu MTHFR jest praca Kordas i wsp., z 2009 roku. W pracy oceniano zwigzek
spozycia przez kobiety ciezarne folianow modyfikowalne przez dzialanie negatywnych
czynnikow S$rodowiskowych takie jak ekspozycja na otdow oraz mozliwe oddzialywanie
matczynych i ptodowych polimorfizméw w obrgbie genu MTHFR, w tym polimorfizmu
1793G>A, na mas¢ urodzeniowg ptodu. Do badania zakwalifikowano 473 pacjentki z Mexico
City, Meksyk. Ekspozycje na otdow oceniano poprzez pomiar jego koncentracji w kosci
piszczelowej. Wyniki pracy wskazuja na mozliwa pozytywna korelacj¢ pomiedzy spozyciem
folianow oraz negatywna korelacje pomiedzy ekspozycja na otéw a malg masg urodzeniowa
ptodu. Nie wykazano jednak modyfikujacego wptywu polimorfizmu 1793G>A, 677C>T oraz
1298A>C genu MTHRF na masg¢ urodzeniowa ptodu, niezaleznie od spozycia folianéw oraz

ekspozycji na otow [92].
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Obecnie prezentowane badanie nie ujawnito rdznic istotnych statystycznie w zakresie
czestosci wystepowania genotypow i alleli wszystkich trzech badanych polimorfizmoéw genu
MTHFR, co moze wskazywa¢ na brak bezposredniego zwigzku tych polimorfizmow z
rozwojem hipotrofii plodu. Zaobserwowano tylko czgstsze wystepowanie zmutowanego
genotypu homozygotycznego 677TT w grupie badanej niz w grupie kontrolnej, bez réznicy
statystycznie istotnej (677TT: 11,7 vs 6,7%, WR=1,85, p=0,13). Cickawg obserwacja byto
takze stwierdzenie wigkszej czegstosci wystepowania genotypu 677TT zarbwno w grupie, w
ktorej porod odbyt si¢ >37 tc. (13,2 vs. 6,6%, WR=2,14, p=0,11), jak réwniez <37 tc. 9,6 vs.
6,6%, WR=1,49, p=0,35) w poréwnaniu do grupy kontrolnej, wynik nie osiggnat jednak
istotnosci statystycznej. Takze w grupie kobiet, ktore urodzity dzieci z masg >1500 g
zaobserwowano zdecydowanie wigkszg, jednak réwniez nieistotng statystycznie, czesto$é
wystepowania genotypu homozygotycznego zmutowanego 677TT (13,5 vs. 6,7%, WR=2,18,
p=0,08), czego nie stwierdzono w grupie pacjentek, ktore urodzity dzieci z masg <1500 g,
gdzie czgstos¢ zmutowanego genotypu 677TT byta poréwnywalna do grupy kontrolnej (6,5%
vs. 6,7%, WR=0,96, p=0,66).

Takze w zakresie genotypow oraz frekwencji alleli polimorfizmu 1298A>C MTHFR
nie uzyskano istotnych statystycznie roznic pomiedzy grupa badang a kontrolng. Czgstos$é
wystepowania genotypu dzikiego 1298AA (45,0 vs. 43,3%), heterozygotycznego 1298AC
(47,5 vs. 51,7%) oraz zmutowanego 1298CC (7,5 vs. 5,0%) prezentowaty podobne wartosci.
Frekwencja zmutowanego allela 1298C w obydwu grupach byta podobna (68,8 vs. 71,7%).
Interesujaca obserwacja bylo odnotowanie wigkszej czgsto$ci wystgpowania zmutowanego
genotypu 1298CC w grupie, gdzie pordd odbyt sie¢ <37 tc. w poréwnaniu do grupy kontrolne;j
(9,6 vs. 5,0%, WR=1,84, p=0,25), co jednak nie stanowilo statystycznej roznicy. Nie
zaobserwowano natomiast istotnych réznic po uwzglednieniu podziatu w zaleznosci od masy
urodzeniowej noworodka.

W obecnej pracy nie odnotowano obecnosci genotypu homozygotycznego
zmutowanego 1793AA zarowno w grupie badanej, jak i kontrolnej. Zaobserwowano podobng
czesto$¢ wystepowania heterozygot 1793GA (10,0 vs. 7,5%,WR=1,37, p=0,32) oraz podobng
frekwencje wystepowania zmutowanego allela 1793A (5,0 vs. 3,8%, WR=1,35, p=0,33).
Ciekawa obserwacja bylo natomiast stwierdzenie istotnej statystycznie wyzszej czesto$ci
wystepowania zmutowanego allela 1793A (8,1 vs. 3,8%, WR=2,26, p=0,06), a takze
frekwencji genotypu heterozygotycznego 1793GA (16,2 vs. 7,5%, WR=2,38, p=0,06) w

grupie kobiet, ktore urodzity >37 tc. w porownaniu do grupy kontrolnej. W pracy w zakresie
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polimorfizmu 1793G>A genu MTHFR w grupie kobiet, ktore urodzity noworodki z masa
>1500 g zwraca takze uwage fakt duzej czestoSci wystepowania genotypu
heterozygotycznego 1793GA (13,5%) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (7,5%, WR=1,92,
p=0,12) oraz wigkszej czestosci wystepowania zmutowanego allela 1793A (6,7% vs. 3,8%,
WR=1,86, p=0,12), co jednak nie osigga warto$ci istotnej statystycznie.

Pomimo, ze powyzsza praca nie ujawnila bezposredniego zwigzku badanych
polimorfizméw genu MTHFR z rozwojem hipotrofii u ptodu, ciekawych wnioskow
dostarczyto badanie wspotwystepowania genotypow.

Zaobserwowano mieszczacg si¢ na granicy istotnosci statystycznej wyzszg czgstos$e
wystepowania kombinacji genotypow 677CT / 1793GG w grupie kontrolnej (45,0 vs. 34,1%,
WR=0,63, p=0,05). Takze analiza wspotwystepowania polimorfizméw 1793G>A genu
MTHFR oraz 401G>A genu MTHFD1 pomiedzy badanymi grupami kobiet pokazata wieksza
czestos¢  wystepowania kombinacji  genotypow 1793GG / 401GG (z obecno$cig
niezmutowanych alleli) w grupie kontrolnej zdrowych kobiet cigzarnych (60,8 vs. 47,5%,
WR=0,58, p=0,025).

Podczas analizy polimorfizméw 1298A>C genu MTHFR oraz 401G>A genu
MTHFD1 niezwykle interesujaca bylo odnotowanie znacznej przewagi kombinacji
genotypow 1298AC / 401GA (z obecnoscia zmutowanych alleli obydwu badanych
polimorfizméw) w grupie z hipotrofig (19,2 vs. 10,9%, WR=1,95, PU 0,89-4,43, p=0,05).

5.2.2. POLIMORFIZM GENU MTHFD1

PiSmiennictwo dostarcza znacznie mniej danych na temat wpltywu pozostalych
polimorfizmoéw zwigzanych z metabolizmem folianow na rozwoj hipotrofii ptodu. Furness 1
wsp. oceniali mozliwy udzial wybranych polimorfizmoéw gendow zwigzanych z metabolizmem
folianow w rozwoju niewydolno$ci maciczno-tozyskowej. Badanie to bylo pierwszym w
ktérym oceniano wplyw matczynego polimorfizmu 1958G>A genu MTHFD1 na rozwoj
hipotrofii. Badanie prowadzono w sposoéb prospektywny w populacji ci¢zarnych z Adelaide
na potudniu Australii. W okresie ponizej 20 tc. pacjentki kwalifikowano wstepnie do dwdch
grup wysokiego 1 niskiego ryzyka rozwoju tego powiktania, w zalezno$ci od obecnosci
opisywanych powszechnie czynnikow etiologicznych z wywiadu badz ryzyka w badaniu
przedmiotowym. Dane te nastgpnie poddawano konfrontacji z rozpoznaniem ostatecznym
oraz wynikami analizy genetycznej, w ktorej oceniano obecno$¢ m.in. polimorfizmu

1985G>A genu MTHFDI, ale takze innych wariantéw omoéwionych w dalszej czesci tego
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rozdzialu. Oceniono réwniez stezenia folianow w osoczu i w erytrocytach oraz poziom
osoczowej witaminy B12 i B6 w osoczu. Stwierdzono istotny statystycznie wzrost ryzyka
hipotrofii u dzieci matek nosicielek zmutowanego genotypu 1958AA, ktory wystepowat z
czestoscia 14,3% w grupie kontrolnej oraz 38,9% w grupie badanej, p=0,047. Ryzyko
wzgledne (RR- relative risk) urodzenia dziecka z IURG dla homozygot pod wzgledem tej
mutacji obliczono na 5,8. U pacjentek z tym polimorfizmem stwierdzono réwniez
podwyzszone st¢zenie folianow w osoczu (p=0,054), co jednak stracilo na istotnosci
statystycznej po uwzglednieniu takich danych jak suplementacja folianéw, witaminy B12 oraz
palenie papierosow [58].

Praca Beaudin i wsp. ocenia wptyw polimorfizmu 1958G>A genu MTHFD1 w
polaczeniu z niedoborem folianéw w diecie na wzrost ptodu, wystepowanie wad cewy
nerwowej oraz ptodno$¢ u myszy. W dwoch grupach samic myszy nosicielek genotypu
zmutowanego oraz genotypu typu dzikiego stosowano diet¢ uboga w foliany lub standardowa.
Zaobserwowano nizsze st¢zenie metioniny i foliandbw w osoczu u samic myszy ze
zmutowanym genotypem 1958AA. Potomstwo samic nosicielek zmutowanego genotypu
utrzymywanych na diecie ubogiej w foliany prezentowalo ciezkie uposledzenie
wewnatrzmacicznego wzrastania w porodwnaniu z grupa kontrolng. Natomiast obecnos¢

zmutowanego genotypu 1958AA u ptodu nie korelowato z rozwojem hipotrofii [18].

Przeglad piSmiennictwa nie ujawnit zadnego badania dotyczacego zwigzku
polimorfizmu 401G>A genu MTHFD1 z hipotrofig ptodu. Obecna praca podejmuje wigc
probe okreslenia takiej zalezno$ci po raz pierwszy.

W  powyzszej pracy uzyskano istotne statystycznie roznice we frekwencji
wystepowania poszczegdlnych genotypow i alleli w zakresie polimorfizmu 401G>A genu
MTHFD1, co moze sugerowac jego potencjalny zwiazek z rozwojem hipotrofii u ptodu.

W grupie pacjentek z hipotrofia plodu zaobserwowano przewage genotypu
heterozygotycznego 401GA (39,2 vs. 30,8%, WR=1,44) oraz homozygotycznego
zmutowanego 401AA (7,5 vs. 3,4%, WR=2,35) w porownaniu do grupy kontrolnej. Powyzsze
réznice nie byly jednak istotne statystycznie. Natomiast w grupie kontrolnej odnotowano
wiekszy procent wystepowania homozygot niezmutowanych (401GG: 53,3 vs. 65,8% w
grupie kontrolnej, WR=0,59, p=0,03). Czg¢sto$¢ wystepowania allela zmutowanego 401A byta
roOwniez znamiennie wigksza w grupie badanej z hipotrofig, natomiast allela typu dzikiego

401G w grupie kontrolnej (401A: 27,1 vs. 18,8% w grupie kontrolnej), co jest niezwykle
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cickawe w kontek$cie braku wczesniejszych doniesien na ten temat w dostgpnym
pisSmiennictwie.

Podzial na podgrupy w zalezno$ci od tygodnia zakonczenia cigzy ujawnil takze
interesujgca istotng statystycznie nizszg czg¢sto$¢ wystepowania genotypu 401GG (44,2 vs.
65,8% w grupie kontrolnej, WR=0,41, p=0,007) oraz wyzsza cz¢stoS¢ wystepowania
genotypu heterozygotycznego 401GA, zawierajacego jeden zmutowany allel (48,1 vs. 30,8%
w grupie kontrolnej, WR=2,42, p=0,024) w grupie kobiet, ktore urodzity dzieci z hipotrofia
<37 tc. Podobnie istotng statystycznie roéznice¢ stwierdzono w obecnym badaniu dla allela
niezmutowanego 401G, ktory wystgpowal z nizszg czgsto$cig w podgrupie <37 tc. (68,3 vs.
81,3%, WR=0,49, p=0,007). Natomiast allel zmutowany 401A pojawial si¢ w wigkszej
istotnej statystycznie czestosci w tej podgrupie badanej pacjentek, ktére urodzity <37 tc. (31,7
vs. 18,8%, WR=2,01, p=0,007). Kolejna interesujaca obserwacja bylo stwierdzenie istotnie
statystycznie mniejszej czestoSci wystepowania genotypu niezmutowanego 401GG w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (51,7 vs. 65,8%, WR=0,55, p=0,03) w podgrupie kobiet z
masg urodzeniowg dzieci >1500 g oraz istotnie statystycznie wigkszej czestoSci zmutowanego
allela 401A w tej grupie kobiet (28,7 vs. 18,8%, WR=1,74, p=0,01). Réwniez genotyp
heterozygotyczny 401GA jak tez genotyp homozygotyczny zmutowany 401AA wystepowat
czeSciej w tej grupie pacjentek (401GA: 39,3 vs. 30,8%, WR=1,45, p=0,13, 401AA: 9,0 vs.
3,4%, WR=2,86, p=0,07). Natomiast w grupie kobiet, ktore urodzily dzieci z masg <1500 g

nie odnotowano podobnych roznic.

Obecna praca nie ujawnita natomiast istotnych statystycznie roznic dotyczacych
polimorfizmu 1958G>A. Odnotowano porownywalng czesto$¢ homozygot niezmutowanych
1958GG (30,8 vs. 26,7%) oraz heterozygot 1958GA (50,0 vs. 52,5%), rowniez frekwencja
homozygot zmutowanych 1958AA w grupie badanej byta podobna do czestosci ich
wystepowania w grupie kontrolnej (19,2 vs. 20,8%). Takze niezmutowany allel 1958G oraz
zmutowany allel 1958A wystepowaly z podobng czestoscig w grupie badanej i kontrolne.
Podziat w zaleznosci od tygodnia zakonczenia cigzy oraz masy urodzeniowej noworodka nie
ujawnit istotnych roéznic pomigdzy poszczegolnymi podgrupami.

Ciekawe wyniki otrzymano natomiast analizujagc wspotwystepowanie polimorfizmow
1958G>A oraz 401G>A genu MTHFD1. Odnotowano istotng statystycznie roznice w
czestosci kombinacji genotypéw 1958GA / 401GG w grupie kontrolnej (36,6 vs. 24,1%,

WR=0,55, p=0,02. Interesujaca byla réwniez obserwacja istotnej statystycznie wigkszej
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frekwencji kombinacji genotypow 1958GA / 401AA w grupie badanej z hipotrofig ptodu (5,9
vs. 0,9%, WR=7,37, p=0,03), co moze wskazywac na posredni udziat polimorfizmu 1958G>A

w rozwoju hipotrofii.

5.2.3. POLIMORFIZM GENU MTR

Analiza piSmiennictwa pokazuje jedynie dwie pozycje opisujace zwigzek pomiedzy
analizowanym polimorfizmem 2756A>G genu MTR, a zmniejszong masg urodzeniowg ptodu.
Furness 1 wsp. oceniali wplyw kilku polimorfizméw, wséréd ktorych znalazt si¢ takze
polimorfizm 2756A>G genu MTR w badaniu kohortowym obejmujgcym 50 pacjentek ze
zwigkszonym ryzykiem oraz 90 pacjentek z niskim ryzykiem rozwoju powiktan w przebiegu
cigzy. Frekwencje poszczegdlnych genotypoéw polimorfizmu 2756A>C nie roéznity si¢ istotnie
w grupach z hipotrofig i w grupie kontrolnej (2756AA: 66,7 vs. 50,0%, 2756AG: 23,8 vs.
44,4%, 2756GG: 9,5 vs. 5,6%, p=0,191). Stwierdzono natomiast istotng statystycznie
przewage genotypu zmutowanego 2756GG MTR u plodu w przypadku niewydolnosci
maciczno-tozyskowej oraz jego pozytywna korelacje ze zwigkszonym stezeniem
homocysteiny w osoczu u matki. Wyniki badania wskazuja takze na mozliwa role matczynego
zmutowanego allela 2756G w rozwoju niewydolnosci maciczno-tozyskowej (obejmujacej
razem przypadki hipotrofii ptodu i stanu przedrzucawkowego, p=0,049) [58]. Praca Engel i
wsp. oceniata takze wplyw polimorfizmu 2756A>G genu MTR na wystepowanie
zmniejszonej masy urodzeniowej ptodu (SGA), definiowanej jako masa ponizej 10 percentyla
w stosunku do wieku cigzowego dla danej populacji, co stanowi definicj¢ zblizona do
hipotrofii ptodu, lecz zawiera w sobie takze plody konstytucjonalnie male, bez wskazania
przyczyny patologicznej zaburzajacej proces wzrastania. Analizowane dane pochodzity od
180 pacjentek z SGA, sposrod ktorych 87 stanowily kobiety cigzarne rasy biatej, 53 rasy
czarnej oraz 539 pacjentek z grupy kontrolnej (223 rasy bialej, 316 rasy czarnej). Roznice w
czesto$cl wystgpowania zmniejszone] masy urodzeniowej plodu nie roznity si¢ istotnie
statystycznie pod wzgledem genotypu 2756A>G genu MTR pomigdzy grupa badang i

kontrolng zarowno dla rasy biatej, jak i czarnej [49].
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W prezentowanej rozprawie zaobserwowano dwukrotnie czestsze wystepowanie
genotypu zmutowanego 2756GG w grupie badanej w poréwnaniu z grup¢ kontrolng (4,2 vs.
2,5%), co jednak nie stanowilto istotnej statystycznie roznicy. Mozliwg przyczyne¢ takiego
wyniku analizy mozna upatrywa¢ w tym przypadku w matej liczebnosci homozygot
zmutowanych w obu grupach. W grupie badanej, jak i kontrolnej uzyskano natomiast
podobng frekwencj¢ genotypu niezmutowanego 2756AA (60,8 vs. 56,7%) oraz genotypu
heterozygotycznego 2756AG (35,0 vs. 40,8%) oraz czgstos¢ wystepowania allela
zmutowanego 2756G (21,7 vs. 22,9%), jak i niezmutowanego 2756A (78,3 vs. 77,1%).
Podziat na podgrupy kobiet, ktore urodzity przed i po 37 tygodniem ciazy takze nie wykazat
zasadniczych réznic pomigdzy badanymi grupami w czgstosci obserwowanych genotypow.

Ciekawe obserwacje w zakresie polimorfizmu 2756A>G genu MTR odnotowano
natomiast analizujac wyniki po podziale grupy badanej w zalezno$ci od masy urodzeniowe;j
noworodka. Zaobserwowano wicksza czgsto§¢ wystepowania genotypu niezmutowanego
2756AA w podgrupie pacjentek ktore urodzily dziecko z masa >1500 g w poréwnaniu z grupg
kontrolng (68,5% vs. 56,7%, WR=1,67, p=0,05). Mniejsza czgstos$¢ tego genotypu stwierdzono
natomiast w podgrupie z masa noworodka <1500g (38,7 vs. 56,7%, WR=0,48, p=0,05).
Wynik znajdowal si¢ na granicy istotnosci statystycznej. Wariant heterozygotyczny 2756AG
zawierajacy jeden zmutowany allel, wystgpowatl istotnie statystycznie czeSciej w grupie
kontrolnej (40,8%) niz w podgrupie >1500 g (28,1%, WR=0,57, p=0,04). Zaobserwowano
takze mieszczacy si¢ na granicy istotno$ci statystycznej wynik dotyczacy wigkszej czestosci
zmutowanego allela 2756G w podgrupie badanych pacjentek, ktore urodzity dziecko z masa
ciata <1500 g (33,9 vs. 23,0%, WR=1,72, p=0,05) w poréwnaniu z grup¢ kontrolna.

Kolejnych ciekawych obserwacji  dostarczylo badanie wspotwystepowania
polimorfizméw 677C>T genu MTHFR oraz 2756A>G genu MTR. Odnotowano istotnie
statystycznie wigksza czesto$§¢ wspotwystepowania genotypow 677CT / 2756AG w grupie
kontrolnej (20,8 vs. 11,6% w grupie badanej, WR=0,50, p=0,04). Natomiast podczas analizy
wspotwystepowania polimorfizméw 2756A>G genu MTR oraz 401G>A genu MTHFD1
odnotowano wigksza frekwencje kombinacji genotypow 401GA / 2756AA w grupie z
hipotrofig (30,0 vs. 19,2%, WR=1,81, p=0,03).
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5.2.4. POLIMORFIZM GENU MTRR

Dane dotyczace mozliwego zwigzku mutacji 66A>G genu MTR takze sa nieliczne i
pochodzg z dwoéch pozycji piSmiennictwa. Wymieniana juz wczesniej praca Engel 1 wsp.
oceniala zwigzek wybranych polimorfizméw z wystepowaniem malej masy urodzeniowej
noworodka, wérdd ktorych znalazt si¢ polimorfizm 66A>G genu MTRR. Autorzy nie
zaobserwowali zwigkszonego ryzyka malej masy urodzeniowej u nosicielek genotypu
heterozygotycznego 66GA oraz homozygotycznego 66AA i 66GG zaréwno dla populacji
kaukaskiej, jak i afroamerykanskiej [49].

Takze w pracy Furness i wsp., czestos¢ poszczegdlnych genotypoéw polimorfizmu
66A>G genu MTRR nie wykazywala istotnych statystycznie réznic pomigdzy grupa z
hipotrofig ptodu, a grupg kontrolng zdrowych cigzarnych (66AA: 33,3 vs. 33,3%, 66AG: 42,9
vs. 50,0%, GG: 23,8 vs. 16,7%, p=0,669). Nie stwierdzono takze zadnych roznic istotnych
statystycznie w st¢zeniu osoczowym folianéw, witaminy B12, a takze homocysteiny w

zalezno$ci od genotypdéw 66A>G MTRR cig¢zarnej [58].

Réwniez w obecnym badaniu, podobnie jak w powyzej cytowanych pracach, nie
stwierdzono istotnych statystycznie roznic pomiedzy grupa badang i kontrolng pod wzgledem
czestosci wystgpowania poszczegoélnych genotypdéw 1 alleli polimorfizmu 66A>G genu
MTRR, co moze sugerowaé brak jego bezposredniego zwigzku z rozwojem hipotrofii ptodu.
Genotyp heterozygotyczny 66AG wystepowat u 50,8% pacjentek w grupie badanej oraz u
52,5% pacjentek z grupy kontrolnej. Nie uzyskano takze istotnych statystycznie réznic dla
frekwencji homozygot zmutowanych 66GG (30,0 vs. 28,3%) oraz w zakresie czgstosci
wystgpowania allela zmutowanego 66G (55,4 vs. 54,6%) w obydwu grupach. Rozktad
genotypow oraz alleli tego polimorfizmu w podgrupach ci¢zarnych, ktore urodzity dziecko z
hipotrofig >37 tc. 1 <37 tc. oraz podzial w zaleznosci od masy urodzeniowej noworodka takze
nie wykazal zadnych istotnych statystycznie roznic.

Analizujac wyniki dotyczace wspotwystepowanie polimorfizméw 66A>G genu MTRR
oraz 776C>G genu TCII stwierdzono istotnie statystycznie wigksza czgsto$¢ wystepowania
kombinacji genotypoéw 66AA / 776GG (z obecnoscig zmutowanego genotypu 776GG) w
grupie kontrolnej zdrowych kobiet ciezarnych (8,4 vs. 1,7% w grupie kontrolnej, p=0,02).
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5.2.5. POLIMORFIZM GENU TClI|

Wsrod dostepnego pismiennictwa nie odnaleziono prac badajacych zwigzek pomiedzy
hipotrofig ptodu a polimorfizmem 766C>G genu transkobalaminy II. Obecna praca jest
pierwsza proba poruszenia tego zagadnienia.

W powyzszej pracy zaobserwowano podobng czgstos¢ wystepowania genotypu
zmutowanego 776GG (20,0 vs. 22,5%), a takze genotypu dzikiego 776CC (27,5 vs. 30,8%) i
genotypu heterozygotycznego 776CG (52,5 vs. 46,7) w grupie badanej i grupie kontrolnej.
Takze frekwencja wystgpowania typu dzikiego allela 766C (53,8 vs. 54,2%) oraz
zmutowanego allela 776G (46,3% vs. 45,8%) byly zblizone w obu grupach. Nie stwierdzono
roOwniez roznic statystycznie istotnych w zakresie rozktadu poszczegdlnych genotypow i alleli w obu
podgrupach w zaleznosci od tygodnia zakonczenia cigzy lub masy urodzeniowej noworodka w
poréwnaniu z grupa kontrolng. W podgrupie matek dzieci z masa urodzeniowg <1500 g
zaobserwowano nieznacznie rzadszg frekwencje wystepowania allela niezmutowanego 776C
(45,3 vs. 54,2%; WR=0,69, p=0,13), natomiast czgstsza allela zmutowanego 776G (54,8 vs.
45,8%; WR=1,44, p=0,13) niz w grupie kontrolnej, co jednak nie bylo istotne statystycznie.
Genotyp homozygotyczny zmutowany 776GG obserwowano u nieco wigkszej liczby
pacjentek z grupy <1500 g (35,5%) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (22,5%, WR=1,89,
p=0,10), natomiast w grupie >1500 g u mniejszej liczby kobiet (14,6%, WR=0,59, p=0,10).

Ciekawej obserwacji dostarczyta natomiast analiza wspotwystepowania genotypow. W
przypadku polimorfizméw 776C>G genu TCII oraz polimorfizmu 677C>T genu MTHFR
zaobserwowano czeste wspotwystepowanie kombinacji genotypow 677TT / 776CG w grupie

z hipotrofig (10,0 vs. 2,5%, WR=4,33, p=0,01), co stanowito istotng statystycznie rdznice.

Dane z piSmiennictwa, dotyczace zwigzku matczynych polimorfizméw w obrebie
badanych genow metabolizmu folianéw z rozwojem hipotrofii ptodu opisane przez innych
autorow w skroconej formie zaprezentowano w tabeli 63. Tabela 64 prezentuje natomiast
dostepne w pismiennictwie przyklady polimorfizméw innych genéw mogacych mie¢ udzial w

rozwoju hipotrofii ptodu.
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Tab. 63. Polimorfizmy gendéw zwigzanych z metabolizmem foliandw i ich udziat w rozwoju hipotrofii ptodu.

Gen

MTHFR

Polimorfizm Mozliwy zwigzek polimorfizmu Liczba pacjentek, kraj/rasa Autor
z hipotrofiqg plodu
667C>T wzrost ryzyka (WR=4,2) 44 cigzarne, Izrael Kupferminc i wsp., 1999
brak wptywu 584 cigzarnych, Irlandia Murphy i wsp., 2000
w tym 9 z hipotrofig ptodu
przewaga homozygotycznego genotypu 677TT w grupie 61 ci¢zarnych, Wlochy Martinelli i wsp., 2001
badanej (47,2 vs. 10,4%, WR=1,5), jednakze po
uwzglednieniu innych zmiennych, analiza statystyczna nie
potwierdzita niezaleznego zwiazku tego polimorfizmu z
IURG
wzrost ryzyka tylko dla homozygot 677TT w przypadku 493 ci¢zarne, Kanada Infante-Rivadr i wsp., 2002
niezazywania multiwitamin (WR=12,3)
brak wptywu 97 cigezarnych, Francja Vespryck i wsp., 2002
mierny wzrost ryzyka (dla 677TT WR=1,2) 1734 cigzarne, Norwegia Nurk i wsp., 2004
brak wptywu 195 cigzarnych, metaanaliza Robertson i wsp, 2005
nieznaczny wzrost ryzyka (WR=1,2) 180 pacjentek, USA Engel i wsp., 2006
(87 rasy bialej, 53 rasy czarnej)
brak wptywu 154 cigzarne, Hiszpania Ubeda i wsp., 2011
brak wptywu 44 cigzarne, Francja Said, 2012
1298A>C zmniejszenie ryzyka SGA dla homozygot niezmutowanych 180 cigzarnych, USA Engel i wsp., 2006

1298AA rasy biatej (WR=0,6)

(87 rasy bialej, 53 rasy czarnej)

wzrost ryzyka (WR=2,06)

36 cigzarne, Pid. Afryka

Gebhardt i wsp., 2001

zmniejszenie ryzyka (WR=0,49)

493 cigzarne, Kanada

Infante-Rivard i wsp., 2002

wzrost ryzyka (WR=4,7)

50 cigzarnych, Tunezja

Klai i wsp., 2011
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brak wptywu 44 cigzarne, Francja Said, 2012
1793G>A brak wptywu 473 cigzarne, Meksyk Kordas i wsp., 2009
1958G>A istotny wzrost ryzyka dla homozygot 1958 AA (WR=5,8) 149 cigzarnych, Australia Furness i wsp., 2008
401G>A brak danych brak danych brak danych
MTR(MS) | 2756A>G brak wplywu matczynej polimorfizmu, 149 cigzarnych, Australia Furness i wsp., 2008
mozliwa rola wariantdw genetycznych u ptodu
brak wptywu 180 cigzarnych, USA Engel i wsp., 2006
(87 rasy bialej, 53 rasy czarnej)
MTRR 66A>G brak wptywu 149 cigzarnych, Australia Furness i wsp., 2008
(MSR)
brak wptywu 180 cigzarnych, USA Engel i wsp., 2006
(87 rasy bialej, 53 rasy czarnej)
TCH 776C>G brak danych brak danych brak danych
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Tab. 64. Inne matczyne polimorfizmy mogace mie¢ udziat w rozwoju hipotrofii ptodu.
Gen Polimorfizm Moiliwy zwiqzek Kraj/rasa Liczba pacjentek Autor
polimorfizmu u matki
z hipotrofig ptodu
VDR rs11168292 wzrost ryzyka dla USA, rasa biata 77 cigzarnych Bodnar i wsp., 2010
ciezarnych rasy bialej
rs11168287, wzrost ryzyka dla USA, rasa czarna 34 cigzarne
rs3782905, cigzarnych rasy czarnej
rs2239179
EGF 61G > A wicksza masa Indie, Wielka Brytania 272 cigzarne rasy bialej Dissannayake i wsp.,
urodzeniowa dla rasa biata 171 cigzarnych, 2007
genotypow: Indie/Wielka Brytania
61AA > 61GA > 61GG
2566G > A wigksza masa
urodzeniowa dla
genotypow
2566GG > 2566GA >
2566AA
wzrost ryzyka dane niedostepne dane niedostepne Dunger i wsp., 2006

16189 wariant

Mitochondrialne
DNA
H19 2992C>T (odpowiada za Anglia, rasa biata 822 cigzarne Petry i wsp., 2005
zwigkszone stezenie
IGF-11)
rola ochronna allela
2992T w rozwoju
hipotrofii
TIMP2 rs2277698 wzrost ryzyka Chile 530 cigzarnych Edwards i wsp., 2011
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COL5A2 GNSC_635148713 wzrost ryzyka przy Chile 530 cigzarne Edwards i wsp., 2011
PLAU rs2227562 wspoOlistnieniu obydwu
polimorfizmow
ACE delecja wzrost ryzyka Japonia 470 cigzarnych Nakamura i wsp., 2012
Fas -670 wzrost ryzyka USA 27 cigzarnych Robinson i wsp.,
(TNFRSF6)
COMT rs4680 wzrost ryzyka Japonia 412 cigzarnych Sata i wsp., 2006
TNF-alpha Alwl wzrost ryzyka Polska 42 cigzarne Seremak-Mrozikiewicz i
wsp., 2008
MBL rola ochronna Wegry 65 cigzarnych Sziller i wsp., 2007
polimorfizm —
kodon 54
LRP8 rs2297660 rola ochronna rasa czarna/USA 164 cigzarne Wang i wsp., 2006
Czynnik V 1691G > A wzrost ryzyka Australia 6755 cigzarnych Dudding i wsp., 2004
Czynnik V 1691G > A wzrost ryzyka Kanada metaanaliza 10 badan Howney i wsp., 2005
Protrombina 20210G > A wzrost ryzyka Kanada

VDR- vitamin D receptor, EGF- epidermal growth factor, H19- imprinted maternally expressed transcript, COL5A2- collagen type 5 alpha 2, ACE-angitensin converting enzyme,
PLAU- plasminogen activator urokinase, COL1Al-alpha 1 type | collagen preprotein, TIMP2 - tissue inhibitor of metalloproteinase 2, TNFRSF6 - tumor necrosis factor receptor

superfamily member 6, COMT - catechol-O-methyltransferase, TNF-alpha- tumor necrosis factor alpha, MBL - mannose-binding lectin, LPR8- Low-density lipoprotein receptor—
related protein 8 (ApoE receptor 2)
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5.3. IMPLIKACJE KLINICZNE I MOZLIWOSCI TERAPII

Pomimo wielu badan wskazujgcych na mozliwe czynniki ryzyka i patofizjologi¢
rozwoju hipotrofii ptodu mozliwosci terapii tej patologii cigzy sa nadal ograniczone.
Postepowanie w hipotrofii obejmuje regularng ocen¢ dobrostanu plodu, przy zastosowaniu
takich metod jak kardiotokografia i ultrasonografia, ze szczegdlnym uwzglednieniem badania
dopplerowskiego [17, 211]. Decyzje 0 wczesniejszym zakonczeniu cigzy podejmuje sie w
przypadku wystapienia objawoéw zagrozenia zycia ptodu. Istnieja doniesienia na temat prob
terapii hipotrofii zprzy zastosowaniu L-argininy, aspiryny w matym dawkowaniu lub
heparyny drobnoczasteczkowej w dawkach profilaktycznych [92]. Obecnie brak jest
jakichkolwiek dowodéw na skuteczno$¢ takiego postgpowania. W przeciwienstwie do
wspotczesnych mozliwosci diagnostyki hipotrofii, nie istnieja obecnie praktycznie zadne
ustalone i powszechnie przyjete skuteczne metody terapii tego powiktania [160].

Mozliwym sposobem prewencji zaburzonego wzrastania ptodu, zwigzanego z
nieprawidlowym metabolizmem folianéw, moze by¢ stosowanie wlasciwej suplementacji.
Dotyczy to zarowno dawki, jak 1 formy preparatu uzupelniajacego ilos¢ foliandw
dostarczanych z codzienng dietg. Dotychczas najpowszechniej stosowang metoda
suplementacji folianow zalecang w okresie przygotowania do cigzy oraz w trakcie cigzy jest
spozywanie kwasu foliowego, stosowane celem prewencji wad cewy nerwowej u ptodu.
Polskie Towarzystwo Ginekologiczne zaleca w takiej sytuacji stosowanie 0,4 mg preparatu
kwasu foliowego dziennie najlepiej juz w okresie 3 miesiecy poprzedzajacym zaj$cie w cigzg
oraz przez caly czas jej trwania. W szczeg6lnych sytuacjach zalecana dawka powinna by¢
zwigkszona do 4 mg na dobe [155]. Kwas foliowy jest syntetyczng forma foliandw, obecna
we wzbogaconej zywnos$ci oraz preparatach witaminowych. Po podaniu musi ulec
przeksztalceniu do aktywnego metabolicznie tetrahydrofolianu przy udziale enzymu
reduktazy dihydrofolianowej (DHFR - dihydrofolate reductase). Tetrahydrofolian nastgpnie
ulega przemianie do L-5-metylenotetrahydrofolianu, co wymaga aktywnosci enzymu
MTHFR, ktorej polimorfizmy sa przedmiotem obecnej rozprawy. Proces ten zachodzi w
komorkach nabtonka jelitowego podczas wchtaniania kwasu foliowego. Tak wigc dominujaca
formg folianow powstajaca w wyniku przemiany kwasu foliowego oraz aktywna
metabolicznie  odmiang stanowigca do 98% osoczowych folianow jest L-5

metyltetrahydrofolian. Pis$miennictwo podaje, ze w rasie kaukaskiej czgsto$¢ wystepowania
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zmutowanych homozygot 677TT genu MTHFR wynosi 10-26%, a w populacji pochodzenia
latynoskiej ich liczebnos$¢ siega nawet do 37% [11]. Ta dos$¢ istotna cze$¢ populacji, w
przypadku wczesniejszego rozpoznania obecnos$ci mutacji mogtaby odnie$¢ korzysci
z zastosowania L-5-metylenotetrahydrofolianu, ktory nie wymaga przeksztatcenia podczas
procesu wchtaniania z przewodu pokarmowego [148].

Z powodu mniejszej stabilnosci L-5-metylenotetrahydrofolianu jego zastosowanie na
szersza skale jako alternatywy dla suplementacji kwasem foliowym nie bylo mozliwe, do
czasu uzyskania jego stabilnej soli wapniowej. Zaleta zastosowania L-5-
metylenotetrahydrofolianuw poréwnaniu do kwasu foliowego jest brak zaleznos$ci od
aktywnosci enzymow takich jak DHFR oraz MTHFR. Mozna przypuszczaé, ze zastosowanie
tej formy suplementacji moze mie¢ istotne znaczenie takze w przypadku nosicielek zarowno
zmutowanych wariantow polimorfizmow genu MTHFR, jak rowniez innych genéw biorgcych
udzial w metabolizmie folianéw. W licznych badaniach udowodniono, ze zastosowanie
preparatu L-5-metylenotetrahydrofolianu cechuje si¢ conajmniej takg samg skutecznos$cig w
podwyzszeniu zawarto$ci folianéw, jak zastosowanie kwasu foliowego. W pracach tych za
miernik ustrojowego stezenia foliandw uznawano zaréwno ich poziom w o0soczu oraz w
erytrocytach, bedacy implikacja przemian metabolicznych folianéw [148].

W badaniu Lamers i wsp., autorzy dowodza co najmniej takiej samej skutecznosci
zastosowania L-5-metylenotetrahydrofolianu w poréwnaniu z preparatem kwasu foliowego.
W grupie 144 kobiet podawano losowo 400 pg kwasu foliowego, 416 pg [6S]-5-
metylenotetrahydrofolianu, 208 upg [6S]-5-metylenotetrahydrofolianu, badz placebo. Po
uplywie 4 tygodni zmierzono stezenie homocysteiny i folianéw w osoczu. Zaobserwowano
porownywalny istotny statystycznie spadek st¢zenia homocysteiny oraz wzrost st¢zenia
folianow w osoczu we wszystkich trzech grupach w poréwnaniu z grupa placebo. Wzrost
stezenia foliandw w osoczu oraz w erytrocytach w grupie pacjentek zazywajacych 416 pg
[6S]-5-metyltetrahydrofolianu byt jednak istotnie statystycznie wyzszy w poréwnaniu z
kobietami otrzymujacymi 400 pg kwasu foliowego, 208 pg [6S]-5-metylenotetrahydrofolianu
oraz placebo [98].

Kolejna praca autorstwa Houghton i wsp. na podstawie trwajacego 16 tygodni
randomizowanego badania z zastosowaniem placebo w grupie 72 pacjentek bedacych w

trakcie laktacji wykazali, ze zastosowanie [6S]-5-metylenotetrahydrofolianu podwyzsza
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stezenie folianow w erytrocytach w wigkszym stopniu w pordéwnaniu ze stosowaniem
preparatu kwasu foliowego (p<0,05) [76].

Interesujace sg wyniku uzyskane przez Fohr i wsp., ktore opisujg efekty zastosowania
kwasu foliowego w dawce 400 pg/24 h lub rownowaznej ilosci L-5-
metylenotetrahydrofolianu 906 nmol/24 h w ciagu 8 tygodni w grupie 160 mtodych kobiet. Po
4 i 8 tygodniach w obu grupach pacjentek zaobserwowano istotny statystycznie wzrost
poziomu foliandw w osoczu w porownaniu z grupg placebo. Wykazano, ze po tym okresie
osoczowe stezenie folianow wzrosto 3-krotnie bardziej w grupie pacjentek stosujacych L-5-
metylenotetrahydrofolian. Wzrost poziomu folianéw zawartych w erytrocytach byt natomiast
porownywalny w obu grupach (69% 1 66%). Interesujaca obserwacja byt wzrost stezenia
ustrojowego folianoéw oraz obnizenia poziomu homocysteiny w osoczu (z uwzglgdnieniem
dwoéch rodzajow suplementacji oraz w grupie placebo) w trzech podgrupach z
uwzglednieniem polimorfizmu 677C>T genu MTHFR. Zastosowanie suplementacji kwasem
foliowym znamiennie obnizalo stg¢zenie homocysteiny o co najmniej 13% u pacjentek
z kazdym genotypem polimorfizmu 677C>T. Najwigkszy spadek stezenia homocysteiny
wynoszacy 20% (p<0,05) charakteryzowal pacjentki z genotypem 677TT polimorfizmu
677C>T MTHFR mierzony po 4 tygodniach. W grupie heterozygot 677CT zaobserwowano
spadek poziomu homocysteiny o 15%. Dalsza obserwacja do 8 tygodni nie wykazata
poglebiania tej tendencji. Natomiast w grupie niezmutowanych homozygot 677CC istotny
statystycznie spadek (o 13%) stwierdzono dopiero po o$miu tygodniach. W grupie pacjentek
zazywajacych  L5-metylenotetrahydrofolian  istotny  statystycznie spadek  stezenia
homocysteiny (0 7%) zaobserwowano w podgrupie heterozygot 677CT. Najwigkszy efekt
obnizajacy stezenie homocysteiny zaobserwowano w grupie zmutowanych homozygot
677TT. Pacjentki te wykazatly istotny statystycznie spadek poziomu osoczowej homocysteiny,
ktory wynosit 20% po 4 tygodniach zastosowania preparatu kwasu foliowego.
Zaobserwowano takze nieistotny statystycznie spadek o 15% po 4 tygodniach suplementacji
L-5-metyltetrahydrofolianem. W przypadku zastosowania kazdej suplementacji, w grupie
pacjentek z genotypem zmutowanym 677TT MTHFR wykazano najwigksze wzrosty poziomu
folianow zawartych w erytrocytach (84%), w porownaniu z grupg heterozygot CT (50%) oraz
homozygot TT (42%), co stanowito istotng statystycznie roznice [56].

Pomimo ze liczne badania dowodza co najmniej podobnej skuteczno$ci zastosowania

preparatow L-5-metylenotetrahydrofolianu w poréwnaniu z substytucja kwasem foliowym,
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jednak dane dotyczace prac uwzgledniajacych podzial na genotypy pod wzglgdem
polimorfizméw MTHFR sg dos¢ ograniczone. W badaniu Pentieva i wsp. mierzono stg¢zenie
folianow w osoczu przed i do 10 godzin po zastosowaniu w sposob losowy 500 ug kwasu
foliowego, 500 pg L-5-metylenotetrahydrofolianu, badz placebo. Z badania tego wykluczono
homozygoty zmutowane 677TT. Z uwzglednieniem pozostalych genotypow wykazano
poziom osoczowy folianow narastal istotnie od 0,5 do 5 godzin po zastosowaniu
suplementacji 1 nie r6éznit si¢ w przypadku obu preparatow, co moze wskazywac¢ na ich

zblizong biodostepnos¢ [146].

5.4. PODSUMOWANIE

Hipotrofia plodu jest niezwykle ztozonym powiklaniem ciazy, ktére ze wzgledu na
mozliwe bezposrednie konsekwencje w skrajnym przypadku moze prowadzi¢ nawet do
zagrozenia zycia ptodu. Coraz czg¢sciej dyskutowane sg rowniez odlegle skutki metaboliczne
u dzieci hipotroficznych w pézniejszym zyciu. W wielu przypadkach etiologia hipotrofii
ptodu pozostaje niewyjasniona. Poniewaz wlasciwy rozwdj wewnatrzmaciczny ptodu zalezny
m. in. od dostepnosci folianow, dlatego obecnie zainteresowanie budza badania zwigzane z
zaburzeniami ich przemiany. Zaburzenia metabolizmu folianéw, poprzez nadmiar
homocysteiny moga wplywaé na implantacje i embriogenez¢ oraz uposledzaé tworzenie
naczyn krwionosnych tozyska. Z kolei zahamowanie syntezy zasad potrzebnych do budowy
DNA oraz uposledzenie metylacji DNA, moze skutkowac ograniczeniem proliferacji i
roznicowania si¢ komorek. Wszystkie te procesy moga prowadzi¢ do rozwoju powiklan w
przebiegu cigzy, w tym do zaburzen wzrastania ptodu.

Uwarunkowania hipotrofii wynikajace z obecno$ci polimorfizméw genetycznych sa
przedmiotem badan w wielu o$rodkach naukowych. W ostatnie dekadzie wykazano, ze
obecnos¢ niektorych polimorfizméw warunkujgcych aktywnos$¢ enzyméw i1 kofaktorow w
cyklu przemian folianow silnie zaburza metabolizm homocysteiny, synteze puryn i pirymidyn
oraz metylacje DNA. Najlepiej poznanymi pod tym wzgledem sg warianty genetyczne
enzymu MTHFR (677C>T, 1298A>C, 1793G>A). Wydaje si¢ jednak, ze réwniez inne

enzymy uczestniczace w procesie przemiany folianow mogg odgrywaé istotng rolg w
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regulacji stezenia homocysteiny i foliandéw w osoczu oraz stezenia folianow w erytrocytach.
Nalezg do nich m.in. enzymy MTR/MS, MTRR, MTHFD1 oraz TCI|I.

W  piSmiennictwie spotyka si¢ tylko pojedyncze doniesienia na temat roli
polimorfizméw zwigzanych z metabolizmem folianéw w kontek$cie wystgpowania hipotrofii
ptodu. Obecna rozprawa doktorska porusza wigc stosunkowo nowe zagadnienie. Dodatkowo
badany polimorfizm 401G>A genu MTHRD1 oraz polimorfizm 766C>G genu TC Il w
aspekcie etiologii hipotrofii ptodu analizowany byt po raz pierwszy.

Ponadto wielu autorow sugeruje, ze dopiero catosciowa analiza wspolnego
oddziatywania kilku polimorfizméw daje pelny obraz wptywu czynnikow genetycznych na
metabolizm folianow 1 mozliwo$¢ dokladnego poznania znaczenia uwarunkowan
genetycznych w hipotrofii ptodu, takze w aspekcie klinicznym. Sugestia ta zostala czgsciowo
potwierdzona w prezentowanej rozprawie, gdzie wskazano na wpltyw jednoczesnego
wspoéldziatania kilku polimorfizméw na ryzyko wystapienia hipotrofii: polimorfizmu
401G>A genu MTHFD1, 677C>T, 1298A>C, 1793G>A genu MTHFR, 2756A>G genu MTR
oraz 776C>G genu TCII.

Wobec roli problemu jakim jest wystepowanie hipotrofii w przebiegu cigzy, badania
genetyczne dotyczace polimorfizméw genéw zwigzanych z przemiang foliandbw moga rzucaé
nowe spojrzenie na postepowanie w tym powiktaniu cigzy. W obliczu braku udowodnionych
metod terapii wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania ptodu niezwykle wazng kwestia
w postepowaniu w hipotrofii wydaje si¢ nie tylko wczesne rozpoznanie i wlasciwy nadzor
potozniczy. Istotng kwestia pozostaje roéwniez, po wyznaczeniu grupy ryzyka kobiet
nosicielek polimorficznych wariantow zaburzajacych aktywno$¢ enzymow szlaku przemian

folianow, whasciwa profilaktyka w postaci odpowiedniej suplementacji folianami.
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6. WNIOSKI

1. Analiza polimorfizméw gendéw enzymdéw zwigzanych z metabolizmem folianow
pokazala najistotniejszy bezposredni wplyw zmutowanego wariantu 401A genu
MTHFD1 na ryzyko rozwoju hipotrofii ptodu.

2. Przeprowadzone badania sugerujg szczegdlny zwigzek zmutowanego allela 401A genu
MTHFD1 z hipotrofig w przypadku cigz zakonczonych przed 37 tc. i u noworodkow z
masg powyzej 1500 g.

3. W pracy wskazano rowniez na mozliwa rol¢ zmutowanego allela 2756G genu MTR w
etiologii hipotrofii ptodu u noworodké6w z masa ponizej 1500 g.

4. Uzyskane wyniki dotyczace czgstosci wystepowania poszczegdlnych genotypow oraz
alleli polimorfizmu 677C>T, 1298A>C, 1793G>A genu MTHFR, 1958G>A genu
MTHFD1, 776C>G genu TCII, oraz 66A>G genu MTRR nie wskazuja na ich
bezposredni zwigzek z ryzykiem rozwoju hipotrofii ptodu.

5. Analiza wspotwystepowania genotypow wskazata na mozliwo$¢ interakcji
polimorfizméw wptywajacej na wzrost ryzyka hipotrofii, a zwlaszcza lacznego
wplywu wariantow: 401G>A genu MTHFD1, 677C>T, 1298A>C, 1793G>A genu
MTHFR, 2756A>G genu MTR oraz 776C>G genu TCI|I.
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8. STRESZCZENIE

Wstep: Problemy hipotrofii wewnatrzmacicznej ptodu oraz zwigzanych z tym powiklan u
noworodkow o matej masie urodzeniowej od dawna s3g przedmiotem szczegdlnego
zainteresowania potoznikow 1 neonatologow. Wykazano udziat licznych czynnikow
mogacych wptywa¢ na rozwoj hipotrofii ptodu. Zaburzenia metabolizmu folianow, poprzez
wptyw na cykl metioninowy, moga prowadzi¢ do uposledzenia metylacji DNA, wplywajac na
implantacj¢, proces embriogenezy i angiogenezy w lozysku. Nieprawidlowy cykl folianowy
powoduje takze hiperhomocysteinemi¢, zmniejszenie syntezy zasad nukleotydowych
prowadzac do ograniczenia proliferacji i roznicowania si¢ komoérek. W ten sposob procesy te
moga prowadzi¢ do rozwoju hipotrofii. W ostatnim czasie szczegolne zainteresowanie budzi
wpltyw czynnikdéw genetycznych, w tym udziat polimorfizmoéw genetycznych zwigzanych z
aktywno$cig enzymow bioracych udziat w metabolizmie folianéw w rozwoju hipotrofii ptodu.
Cel pracy: Ocena zwigzku polimorfizméw wybranych gendéw metabolizmu folianow ze
wzrostem ryzyka rozwoju hipotrofii ptodu. Cel ten realizowany byl poprzez analiz¢: danych
klinicznych, a takze parametrow urodzeniowych noworodkow. Analizie poddano czgstosci
wystepowania genotypoéw 1 alleli polimorfizmow: 677C>T, 1298A>C, 1793G>A genu
MTHFR, 1958G>A, 401G>A genu MTHFD1, 2756A>G genu MTR/MS, 66A>G genu
MTRR/MSR, 776C>G genu TCII, réwniez z zastosowaniem podziatlu grupy badanej na
podgrupy w zalezno$ci od tygodnia cigzy oraz masy urodzeniowe] noworodka. Oceniano
takze czestosci wspotwystepowania genotypow poszczegdlnych polimorfizméw w obydwu
badanych grupach kobiet.

Material i metodyka: Grupa badang stanowito 120 pacjentek, ktére urodzily dziecko z
hipotrofia ptodu (masa noworodka <2 SD lub 10 percentyla, $rednia masa noworodka
1963,3+601,0 g, 3,14+2,83 centyl). Grupa kontrolna sktadata si¢ z 120 zdrowych ci¢zarnych,
ktére urodzity noworodka z prawidlowa masg ciata (§rednia masa noworodka 3490,3+351,3
g, 52,2425,9 centyl). Grup¢ badang podzielono na 2 podgrupy w zalezno$ci od: tygodnia
zakonczenia cigzy (52 pacjentki <37 tc., 68 pacjentek >37tc.) oraz masy urodzeniowej
noworodka (31 matek dzieci <1500 g, 89 matek noworodkéw z masg ciata >1500 g). Badane

polimorfizmy analizowano metoda reakcji tancuchowej polimerazy oraz polimorfizmu
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dlugosci fragmentow restrykcyjnych (PCR/RFLP).

Wyniki:

1. Analiza danych klinicznych i socjodemograficznych: W grupie badanej zaobserwowano
nizszy czas zakonczenia cigzy (35,0 vs. 39,2 tc., p<0,0001) oraz cze¢stsze ukonczenie porodu
za pomocg ciecia cesarskiego (54,2 vs. 14,2%, p<0,0001). W grupic z hipotrofig wiecej
pacjentek wykazato si¢ wyksztalceniem $rednim (40,0 vs. 34,2%, p<0,0001) i podstawowym
(23,3 vs. 2,5%, p<0,0001), natomiast w grupie kontrolnej wyksztalceniem wyzszym.
Wszystkie te rdznice byly istotne statystycznie.

2. Analiza czestosci wystepowania polimorfizmow genetycznych: Najciekawsze wyniki
otrzymano w przypadku polimorfizmu 401G>A genu MTHFD1. W grupie pacjentek z
hipotrofia plodu zaobserwowano przewage genotypu heterozygotycznego 401GA oraz
homozygotycznego zmutowanego 401AA w poréwnaniu do grupy kontrolnej (401GA: 39,2
vs. 30,8%, WR=1,44, p=0,11, 401AA: 7,5 vs. 3,4%, WR=2,35, p=0,12). Czgstos¢
wystepowania allela zmutowanego 401A byla znamiennie wigksza w grupie badanej (401A:
27,1 vs. 18,8%, WR=1,61, p=0,02).

3. Analiza genotypow badanych polimorfizmow z uwzglednieniem obu podzialow grupy
badanej (w zaleinosci od czasu zakonczenia cigly oraz od masy urodzeniowej noworodka):
Badanie polimorfizmu 401G>A genu MTHFD1 w grupie kobiet, ktore urodzity dzieci z
hipotrofig <37 tc. wykazato nizszg czg¢sto$¢ wystepowania genotypu 401GG (44,2 vs. 65,8%,
WR=0,41, p=0,007) oraz wyzsza cz¢stos¢ wystepowania genotypu heterozygotycznego
401GA (48,1 vs. 30,8% , WR=2,08, p=0,024), jak rowniez wyzsza czestos¢ zmutowanego
allela 401A (31,7 vs. 18,8%, WR=2,01, p=0,007). Analizujac polimorfizm 401G>A genu
MTHFD1 w grupie kobiet z masg urodzeniowg dzieci >1500 g stwierdzono wyzszg czestos¢
wystepowania genotypu homozygotycznego zmutowanego 401AA (9,0 vs. 3,3%, WR=2,86,
p=0,07), jak rowniez statystycznie istotng wigksza frekwencj¢ wystgpowania zmutowanego
allela 401A (28,7 vs. 18,8%, WR=1,74, p=0,01). W zakresie polimorfizmu 2756A>G genu
MTR genotyp homozygotyczny zmutowany 2756GG obserwowano dwukrotnie czesciej w
podgrupie pacjentek, ktore urodzilty dziecko z masg ciata <1500 g, bez istotnosci
statystycznej, ale z wysokim wspotczynnikiem ryzyka WR=4,11 (6,5 vs. 2,5%), a takze
istotnie statystycznie czeSciej obserwowano zmutowany allel 2756G (33,9 vs. 23,0%,
WR=1,72, p=0,05).

4. Ocena wspolwystepowania genotypow badanych polimorfizmow ujawnita wyzsza

frekwencje w grupie pacjentek z hipotrofig ptodu kombinacji genotypow: 1958GA MTHFD1 /
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401AA MTHFD1 (5,9 vs. 0,9%, p=0,03), 677TT MTHFR / 776CG TCIHl (10,0 vs. 2,5%,
p=0,01), 1298AC MTHFR / 401GA MTHFD1 (19,2 vs. 10,9%, p=0,05), 401GA MTHFD1 /
2756AA MTR (30,0 vs. 19,2%, p=0,03), 401GA MTHFD1 / 776CC TCIl (14,2 vs. 7,5%,
p=0,07).
Whnioski:

1.

Analiza polimorfizmoéw gendéw enzymoéw zwigzanych z metabolizmem folianow
pokazata najistotniejszy bezposredni wplyw zmutowanego wariantu 401A genu MTHFD1
na ryzyko rozwoju hipotrofii ptodu.

Przeprowadzone badania sugerujg szczegdlny zwigzek zmutowanego allela 401A genu
MTHFD1 z hipotrofig w przypadku cigz zakonczonych przed 37 tc. i u noworodkow z
masg powyzej 1500 g.

W pracy wskazano rowniez na mozliwa role zmutowanego allela 2756G genu MTR w
etiologii hipotrofii ptodu u noworodké6w z masa ponizej 1500 g.

Uzyskane wyniki dotyczace czgsto$ci wystgpowania poszczegélnych genotypow oraz
alleli polimorfizmu 677C>T, 1298A>C, 1793G>A genu MTHFR, 1958G>A genu
MTHFD1, 776C>G genu TCIl, oraz 66A>G genu MTRR nie wskazuja na ich
bezposredni zwigzek z ryzykiem rozwoju hipotrofii ptodu.

Analiza wspolwystepowania  genotypéw  wskazala na mozliwos¢ interakcji
polimorfizméw wplywajacej na wzrost ryzyka hipotrofii, a zwlaszcza tacznego wptywu
wariantow: 401G>A genu MTHFD1, 677C>T, 1298A>C, 1793G>A genu MTHFR,
2756A>G genu MTR oraz 776C>G genu TCI|I.
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9. SUMMARY

Introduction: Fetal hypotrophy and its consequences in low birth weight of newborns is very
important issue in perinatal and neonatal medicine. In etiology of this condition the
contribution of numerous factors has been shown. Disturbances in folate metabolic pathway
through its impact on methionine cycle, could result in DNA hypomethylation and influence
implantation, embriogenesis and angiogenesis in placenta. Insufficient folate metabolism
could also results in hiperhomocysteinemia, decreases nucleic acids synthesis leading to
restriction in cells proliferation and differentiation. All this pathways are involved in fetal
hypotrophy. Nowadays, important role is attributed to genetic determinants, especially genetic
polymorphisms connected with enzyme activity in folate metabolism and involved in
hypotrophy development.

Aim of study: To investigate the connection of selected genetic polymorphisms of folate
metabolizing enzymes with increased risk of fetal hypotrophy. This was realized by analysis
of clinical, sociodemographic and newborn parameters in both study and control groups. The
following polymorphisms were investigated: 677C>T, 1298A>C, 1793G>A MTHFR,
1958G>A, 401G>A MTHFD1, 2756A>G MTR/MS, 66A>G MTRR/MSR, 776C>G TCII in
both groups, as well as in subgroups of women with fetal hypotrophy, divided according to
gestational age in the time of delivery and by neonatal weight. The co-occurrence of
genotypes frequency of investigated polymorphisms in both groups has been also assessed.
Material and methods: Study group consisted of 120 mothers of children with fetal
hypotrophy (mean birth weight of neonate <2 SD or 10 percentile, mean birth weight
1963,3+601,0 g, 3,14+2,83 percentile). In control group we included 120 healthy women,
who delivered normal weight neonates (mean birth weight: 3490,3+351,3 g, 52,2+25,9
percentile). Study group was divided twice on two subgroups according to gestational age in
the time of delivery (52 patients <37 weeks, 68 patients delivered >37 weeks) and by neonatal
weight (31 mothers of children with birth weigth <1500 g, 89 mothers of neonate with birth
weight >1500 g). All investigated polymorphisms were analyzed by polymerase chain

reaction and restriction fragment length polymorphism (PCR/RFLP).
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Results:
1. Analysis of socioeconomic data: In the study group lower gestational age in the time of

delivery (35,0 vs. 39,2 week, p<0,0001) and higher incidence of caesarean section (54,2 vs.
14,2%, p<0,0001) have been noted. In the intrauterine restriction group more women had
primary (23,3 vs. 2,5%, p<0,0001) and secondary (40,0 vs. 34,2%, p<0,0001) education, but
in control group more women had higher education. All observed differences were
statistically significant.

2. Frequency of genotypes and alleles of investigated polymorphisms: The most interesting
data were obtained in analysis of polymorphism 401G>A of gene MTHFD1. We observed
higher incidence of heterozygous genotype 401GA and mutated homozygous genotype 401AA
in study group compared to the controls (401GA: 39,2 vs. 30,8%, OR=1,44, p=0,11; 401AA:
7,5 vs. 3,4%, OR=2,35, p=0,12). Also frequency of mutated allele 401A was statistically
higher in study group (401A: 27,1 vs. 18,8%, OR=1,61, p=0,02).

3. Frequency of genotypes and alleles of genetic polymorphisms in subgroups of study
group with fetal hypotrophy (divided according to gestational age in the time of delivery and
by neonatal weight): For 401G>A polymorphism of MTHFD1 gene in subgroup of mother of
neonates with intrauterine growth restriction who were born before 37 weeks of gestation we
observed: lower frequency of 401GG genotype (44,2 vs. 65,8%, OR=0,41, p=0,007), but
higher incidence of heterozygous 401GA genotype (48,1 vs. 30,8% , OR =2,08, p=0,024) and
mutated allele 401A (31,7 vs. 18,8%, OR=2,01, p=0,007) compared to controls. For 401G>A
polymorphism of MTHFD1 gene in subgroup of women with the newborns weight >1500 g,
higher frequency of homozygous mutated 401AA genotype (9,0 vs. 3,3%, OR=2,86, p=0,07),
as well as significantly higher frequency of mutated 401A allele (28,7 vs. 18,8%, OR=1,74,
p=0,01) were noted. For 2756A>G polymorphism of MTR gene mutated homozygous
2756GG genotype twice more frequent in subgroup of patients whose newborn weighted
<1500 g than in controls with high odds ratio OR=4,11 (6,5 vs. 2,5%, ns) has been observed.
Also significantly higher incidence of mutated 2756G allele were noted in this subgroup (33,9
vs. 23,0%, OR=1,72, p=0,05).

4. Genotypes co-occurrence: Analysis of co-occurrence of genotypes revealed in study group
the higher incidence of combination of genotypes: 1958GA MTHFD1 / 401AA MTHFDL1 (5,9
vs. 0,9%, p=0,03), 677TT MTHFR/ 776CG TCII (10,0 vs. 2,5%, p=0,01), 1298AC MTHFR /
401GA MTHFD1 (19,2 vs. 10,9%, p=0,05), 401GA MTHFD1 / 2756AA MTR (30,0 vs. 19,2%,
p=0,03), 401GA MTHFD1/776CC TCII (14,2 vs. 7,5%, p=0,07) compared to controls.
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Conclusion:

1.

The analysis of genotypes and alleles of investigated polymorphisms in genes involved in
folate metabolisms shows direct impact of mutated 401A allele of MTHFD1 gene on risk
of fetal hypotrophy development.

The study suggest the particular connection of mutated 401A allele of MTHFD1 gene
with fetal hypotrophy in mothers of neonates born before 37 weeks of gestation and with
birth weight above 1500 g.

Analysis also shows possible role of mutated 2756G allele of MTR gene in etiology of
fetal hypotrophy in mothers of neonates with weight below 1500 g at birth.

The obtained results connecting to frequency of genotypes and alleles of polymorphisms:
677C>T, 1298A>C, 1793G>A of MTHFR gene, 1958G>A of MTHFD1 gene, 776C>G
of TCII gene and 66A>G of MTRR gene do not show the direct connection of these
polymorphisms with risk of fetal hypotrophy.

Analysis of co-occurence of genotypes indicated the possible interaction of
polymorphisms influence to risk of fetal hypotrophy, especially combined effect of
polymorphisms: 401G>A of MTHFDL1 gene, 677C>T, 1298A>C, 1793G>A of MTHFR
gene, 2756A>G of MTR gene and 776C>G of TCII gene.
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10. SPIS TABEL, RYCIN | FOTOGRAFII

Spis tabel

Tab. 1. Charakterystyka porownawcza kobiet z grupy z hipotrofig ptodu i pacjentek z grupy
kontrolnej.

Tab. 2. Charakterystyka polimorfizméw gendw bioragcych udziat w przemianie folianow.

Tab. 3. Sktad mieszaniny w reakcji PCR.

Tab. 4. Warunki dla poszczegolnych etapoéw reakcji PCR.

Tab. 5. Charakterystyka porownawcza kobiet z grupy z hipotrofia ptodu oraz z grupy
kontrolnej.

Tab. 6. Podziat pacjentek z grupy badanej w zaleznosci od tygodnia zakonczenia cigzy (pordd
>37+0 tc oraz pordd <36+6 tc).

Tab. 7. Podzial pacjentek z grupy badanej w zaleznoSci od masy urodzeniowej noworodka
(masa urodzeniowa noworodka >1500 g i <1500 g).

Tab. 8. Charakterystyka porownawcza danych dotyczacych noworodka z grupy z hipotrofiag
ptodu i z grupy kontrolne;j.

Tab. 9. Charakterystyka poréwnawcza danych dotyczacych noworodkéw z grupy badanej -
podziat w zaleznosci od tygodnia zakonczenia cigzy(porod >37 tc. i <37 tc.).

Tab. 10. Charakterystyka porownawcza danych dotyczacych noworodkow z grupy badanej -
podziat w zaleznosci od masy urodzeniowej noworodka (1500-2500 g oraz <1500 g).

Tab. 11. Czestos¢ wystepowania genotypoéw i alleli polimorfizmu 677C>T genu MTHFR w
grupie matek noworodkoéw z hipotrofia ptodu oraz w grupie kontrolne;j.

Tab. 12. Czg¢sto$¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 1298A>C genu MTHFR w
grupie matek noworodkoéw z hipotrofig ptodu oraz w grupie kontrolne;.

Tab. 13. Czg¢sto$¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 1793G>A genu MTHFR w
grupie matek noworodkow z hipotrofig ptodu oraz w grupie kontrolne;.

Tab. 14. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 1958G>A genu MTHFD1
w grupie matek noworodkoéw z hipotrofig ptodu oraz w grupie kontrolne;.

Tab. 15. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 401G>A genu MTHFD1 w
grupie matek noworodkow z hipotrofig ptodu oraz w grupie kontrolne;.

Tab. 16. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 2756A>G genu MTR w
grupie matek noworodkow z hipotrofig ptodu oraz w grupie kontrolne;.

Tab. 17. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 766C>G genu TCIl w
grupie matek noworodkoéw z hipotrofig ptodu oraz w grupie kontrolne;.

Tab. 18. Czgstos¢ wystepowania genotypoéw i alleli polimorfizmu 66A>G genu MTRR w
grupie matek noworodkow z hipotrofig ptodu oraz w grupie kontrolne;.

Tab. 19. Czgsto$¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 677C>T genu MTHFR w
grupie matek noworodkow z hipotrofia, z uwzglednieniem podziatu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolne;j.

Tab. 20. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 1298A>C genu MTHFR w
grupie matek noworodkow z hipotrofig, z uwzglednieniem podziatu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolne;.

Tab. 21. Czg¢sto$¢ wystegpowania genotypow i alleli polimorfizmu 1793G>A genu MTHFR w
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grupie matek noworodkow z hipotrofia, z uwzglednieniem podziatu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolnej.

Tab. 22. Czestos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 1958G>A genu MTHFD1
w grupie matek noworodkow z hipotrofig, z uwzglednieniem podzialu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolne;.

Tab. 23. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 401G>A genu MTHFD1 w
grupie matek noworodkow z hipotrofia, z uwzglednieniem podziatu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolne;j.

Tab. 24. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 2756A>G genu MTR w
grupie matek noworodkow z hipotrofig, z uwzglednieniem podziatu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolne;.

Tab. 25. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 776C>G genu TCIl w
grupie matek noworodkow z hipotrofia, z uwzglednieniem podzialu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolne;j.

Tab. 26. Czgstos¢ wystgpowania genotypoéw i alleli polimorfizmu 66A>G genu MTRR w
grupie matek noworodkow z hipotrofia, z uwzglednieniem podzialu na czas zakonczenia
cigzy >37 tc. 1 <37 tc. oraz w grupie kontrolne;.

Tab. 27. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 677C>T genu MTHFR w
grupie matek noworodkéw z hipotrofia, z uwzglednieniem podzialu na noworodki z
urodzeniowg masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolnej.

Tab. 28. Czg¢sto$¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 1298A>C genu MTHFR w
grupie matek noworodkoéw z hipotrofia, z uwzglednieniem podzialu na noworodki z
urodzeniowa masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolne;j.

Tab. 29. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 1793G>A genu MTHFR w
grupie matek noworodkéw z hipotrofia, z uwzglednieniem podzialu na noworodki z
urodzeniowg masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolnej.

Tab. 30. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 1958G>A genu MTHFD1
w grupie matek noworodkéw z hipotrofia, z uwzglednieniem podziatu na noworodki z
urodzeniowa masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolne;j.

Tab. 31. Czesto$¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 401G>A genu MTHFD1 w
grupie matek noworodkdéw z hipotrofig, z uwzglednieniem podzialu na noworodki z
urodzeniowa masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolnej.

Tab. 32. Czestos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu 2756A>G genu MTR w
grupie matek noworodkdéw z hipotrofig, z uwzglednieniem podzialu na noworodki z
urodzeniowa masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolnej.

Tab. 33. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu 776C>G genu TCIl w
grupie matek noworodkoéw z hipotrofia, z uwzglednieniem podzialu na noworodki z
urodzeniowa masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolnej.

Tab. 34. Czgstos¢ wystgpowania genotypoéw i alleli polimorfizmu 66A>G genu MTRR w
grupie matek noworodkdéw z hipotrofig, z uwzglednieniem podziatlu na noworodki z
urodzeniowa masg ciata >1500 g i <1500 g oraz w grupie kontrolnej.

Tab. 35. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw 677C>T oraz 1298A>C genu
MTHFR w badanych grupach kobiet.

Tab. 36. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw 677C>T oraz 1793G>A genu
MTHFR w badanych grupach kobiet.

Tab. 37. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw 1298A>C oraz 1793G>A genu
MTHFR w badanych grupach kobiet.

Tab. 38. Wspotwystepowanie genotypoéw polimorfizmow 1958G>A oraz 401G>A genu
MTHFD1 w badanych grupach kobiet.

Tab. 39. Wspotwystgpowanie genotypow polimorfizméw 677C>T genu MTHFR oraz
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1958G>A genu MTHFD1 w badanych grupach kobiet.

Tab. 40. Wspotwystgpowanie genotypow polimorfizmow
401G>A genu MTHFD1 w badanych grupach kobiet.

Tab. 41. Wspotwystgpowanie genotypow polimorfizmow
2756A>G genu MTR w badanych grupach kobiet.

Tab. 42. Wspotwystgpowanie genotypow polimorfizmow
66A>G genu MTRR w badanych grupach kobiet.

Tab. 43. Wspotwystgpowanie genotypow polimorfizmow
776C>G genu TCII w badanych grupach kobiet.

Tab. 44. Wspotwystepowanie genotypdéw polimorfizmow
1958G>A genu MTHFD1 w badanych grupach kobiet.

Tab. 45. Wspotwystepowanie genotypdéw polimorfizmow
401G>A genu MTHFD1 w badanych grupach kobiet.

Tab. 46. Wspotwystepowanie genotypdéw polimorfizmow
2756A>G genu MTR w badanych grupach kobiet.

Tab. 47. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmoéw
66A>G genu MTRR w badanych grupach kobiet.

Tab. 48. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmoéw
776C>G genu TCII w badanych grupach kobiet.

Tab. 49. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmow
1958G>A genu MTHFD1 w badanych grupach kobiet.

Tab. 50. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmow
401G>A genu MTHFD1 w badanych grupach kobiet.

Tab. 51. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmow
2756A>G genu MTR w badanych grupach kobiet.

Tab. 52. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmow
66A>G genu MTRR w badanych grupach kobiet.

Tab. 53. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmow
776C>G genu TCII w badanych grupach kobiet.

Tab. 54. Wspotwystepowanie genotypéw polimorfizméw 1958G>A genu MTHFD1

2756A>G genu MTR w badanych grupach kobiet.

Tab. 55. Wspotwystgpowanie genotypéw polimorfizméw 1958G>A genu MTHFD1

66A>G genu MTRR w badanych grupach kobiet.

Tab. 56. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw 1958G>A genu MTHFD1

776C>G genu TCII w badanych grupach kobiet.

677C>T genu
677C>T genu
677C>T genu
677C>T genu
1298A>C genu
1298A>C genu
1298A>C genu
1298A>C genu
1298A>C genu
1793G>A genu
1793G>A genu
1793G>A genu
1793G>A genu

1793G>A genu

MTHFR

MTHFR

MTHFR

MTHFR

MTHFR

MTHFR

MTHFR

MTHFR

MTHFR

MTHFR

MTHFR

MTHFR

MTHFR

MTHFR

Tab. 57. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméow 401G>A genu MTHFD1

2756A>G genu MTR w badanych grupach kobiet.

Tab. 58. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméow 401G>A genu MTHFD1

66A>G genu MTRR w badanych grupach kobiet.

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

Tab. 59. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw 401G>A genu MTHFD1 oraz

776C>G genu TCII w badanych grupach kobiet.

Tab. 60. Wspotwystgpowanie genotypdw polimorfizmow 2756A>G genu MTR oraz 66A>G

genu MTRR w badanych grupach kobiet.

Tab. 61. Wspotwystgpowanie genotypow polimorfizméw 2756A>G genu MTR oraz

776C>G genu TCII w badanych grupach kobiet.

Tab. 62. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw 66A>G genu MTRR oraz 776C>G

genu TCIl w badanych grupach kobiet.

Tab. 63. Polimorfizmy genéw zwigzanych z metabolizmem folianéw i ich udziat w rozwoju

hipotrofii ptodu.

Tab. 64. Inne matczyne polimorfizmy mogace mie¢ udziat w rozwoju hipotrofii ptodu.
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Spis rycin

Ryc. 1. Glowne grupy czynnikow ryzyka wewnatrzmacicznego zaburzenia wzrastania ptodu
[za Baschat i wsp., 2004].

Ryc. 2. Wzor strukturalny kwasu foliowego (C19H1906N7, m.cz. 441.,4).

Ryc.3 Cykl przemian folianéw [wg Moyers i wsp., 2001].

Ryc. 4. Dwuetapowa przemiana kwasu foliowego do TH4 folianu.

Ryc. 5. Pochodne TH4-folianu petnigce role koenzymoéw w wielu w reakcjach ustrojowych.
Ryc. 6. Przemiana TH4-folianu do N5,N10 metyleno-TH4 folianu.

Ryc. 7. Udziatl folianow w syntezie kwaséw nukleinowych [wg Czeczot 2008].

Ryc. 8. Udziat folianow w cyklu przemian homocysteiny w organizmie [wg Czeczot 2008].
Ryc. 9. Reakcja katalizowana przez reduktaze metylenotetrahydrofolianowa.

Ryc. 10. Reakcje katalizowane przez MTHFD1 [wg Brody i wsp. 2002].

Ryc. 11. Cykl przemian metioniny przy udziale enzyméw MTR i MTRR [wg Leclerc 1998].

Spis fotografii

Fot.1. Analiza genotypéw polimorfizmu 677C>T genu MTHFR po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Hinfl. Tor 1 marker wielko$ci 50 pz, tory 2, 5 to homozygoty niezmutowane
CC, tory 3, 4, 6, 8, heterozygoty CT, tor 7 to homozygota zmutowana TT.

Fot.2. Analiza genotypow polimorfizmu 1298A>C genu MTHFR po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Mboll. Tor 1 marker wielkosci 50 pz, tory 2, 3, 5, 6 to heterozygoty AC, tory 7,
8 homozygoty niezmutowane AA tor 4 to homozygota zmutowana CC.

Fot.3. Analiza genotypow polimorfizmu 1793G>A genu MTHFR po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Mbil, (BsrBI). Tor 1 marker wielko$ci 50 pz, tor 5 to heterozygota GA tory 2,
3,4, 6,7, 8, homozygoty niezmutowane GG.

Fot.4. Analiza genotypow polimorfizmu 1958G>A genu MTHFD1 po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Mspl. Tor 1 marker wielkosci 50 pz, tory 2, 4, 8 to homozygoty niezmutowane
GG, tory 3, 5, 7, to heterozygoty GA, tor 6, 9, to homozygoty zmutowane AA.

Fot. 5. Analiza genotypéw polimorfizmu 401G>A genu MTHFD1 po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym BsmAl (Alw261). Tor 1 marker wielkosci 50 pz, tory 3, 5, 6, 7, 10 to
homozygoty niezmutowane GG, tory 2, 4, 8 to heterozygoty GA tor 9 to homozygota
zmutowana AA.

Fot. 6. Analiza genotypow polimorfizmu 2756A>G genu MTR po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym BsuRI. Tor 1 marker wielkosci 50 pz., tory 2, 4, 6, 7, 8 homozygoty
niezmutowane AA, tor 3 heterozygota AG, tor 5 to homozygota zmutowana GG.

Fot. 7. Analiza genotypow polimorfizmu 766C>G genu TCIl po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Mval. Tor 1 marker wielkosci 50 pz, tory 2, 7 homozygoty niezmutowane AA,
tory 3, 4, 5, 8, heterozygoty AG, tor 6 to homozygota zmutowana GG.

Fot. 8. Analiza genotypéw polimorfizmu 66A>G genu MTRR po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Ndel (Fermentas, Litwa). Tor 1 marker wielkosci 50 pz., tor 7 homozygota
niezmutowana AA, tory 2, 4, 5, 6 heterozygoty AG, tory 3, 8 to homozygoty zmutowane GG.
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