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1. WSTEP

1.1. Poronienia nawracajgce jako istotny problem psychospoleczny

Poronienia nawracajace sg traumatycznym do$wiadczeniem, nawet jesli majg miejsce
w bardzo wczesnym etapie cigzy. Jest to wazny problem medyczny, ale rOwniez spoleczny.
Kobiety dotknigte tg patologia powinny by¢ zawsze objete opieka psychologiczng. Szacuje
si¢, ze okolo 5% par starajacych si¢ o cigz¢ doswiadcza dwoch nastepujacych po sobie
poronien, a okolo 1% par — trzech lub wigcej. Biorge wigc pod uwage relatywnie wysoka
czesto$¢ wystepowania tego powiktania potozniczego, jest to rowniez bardzo wazny problem
psychospoteczny [91, 73].

Nalezy takze wspomnie¢ o aspekcie ekonomicznym poronien nawracajacych. U
pacjentki z obcigzonym wywiadem w kierunku wystgpowania co najmniej dwoéch
nastepujacych po sobie poronien nalezy przeprowadzi¢ rozszerzong diagnostyke, co jest
zwigzane z dodatkowymi kosztami. Uwzgledniajac najczestsze przyczyny poronien, sg to
badania genetyczne, badania obrazowe majace na celu wykrycie ewentualnej wady
anatomicznej macicy, badania hormonalne, a takze badania w kierunku zakazen. Trzeba
rowniez rozwazy¢ diagnostyke partnera pacjentki. Tego typu postgpowanie, jak najbardziej
zasadne z punktu widzenia klinicysty, moze wydac¢ si¢ dos$¢ ucigzliwe dla pacjentki. Wigze si¢
bowiem z licznymi dodatkowymi hospitalizacjami oraz wizytami u réznych specjalistow.
Moze to wptywa¢ na dezorganizacje zycia, skutkowal czesta absencja w pracy czy tez
pogorszeniem relacji miedzy partnerami. ZwyKle jest to takze znaczne obcigzenie finansowe.

Okoto potowa kobiet z wywiadem w kierunku wystepowania poronien nawracajgcych
ma trudnosci z psychologicznym dostosowaniem si¢ do takiej sytuacji, co moze prowadzi¢ do
depresji, zaburzen nerwicowych lub cigglego uczucia Igku trwajacego nawet kilka miesigcy.
Jakkolwiek w przypadku poronienia rodzice nie nawigzuja wigzi uczuciowej z dzieckiem, zal
po utracie cigzy porownuje si¢ do tego odczuwanego po S$mierci dziecka. Poronienia
nawracajace maja duzy psychologiczny wpltyw na rodzicéw, jak i ich najblizsza rodzing,
przybierajac posta¢ zaburzen o charakterze stresu pourazowego, depresji, uczucia niepokoju
lub zaburzen snu. Nalezy takze zaznaczy¢, ze wystgpowanie poronien nawracajacych jest tak
silnym bodZcem psychicznym, Zze moze wywotywa¢ nawet odroczone reakcje pierwotnie nie
Zwigzane z tg konkretng patologia [74].

Psychologiczny efekt poronien nawracajacych jest silny rowniez dlatego, Ze jest to
zwykle zdarzenie niespodziewane. A nawet jesli pojawiaja si¢ sygnaly, ktore zwiastuja

wystgpienie kolejnego poronienia, naturalnym jest fakt, ze wigkszos¢ kobiet skupia si¢ na



nadziei na prawidlowy przebieg cigzy. Pacjentki doswiadczajace kilku nastepujacych po sobie
niepowodzen, po kazdym niepomy$lnym zakonczeniu cigzy musza ponownie konfrontowac
si¢ z traumatyzujagcym doswiadczeniem. Czgsto skutkuje to obwinianiem za to wlasnej osoby,
co poteguje przykre doznania.

W $rodowisku lekarskim panuje przekonanie, ze negatywny psychologiczny aspekt
poronien nawracajacych jest sprawa oczywista. W zwiagzku z tym czesto na plan dalszy
odsuwa si¢ wage wlasciwego wsparcia psychologicznego w takich sytuacjach. Nieudzielenie
pomocy moze przyczyni¢ si¢ do przeksztalcenia si¢ adekwatnych w takich sytuacjach reakcji
emocjonalnych w zaburzenia o charakterze patologicznym. Nalezy przy tym podkresli¢, ze
emocjonalne reakcje odczuwane przez pacjentke mogg mie¢ dtugofalowe skutki. Jest to takze
wazne ze wzgledu na fakt, ze dlugotrwaly stres prawdopodobnie jest czynnikiem
sprzyjajacym wystgpowaniu poronien nawracajacych [73].

Wizyty kontrolne u lekarza prowadzacego powinny odbywac si¢ stosunkowo szybko
po poronieniu, w przeciggu 1-2 tygodni. Podczas rozmowy nalezy oméwi¢ przyczyny
poronienia oraz ewentualne opcje postgpowania medycznego. Jesli to mozliwe, zaleca si¢
unikania badania przedmiotowego w trakcie pierwszego spotkania po utracie cigzy. Ocena

stanu psychicznego pacjentki powinna sta¢ si¢ nieodlgcznym elementem kazdej kolejnej

wizyty [91].

1.2. Poronienie, poronienia nawracajace i nawracajace utraty ciaz

Poronieniem (abortion, miscarriage) okresla si¢ wydalenie z jamy macicy zarodka lub
plodu przed ukonczeniem 22 tygodnia ciazy (tc.). Po skonczeniu 22 tc. rozpoznaje si¢ porodd
przedwczesny, niezaleznie od tego czy pldod urodzit sie zywy, czy tez martwy. Takie
kryterium przyjeto w ponizszym opracowaniu. Jednak powyzsza definicja nie jest
powszechnie respektowana. Wedtug niektorych autoréw poronienie to samoistne zakonczenie
cigzy na etapie, w ktorym ptdd nie jest zdolny przezy¢ poza jamg macicy. Dane historyczne
pochodzace z Wielkiej Brytanii podaja, ze ptdd moze samodzielnie przezy¢, gdy urodzi si¢ po
zakonczeniu 28 tygodnia cigzy. W miar¢ bardzo szybkiego rozwoju opieki perinatalnej i
neonatologicznej okres ten przesunig¢to na 24 tc. Obecnie w Wielkiej Brytanii poronieniem
okresla si¢ kazda cigze zakonczong przed 23 tc. [127]. Z uwagi na nie zawsze prawidlowo
okreslony czas trwania cigzy w momencie jej zakonczenia, szczegdlnie w Krajach
rozwijajacych sie, Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO - World Health Organisation)

rekomenduje definiowanie poronienia jako zakonczenie cigzy przed osiaggnieciem przez ptod
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wagi 500 g, co odpowiada cigzy do 20 tygodnia jej trwania. Jest to oparte na zalozeniu, ze
noworodek wazacy co najmniej 500 g jest zdolny do samodzielnego przezycia [163].

Nadal brak jest rowniez petnej zgodnosci co do definicji nawracajacych poronien (RM
— recurrent miscarriges) i nawracajacych utrat cigz (RPL — repeated pregnancy loss).
Christiansen sugeruje, aby za poronienia nawracajace uznawac co najmniej trzy nastepujace
po sobie poronienia, a nawracajace utraty cigz maja dotyczy¢ powtarzajacych si¢
niepowodzen do 28 tygodnia cigzy [24]. Z kolei definicja American Society for Reproductive
Medicine (ASRM) z 2013 roku na pierwszym miejscu podkresla, ze poronienia nawracajgce
sg chorobg, a rozpoznanie jest stawiane po wystgpieniu co najmniej dwoch samoistnych
poronien [121]. Wedlug WHO poronieniami nawracajacymi okresla si¢ co najmniej trzy
wystepujace po sobie poronienia w jednym zwigzku partnerskim. Jednak zgodnie z
rekomendacjami Polskiego Towarzystwa Ginekologicznego (PTG) dotyczacymi wybranych
patologii wczesnej cigzy oraz postepowania w cigzy po zaplodnieniu pozaustrojowym
poszerzenie diagnostyki jest wskazane juz po dwoch nastgpujacych po sobie poronieniach
[130, 131]. European Society of Human Reproduction and Embriology (ESHRE) zaleca
ustalenie przyczyny poronienia w przypadku 2 utrat cigzy powyzej 12 tygodnia lub 3
wczesnych utrat cigzy ponizej 12 tygodnia [45].

Nalezy takze zaznaczy¢, iz zgodnie z rekomendacjami ASRM kazda cigza, ktora
zakonczyla si¢ poronieniem musi by¢ udokumentowana wczesniejszym badaniem
ultrasonograficznym lub badaniem histopatologicznym wydalonego z jamy macicy materiatu
[121]. Tym samym, z definicji poronien nawracajacych wykluczono utraty cigz tzw.
biochemicznych, czyli rozpoznawanych wylgcznie na podstawie podwyzszonego st¢zenia
beta-hCG w moczu lub surowicy krwi. Biorgc powyzsze zalozenia pod uwagg,
rozpoznawanie poronienia w oparciu 0 wzrost z nastgpujacym po nim stopniowym spadkiem
stezenia beta-hCG jest bledem. Te przypadki dotycza miedzy innymi samoistnej absorpcji
bardzo wczesnych cigz ektopowych lub zaburzonego procesu implantacji zarodkow z
anomaliami genetycznymi. U takich pacjentek stezenie beta-hCG pierwotnie moze
wskazywaé na ciagzg, ale nigdy jednak nie rozwinie si¢ ona prawidlowo i nie bedzie
potwierdzona ultrasonograficzne lub histopatologiczne. Ponadto etiologia nawracajacych utrat

cigz biochemicznych rdézni si¢ od etiologii nawracajacych poronien [23].
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1.3. Czestos¢ wystepowania poronien nawracajacych

Uwaza si¢, ze wczesna utrata cigzy jest najczestszym powiktaniem polozniczym,
dotyczacym 75% kobiet starajacych si¢ o dziecko. Duza ich czg$¢ nie jest w ogole
rozpoznawana, czg¢sto bowiem krwawienie towarzyszace poronieniu jest mylone przez
pacjentki z opdznionym wystapieniem miesigczki. Wigkszo§¢ danych okresla czgstosé
wystepowania samoistnych poronien na 10-15% wszystkich cigz. Szacuje si¢, ze poronienie
dotyczy okoto 10% cigz powyzej 6 tygodnia, a 25% ciaz jest zagrozona poronieniem. Jednak
uwidocznienie czynnosci serca ptodu w badaniu ultrasonograficznym zmniejsza ryzyko utraty
cigzy do 1,5-3% zaleznie od tygodnia [148, 153]. Faktyczna czesto$¢ poronien jest jednak
znacznie wyzsza 1 moze si¢ga¢ nawet 50%, co wynika z wysokiego odsetka utrat cigz, tzw.
biochemicznych, czyli w okresie przedimplantacyjnym. Dobrze obrazuja to wyniki badania
Wilcox i wsp. Autorzy tej pracy do grupy badanej zakwalifikowali 221 zdrowych kobiet,
ktore staraly si¢ o cigze. Codziennie oznaczano u nich st¢zenie beta-hCG w moczu, a za
warto$¢ dodatnig pozwalajaca na rozpoznanie cigzy biochemicznej przyjeto 0,025 ng/ml przez
trzy kolejne dni. Na tej podstawie rozpoznano 198 cigz, z ktorych 22% uleglo zakonczeniu
zanim cigz¢ potwierdzono w badaniu ultrasonograficznym. Catkowity odsetek ciaz, ktore
ulegly poronieniu po implantacji, tgcznie z klinicznie potwierdzonymi poronieniami
samoistnymi wynosit 31% [165].

Szacuje sie, ze okoto 5% par starajacych si¢ o cigze doswiadcza dwoch nastepujacych
po sobie poronien, a okoto 1% par — trzech lub wigcej. Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze
prawdopodobienstwo wystgpienia samoistnego poronienia zwigksza si¢ po kazdym
niepowodzeniu. Ryzyko wystapienia kolejnego poronienia u pacjentki z wywiadem
obcigzonym w kierunku jednego niepowodzenia wynosi okoto 15%, u pacjentki z dwoma
poronieniami w wywiadzie ryzyko kolejnej utraty ciagzy wzrasta do 30%, natomiast u
pacjentki po trzech przebytych poronieniach — az do 30-45%. Ryzyko to jest zwielokrotnione
u pacjentek, ktore nigdy nie urodzity zywego noworodka. Szacuje si¢, Ze szansa na urodzenie
zdrowego, donoszonego noworodka u pacjentek z 3, 4 1 5 lub wigcej poronieniami w
wywiadzie wynosi odpowiednio — 42-86%, 41-72% i 23-51% [24].

Wiegkszos¢ dotychczasowych badan dotyczacych czgstosci wystgpowania tej patologii
polozniczej traktuje temat szerzej, wlaczajac do analizowanych grup pacjentki z wywiadem
obciazonym w kierunku nawracajacych utrat cigz, czyli ciagz zakonczonych przed 28
tygodniem. Jednak nalezy mie¢ na uwadze fakt, ze czgstoS¢ wystepowania poronien

nawracajacych bardzo silnie zalezy od doboru grupy badanej. Jesli analizowana grupe beda
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stanowily pacjentki, u ktorych wystgpito spéznienie miesigczki o 2 lub 3 dni, a wynik testu
cigzowego byl dodatni, to w efekcie stwierdzi si¢ u nich wysoki odsetek utraty cigz, a niski
braku cigzy. Jesli natomiast do badania wlaczone zostang kobiety w 6-7 tygodniu cigzy,
potwierdzonej w badaniu ultrasonograficznym, to wiekszos¢ przedklinicznych poronien nie

bedzie rozpoznana i odnotuje si¢ wyzszy procent kobiet bez cigz, a nizszy poronien [24].

1.4. Przyczyny poronien nawracajacych

Przyczyny poroniern nawracajacych

/ AN

immunologiczne

harmonalne \

rakazenia

trombofilia

zespot antyfosfolipidowy

Rycina 1. Przyczyny poronien nawracajacych.

1.4.1. Przyczyny anatomiczne

Szacuje si¢, ze anomaliec budowy macicy sa obecne u 3% kobiet z wywiadem
obcigzonym w Kierunku nawracajacych utrat cigzy [26]. Wérod przyczyn anatomicznych,
ktore moga by¢ bezposrednig przyczyna poronien nawracajacych nalezy wyrozni¢ wady
wrodzone i nabyte macicy.

Czesto$¢ wystepowania wrodzonych wad macicy szacuje si¢ na 0,2 — 10% populacji
ogblnej kobiet. Tak duza rozbiezno$¢ wynika z najczesciej bezobjawowego wystepowania
anomalii i rozpoznania jej dopiero w trakcie prowadzenia poszerzonej diagnostyki w

przypadku niepowodzen rozrodu. Do wad wrodzonych nalezg m.in. przegroda macicy,
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Macica jednorozna, macica dwurozna, macica podwodjna oraz macica tukowata. Szacuje sie,
ze ryzyko poronienia w odniesieniu do wszystkich wad macicy bedacych konsekwencja
nieprawidlowego rozwoju przewodow Miillera jest najwicksze w przypadku przegrody
macicy. Najprawdopodobniej wynika to z duzej szansy implantacji zarodka w stabo
unaczynionej przegrodzie tkankowej [26, 89].

Wady nabyte natomiast, obejmuja mig¢$niaki macicy, polipy endometrialne, zrosty
wewnatrzmaciczne czy zespot Ashermana. Do anatomicznych przyczyn nawracajacych
niepowodzen cigzy zaliczy¢ mozna réwniez niewydolno$¢ cie§niowo-szyjkowg oraz wady
powstate wskutek wewnatrzmacicznej ekspozycji na dietylstilbestrol.

Patofizjologia wudzialu wad macicy w etiogenezie poronienh nawracajacych
prawdopodobnie polega na nieprawidlowym rozwoju i funkcjonowaniu jednostki maciczno-
lozyskowej oraz ograniczeniu wzrastania ptodu. Rozwaza si¢ rowniez zmniejszong objetos$é
macicy bedaca skutkiem jej nieprawidlowego ksztattu jako czynnika zwigkszajacego ryzyko
utraty cigzy [26]. Anatomiczne defekty macicy odpowiadajg takze za wiele innych powiktan
potozniczych, w tym porod przedwczesny czy nieprawidlowe polozenie 1 ulozenie plodu.
Jednak nie jest wykluczone, ze pacjentka z wadg strukturalng macicy urodzi zdrowego,

donoszonego noworodka [122, 161, 168].

1.4.2. Czynniki genetyczne

Uwaza si¢, ze 60% samoistnych poronien jest spowodowana aberracjami
chromosomowymi ptodu. Wynika to z faktu, ze duza ilos¢ komodrek rozrodczych czlowieka
zawiera wadliwy materiat genetyczny. W 20-30% oocytow i W 6-8% plemnikow miodych,
zdrowych osob obserwuje si¢ obecnos¢ aberracji chromosomowej. Istotne jest, ze odsetek ten
ro$nie wraz z wiekiem kobiety [86]. Uwaza si¢, ze trisomia chromosoméw autosomalnych
stanowi ok. 22% wszystkich aberracji chromosoméw bedacych przyczyng poronienia na
wczesnym etapie cigzy. Zwykle jest to mutacja powstajaca de novo jako skutek nondysjunkcji
chromosomow w czasie pierwszego podziatu mejotycznego w gametach, przy prawidlowym
kariotypie rodzicow. Jednak u 3-6% par z wywiadem obcigzonym w kierunku wystepowania
poronien nawracajacych stwierdza si¢ nosicielstwo aberracji chromosomowej, zwykle
translokacji lub inwersji. Ponadto u jednego z rodzicow moze by¢ obecny kariotyp
mozaikowy z aneuploidig w czgsci komorek. Najczgsciej wystgpujaca aberracja jest trisomia
chromosomu 16, stanowiac ok. 30% wszystkich trisomii. Spos$rod aberracji chromosomow
plciowych za najczgstsza przyczyne poronien w I trymestrze cigzy uwaza si¢ monosomie

chromosomu X, czyli zesp6t Turnera. Mutacja ta stanowi ok. 19% aberracji bedacych
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przyczyng wczesnych utrat cigz. U poronionych zarodkéw 1 plodow z aberracja
chromosomowa prawie zawsze stwierdza si¢ znaczne wady rozwojowe. Wigkszo$¢ zarodkow,
u ktorych obecna jest aberracja chromosomowa ulega poronieniu w pierwszym trymestrze
cigzy. 60% zarodkow, ktore ulegly poronieniu w pierwszym trymestrze cigzy ma aberracje
chromosomowa, w drugim trymestrze — 15% plodoéw, a w trzecim — 5% [86].

W aspekcie genetycznym przyczyna poronien nawracajacych s3 rowniez
submikroskopowe rearanzacje genomowe, poniewaz moga one wynika¢ z ich nosicielstwa u
rodzicow. Tego typu nieprawidlowosci genetyczne stwierdza si¢ u okoto 2% par z wywiadem
obcigzonym w kierunku wystgpowania poronien nawracajacych. Ponadto wsrdd przyczyn
genetycznych wymienia si¢ choroby jednogenowe oraz zaburzenia uwarunkowane

wieloczynnikowo.

1.4.3. Czynniki immunologiczne

Zwiazane z ukladem odpornosciowym przyczyny nawracajacych utrat cigz mozna
podzieli¢ na autoimmunologiczne 1 alloimmunologiczne. Czynniki alloimmunologiczne sg
rezultatem r6znic w budowie antygendéw u konkretnych osob. W ujeciu immunologicznym
mozna przyjac, ze plod jest allogenicznym przeszczepem do organizmu matki z catkiem
innym skfadem antygendéw. Poronienic moze by¢ wynikiem odrzucenia przeszczepu, czyli
plodu. W ostatnich latach wysuni¢to hipoteze, ze w organizmie matki obecne sg krazace
przeciwciala zwane blokujacymi, ktore w prawidlowych warunkach nie dopuszczaja do
rozwoju reakcji biorca przeciw dawcy, prawdopodobnie poprzez ukrywanie antygenow
obecnych w trofoblascie. Sugeruje si¢, ze u pacjentek z poronieniami nawracajagcymi moze
dochodzi¢ do nieprawidtowego funkcjonowania tego typu mechanizméw [41].

Ponadto do zaburzenia procesow odpowiedzialnych za prawidlowy przebieg
implantacji i catej cigzy moze dochodzi¢ na etapiec wzmozonej antygenowosci trofoblastu,
immunomodulujacej roli cytokin prozapalnych i progesteronu oraz immunoregulacji na
poziomie doczesnej [93].

Zagrozenie wczesng utratg cigzy jest rowniez istotnie zwigkszone w innych, poza
zespotem antyfosfolipidowym, jednostkach chorobowych o podlozu autoimmunologicznym,
takich jak toczen rumieniowaty ukladowy, reumatoidalne zapalenie stawow, choroby
autoimmunologiczne tarczycy, zapalenie skorno-mig$niowe czy zapalenie wielomigéniowe
[157].

Za immunologicznym podtozem poronien przemawia takze czestsze wystgpowanie

tego powiklania u kobiet z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy. Czgstos¢
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wystepowania poronien nawracajacych w tej grupie pacjentek jest 2-3-krotnie wyzsza niz w
populacji ogoélnej. Thumaczy si¢ to istnieniem uogo6lnionych zaburzen immunologicznych
towarzyszacych autoimmunologicznym chorobom tarczycy, zbyt matym stgzeniem
hormondéw tarczycy dla odpowiedniego etapu cigzy oraz starszym wiekiem pacjentek z

rozpoznaniem tego typu zaburzen czynnos$ci gruczotu tarczowego [52, 162].

1.4.3.1. Zespot antyfosfolipidowy

Wsrdd chordb o podlozu autoimmunologicznym za bardzo wazng przyczyne poronien
nawracajacych uwaza si¢ przede wszystkim zespot antyfosfolipdowy (APS — antipospholipid
antibody syndrome), gdzie ryzyko poronienia we wczesnej cigzy sigga nawet 50-70% [85,
157]. Zespo6t antyfosfolipidowy jest zlozong jednostkg chorobowa wywotang przez obecnosé¢
przeciwcial przeciw proteinom tworzacym kompleksy z fosfolipidami i fosfolipidom
zaangazowanym w krzepnigcie. Klinicznie APS manifestuje si¢ wystepowaniem zakrzepicy
zylnej 1 tetniczej, nawykowymi poronieniami, trombocytopenig oraz zmianami w uktadzie
krazenia i uktadzie nerwowym. Nalezy podkreslic, ze co najmniej jedno obumarcie
prawidtowego morfologicznie ptodu po 10 tc. lub co najmniej trzy nastepujace po sobie
poronienia samoistne przed 10 tc. sa jednymi z kryteriow klinicznych rozpoznania zespotu
antyfosfolipidowego [102, 141].

Mechanizmy utrat cigzz w APS mozna podzieli¢ na zwigzane z zakrzepica oraz
niezalezne od niej. Prokoagulacyjne dziatanie przeciwcial antyfosfolipidowych
prawdopodobnie prowadzi do powstawania ognisk zakrzepicy w doczesnej 1 kosmowce.
Ponadto dochodzi do aktywacji komoérek srodblonka, monocytow oraz ptytek krwi. Wskutek
aktywacji komorek $rodblonka dochodzi m.in. do nasilonej ekspresji czynnika tkankowego,
ktéry generuje wzmozong ilo$¢ trombiny. Obserwuje si¢ ponadto spadek stezenia
prostacykliny oraz towarzyszacy wzrost st¢zenia tromboksanu, inhibitora aktywatora
plazminogenu oraz antygenoéw tkankowego aktywatora plazminogenu. Zaburzenie rOwnowagi
migdzy prostacykling a tromboksanem na korzy$¢ tromboksanu skutkuje zwe¢zeniem naczyn
krwionosnych i nieprawidlowym krazeniem w obrebie jednostki matczyno-ptodowej.
Przeciwciata antyfosfolipidowe moga rowniez hamowac¢ zalezng od fosfolipidow aktywacje
biatek C i S [39].

Do mechanizmoéw utrat cigz w APS niezwigzanych z zakrzepica mozna zaliczy¢
obnizone st¢zenie interleukiny-3, ktora petni istotng role w prawidlowym rozwoju trofoblastu,
m.in. poprzez wspomaganie zagniezdzenia i inwazji trofoblastu. Ponadto w badaniu

histologicznym poplodow wskazuje si¢ na role zawalow lozyska jako na ewentualng
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przyczyng poronien W APS. Nalezy réwniez wspomnie¢ o aktywujacym dzialaniu przeciwciat
antyfosfolipidowych w stosunku do ukladu dopetniacza, co prowadzi do powstania
czynnikoéw posredniczacych w uszkodzeniu tozyska i jego nieprawidlowym unaczynieniu.
Przeciwciata przeciw beta-2-glikoprotienie-1 ograniczajg inwazje¢ trofoblastu, a ponadto maja
zdolno$¢ indukowania apoptozy jego komorek. W mniejszym stezeniu natomiast, nasilaja
syntez¢ cytokin i chemokin, co powoduje naptyw makrofagéw i neutrofili do doczesnej.
Uwaza si¢, ze wczesne poronienie u kobiet z APS jest raczej zwigzane z reakcja zapalng niz z
zakrzepicg. Powiklania wystepujace w pdzniejszych etapach cigzy sa natomiast pochodnag

dziatania mechanizméw zapalnych i aktywacji krzepnigcia [149].

1.4.4. Czynniki hormonalne

Owulacja, prawidlowy przebieg implantacji, a takze wczesne etapy cigzy sa zalezne
od niezaburzonego funkcjonowania uktadu wewnatrzwydzielniczego matki. Najwiecej uwagi
skupia si¢ na ogolnoustrojowych chorobach endokrynologicznych, w tym cukrzycy i
zaburzeniach dotyczacych tarczycy, a takze na niewydolnosci lutealnej [151].

Uwaza si¢, ze kobiety z prawidlowo kontrolowang cukrzycg nie sg narazone na
wieksze prawdopodobienstwo wystgpienia poronienia. Jednak pacjentki nieskutecznie, badz
nieprawidlowo leczone, co moze by¢ udokumentowane zbyt wysokim odsetkiem
hemoglobiny glikowanej w pierwszym trymestrze cigzy, nalezg do grupy podwyzszonego
ryzyka poronien, jak réwniez wad rozwojowych ptodu. Szacuje si¢, ze ryzyko wystgpienia
poronien nawracajacych w tej grupie pacjentek jest 2-3 krotnic wigksze niz w populacji
0golnej. Ponadto niewyréwnana metabolicznie cukrzyca wigze si¢ z 4-krotnie wigkszym
ryzykiem poronienia w porownaniu do cukrzycy metabolicznie wyrownanej [96, 124].

Zarowno nadczynno$¢, jak 1 niedoczynno$¢ tarczycy moze by¢ czynnikiem
sprawczym wystepowania poronien nawracajacych [71]. Jakkolwiek nie ma jednoznacznych
dowodow potwierdzajacych wptyw dysfunkeji tarczycy na ryzyko poronien nawracajacych,
to badanie hormonow gruczotu tarczowego u tego typu pacjentek jest jak najbardziej zasadne.
Jednym z prawdopodobnych mechanizméw mogacych wyjasnia¢ zwigzek niedoczynnosci
tarczycy z ryzykiem utraty cigzy jest zwiekszenie stezenia prolaktyny poprzez stymulacje
TSH (tyreotropina, thyroid-stimulatong hormone), co skutkuje niewydolnoscia ciatka zottego.

Dla procesu implanatcji i rozwoju wczesnej cigzy niezbedna jest prawidlowa funkcja
cialka zoltego zwigzana glownie z produkcja progesteronu, ktéory warunkuje przemiang
doczesnowa 1 zagniezdzenie. Szacuje si¢, ze niewydolnos¢ lutealna, czyli zaburzenia

endokrynnej aktywnosci cialka zoitego moga by¢ czynnikiem sprawczym od 3,5% do nawet
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20% poronien [157]. Cialko zolte jest zrodlem progesteronu, ktory przygotowuje
endometrium do zagniezdzenia blastocysty i warunkuje rozwdj ptodu do 8 tc. W kolejnych
etapach cigzy za produkcje progesteronu odpowiada trofoblast, a po 16 tc. lozysko. Zbyt mate
stezenie progesteronu wynikajace z zaburzonej funkcji ciatka zottego moze skutkowac
nieplodnosécig lub wczesnymi utratami cigz. Wsréd przyczyn niewydolnoséci lutealne;]
wymienia si¢ zaburzong folikulogenez¢ zwigzang mi.in. z nieprawidlowa sekrecja
gonadotropin, zbyt matg syntez¢ LDL (lipoproteina niskiej gestosci - low density lipoprotein),
brak receptorow dla progesteronu, choroby przewlekle i zaburzenia metaboliczne, w tym
niedoczynno$¢ tarczycy. Nalezy rowniez podkreslic, ze czynnikiem luteolitycznym
niekorzystnie wptywajacym na funkcje ciatka zottego jest prolaktyna, ktora negatywnie
oddzialuje na steroidogeneze w ciatu zottym. Ponadto uwaza si¢, ze prolaktyna zmniejsza
liczb¢ receptoréw dla LH (lutropina, luteinizing hormone) w jajniku. W praktyce, w zwigzku
z nietatwym ustaleniem przyczyny zaburzonej funkcji ciatka zottego, leczeniem z wyboru jest
substytucyjne podawanie progesteronu [63, 150].

Wiele badan sugeruje zwigzek zespotu policystycznych jajnikoéw (PCOS - polycystic
ovary syndrome) ze zwickszong czestoscia wczesnych utrat cigz [66, 76, 125]. Wsrod
czynnikdw odpowiadajacych za wystgpowanie poronien w PCOS wymienia si¢ hipersekrecje
LH, hiperinsulinemie, hiperandrogenemig, otylo$¢ oraz zaburzenia w przygotowaniu blony

Sluzowej macicy do rozwoju cigzy.

1.4.5. Zakazenia

Istnienie wspolnej mikrobiologicznej przyczyny poronien nawracajacych nie zostato
dotychczas potwierdzone. Co wigcej, zakazenie jest postrzegane jako rzadki czynnik ryzyka
wystepowania tego powiktania potozniczego. Ponadto pacjentki z wywiadem obcigzonym
wystepowaniem poronien nawracajacych nie odnoszg korzysci z badan w kierunku zakazenia.

Zakazenia wewnatrzmaciczne 1 uogélnione s3 zwykle zwigzane z poronieniem
jednorazowym. W przypadku poronien nawracajacych czynnikiem etiologicznym moga by¢
przewlekte stany zapalne blony $luzowej macicy. W tym aspekcie najczgsciej rozpatruje si¢
infekcje Ureaplasma urealitycum oraz Mycoplasma hominis.

Wsrod uogdlnionych infekeji istotny wplyw na prawidtowy przebieg ciazy maja wirus
rézyczki, opryszcezki, cytomegalii, odry oraz wirusowe zapalenie §linianek. Nalezy rowniez
podkresli¢ role bakteriemii i1 toksemii jako czynnikow zagrazajacych cigzy. Ponadto
podwyzszona temperatura ciala towarzyszaca infekcjom moze prowadzi¢ do wyzwolenia

czynnos$ci skurczowej macicy i oddzielenia si¢ jaja plodowego. Istotne jest takze znaczenie
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toksoplazmozy oraz listeriozy, ktére moga by¢ przyczyna poronien w przypadku wczesnej
wewnatrzmacicznej infekcji ptodu lub mogg prowadzi¢ do rozwoju embriopatii oraz fetopatii
[150].

Szacuje sie, ze zakazenia moga by¢ przyczyng poronien w mniej niz 4% przypadkow.
Mozliwy patomechanizm dotyczy wytwarzania toksycznych produktéw przemiany materii
przez drobnoustroje, zakazenie zarodka lub lozyska, przewlekla infekcje endometrium oraz
zakazenie wewnatrzmaciczne. Wydaje si¢, ze wirusy stanowig najczgstszy rodzaj patogenu.
Szczegolnie wirus cytomegalii, ktory moze zainfekowac tozysko poprzez uogélniong wiremie
lub droga wstepujaca. Herpeswirusy powodujg nawracajgce zakazenia drog rodnych, ktore
moga dotyczy¢ takze jednostki tozyskowo-plodowej. Jako czynnik sprawczy utrat cigz w
aspekcie zakazen rozpatruje si¢ réwniez infekcje parwowirusem. Co wigcej, wykazano
zwigkszone ryzyko poronienia u kobiet z bakteryjng waginozg w trakcie wczesnej cigzy [20,
110].

1.4.6. Inne przyczyny poronien nawracajacych

Innymi udowodnionymi przyczynami poronien nawracajgcych sa czynniki toksyczne
(alkohol, palenie papierosow, gazy anestetyczne, pestycydy, zanieczyszczenia chemiczne,
ksenobiotyki, w tym rte¢, oldow, arsen, formaldehyd, toluen, selen, formalina), praca w
zasiegu pola elektromagnetycznego, zaburzenia metaboliczne (uszkodzenie watroby,
uszkodzenie nerek, cukrzyca, dysfunkcje tarczycy), hiperspermia (>250 plemnikéw / 1 mL
nasienia), oligospermia, zaawansowany wiek matki, niedowaga przed cigza czy tez wczesne
wystgpienie pierwszej miesigcezki (przed 11 r.z.). Ryzyko utraty kolejnej cigzy zwigksza takze
obcigzony wywiad w kierunku wczes$niejszych poronien oraz otytos¢ pacjentki [157].

Zwiazek wystepowania poronien nawracajacych z wiekiem matki jest uzasadniany
hipoteza, ze w poZniejszym okresie zycia kobiety duzg cze$¢ oocytow stanowia oocyty
nieprawidlowe, ktére byly dotychczas pominigte w procesie rekrutacji pecherzykdéw. W
zwigzku z tym wzrasta liczba letalnych wad genetycznych plodow, co jest przyczyna
poronienia. Potwierdzajg to obserwacje prowadzone w grupie biorczyn oocytow, gdzie nie
zaobserwowano korelacji wieku z odsetkiem poronien. W okreslaniu ryzyka wystapienia
kolejnego poronienia nie bez znaczenia pozostaje rOwniez zaawansowany wiek ojca.

Ekspozycja na dym tytoniowy 1 jego wpltyw na reprodukcje jest przedmiotem licznych
badan. Dym tytoniowy zawiera znaczne ilo$ci zwigzkoéw toksycznych. Nikotyna odpowiada
za redukcje krazenia w jednostce matczyno-ptodowej poprzez dzialanie wazoaktywne. Tlenek

wegla uposledza utlenowanie krwi, a olow jest powszechnie znang neurotoksyng. Jednak
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mimo szeroko pojetego negatywnego dziatania, palenie tytoniu wydaje si¢ jedynie
nieznacznie zwigkszac ryzyko poronien nawracajacych.

Spozycie kawy rowniez jest rozpatrywane jako mozliwy czynnik wplywajacy na
niepomys$lny przebieg cigzy, w tym wystgpowanie poronien. W 2008 roku Weng i wsp.
przeprowadzili badanie kohortowe, z bardzo duzg liczebnie grupa 1063 osob. Wykazano, ze
spozycie kofeiny mialo zalezny od dawki wplyw na ryzyko poronien na wszystkich
poziomach konsumpcji. U kobiet spozywajacych mniej niz 200 mg kofeiny na dobeg
odnotowano 1,42 razy wigksze ryzyko poronien wczesnych, natomiast u pacjentek
spozywajacych 200 mg lub wigcej kofeiny na dobe 2,23 razy wigksze ryzyko w porOwnaniu
do 0s6b w ogole nie pijacych kawy. Ponadto taka korelacja byla silniejsza w przypadku
kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym w poroéwnaniu do tych, u ktorych wystgpito

juz poronienie [164].

1.5. Trombofilie wrodzone jako przyczyna poronien nawracajacych

Termin ,.trombofilia” zostal wprowadzony do nomenklatury medycznej w 1965 roku
przez Egeberga dla opisania stanu wzmozonej sklonnosci prozakrzepowej u chorego z
niedoborem antytrombiny Il [42]. Wspblczesnie mianem trombofilii okresla sie wrodzong
(uwarunkowang genetycznie) lub nabyta sklonno$¢ do wystepowania zaburzen zakrzepowo-
zatorowych. Szacuje sie, ze U okolo 10% osob z populacji ogoélnej rozpoznawana jest
obecno$¢ co najmniej jednej mutacji warunkujacej trombofilie wrodzong. Mutacje te
odpowiadaja za 1/3 przypadkow zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej [8]. Czesto$¢
wystgpowania trombofilii wrodzonych u pacjentek z wywiadem obcigzonym w Kierunku
wystepowania poronien nawracajacych okresla si¢ na 3-42%. Tak znaczna rozbieznos$¢ jest
prawdopodobnie podyktowana réznorodnoscig kryteriow stosowanych przy doborze grupy
badanej, w jednych badaniach wlaczane sg tylko poronienia na wczesnych etapach ciazy, w
innych utraty cigzy w pierwszym i drugim trymestrze.

Nabyta trombofili¢ obserwuje si¢ w zespole antyfosfolipidowym. Wystepowaniu
trombofilii sprzyja matoptytkowo$¢ spowodowana heparyng (HIT - heparine-induced
thrombocytopenia), choroby mieloproliferacyjne, choroby nowotworowe, zespot nerczycowy,
stosowanie doustnych lekéw antykoncepcyjnych lub hormonalnej terapii zastgpczej,
dlugotrwale okresy unieruchomienia, palenie tytoniu, okres okotooperacycjny, otylos¢,
podeszty wiek, odwodnienie. Podzial trombofilii na wrodzong i nabytg oraz jej najczgstsze

przyczyny przedstawia rycina 2.
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Rycina 2. Podziat trombofilii na wrodzong i nabyta oraz jej najczestsze przyczyny.

W przebiegu prawidlowej cigzy rozwija si¢ stan hiperkoagulacji spowodowany

wzrostem st¢zenia czynnikow prozakrzepowych, spadkiem stezenia biatka S, nabyta

opornoscig na biatko C oraz zmniejszong fibrynoliza. Nasilenie krzepniecia w obrebie

krazenia maciczno-tozyskowego powoduje zwigkszenie stezenia produktéow aktywacii

protrombiny i D-dimerow [46]. Obserwowany wzrost potencjatu prozakrzepowego z jednej

strony zabezpiecza przed krwotokiem w przebiegu porodu i1 pologu, z drugiej jednak moze

przyczynié¢ si¢ do rozwoju zakrzepicy i zaburzen w obrebie krazenia w jednostce maciczno-

tozyskowej. Szacuje sie, ze u kobiety w cigzy ryzyko rozwoju zakrzepicy zylnej jest 5-6-

krotnie wyzsze niz u nieci¢zarnej. Nalezy zaznaczy¢, ze odsetek wystgpowania powiktan

zakrzepowo-zatorowych jest podobny we wszystkich trymestrach cigzy, jednak znacznie
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wzrasta w okresie pologu [80]. Efekty fizjologicznych zmian w uktadzie hemostazy w
przebiegu prawidlowej cigzy moga by¢ zwielokrotnione poprzez obecno$¢ mutacji
warunkujacych wrodzone trombofilie i skutkowa¢ wystepowaniem poronien nawracajacych.
Dowodem na to jest obserwowana w takich przypadkach rozsiana zakrzepica w obrebie
trofoblastu, naczyniach spiralnych i przestrzeniach miedzykosmkowych [115, 126, 170].

Uwaza si¢, ze dla procesu implantcji kluczowym jest prawidlowa inwazja
cytotrofoblastu w $ciang macicy. Zapewnia to zagniezdzenie zarodka i umozliwia
niepowiklany rozwdj krazenia maciczno-tozyskowego. Aktywator plazminogenu typu
urokinazy, jego receptor oraz inhibitor aktywatora plazminogenu-1 (PAI-1 - plasminogen
activator inhibitor-1) biorg udzial w kontroli procesow proteolitycznych i przebudowy w
obrgbie tkanek matczynych w czasie inwazji trofoblastu. Formowanie macierzy plyty
podstawnej tozyska wymaga odkladania ztogdéw fibryny w §cianie naczyn zylnych doczesnej
w miejscach inwazji trofoblastu poprzez aktywacje kaskady krzepnigcia matki. Czestym
zjawiskiem morfologicznym w przypadku poronienia sg zakrzepy zylne oraz nadmierne
odkladanie si¢ zlogow fibryny w przestrzeniach migedzykosmkowych, co wskazuje na
dysfunkcje hemostazy [37].

Dla prawidlowego przebiegu cigzy niezbedne jest zachowanie pewnej rOwnowagi
miedzy koagulacjg a fibrynoliza, co z jednej strony zapobiega nadmiernej kumulacji fibryny
w naczyniach tozyska i przestrzeniach mi¢dzykosmkowych, z drugiej natomiast pozwala na
wlasciwg polimeryzacje 1 stabilizacje fibryny w procesie formowania plyty podstawnej
fozyska. Odpowiednia regulacja procesow fibrynolizy zapobiega ponadto krwotokom.
Minimalne nawet zmiany w kaskadzie krzepnigcia lub fibrynolizy prowadzace do hipo- lub
hiperfibrynolizy zaburzaja prawidlowy proces implantacji i wczesny rozwoj cigzy.
Wykazano, ze kilka czynnikow zaangazowanych w fibrynolize, w tym inhibitor aktywator
plazminogenu modyfikuje migracj¢ i inwazj¢ komorek trofoblastu, przy czym zapobiega
dodatkowemu krwawieniu podczas placentacji.

U kobiet z poronieniami nawracajacymi obserwuje si¢ ponadto zwigkszong gotowos¢
prozakrzepowa nawet poza okresem cigzy. U takich pacjentek stwierdza si¢ wzmozong
produkcje tromboksanu pomigdzy 4 a 7 tc., oraz niedobdr prostacykliny miedzy 8 a 11 tc. w
poréwnaniu do kobiet, ktorych cigze konczyly si¢ urodzeniem zdrowych donoszonych
noworodkow. Zmiana réwnowagi tromboksan-prostacyklina na korzys$¢ prozakrzepowego
tromboksanu moze prowadzi¢ do wazokonstrykcji 1 agregacji ptytek krwi w obrebie

trofoblastu i skutkowaé¢ mikrozatorami oraz martwica w obrebie tozyska [82, 128].
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Do najczgstszych 1 najlepiej udokumentowanych trombofilli wrodzonych, majacych
zwigzek z wystgpowaniem niepowodzen potozniczych, w tym poronien nawracajacych naleza
przedluzona aktywno$¢ czynnika V Leiden (uwarunkowana obecnoscig polimorfizmu
1691G>A genu czynnika V krzepnigcia), wzrost stezenia protrombiny (najczgsciej
uwarunkowany obecnos$cig polimorfizmu 20210G>A genu protrombiny) oraz zaburzenia
termolabilnosci reduktazy metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR-
methylenetetrahydrofolate reductase) prowadzace do rozwoju hiperhomocysteinemii
(polimorfizm 677C>T genu MTHFR). Stosunkowo rzadziej obserwuje si¢ genetycznie
uwarunkowany niedobor biatka C lub S oraz antytrombiny Il [11, 27, 48, 59, 83, 84, 95, 99,
105, 119, 152].

1.5.1. Czynnik V Leiden

Mutacja czynnika V Leiden polega na substytucji guaniny na adening w pozycji 1691,
w eksonie 10 genu czynnika V krzepniecia, co skutkuje wymiang glutaminy na argining W
pozycji 506 tancucha biatkowego. Ta punktowa mutacja zostala zidentyfikowana w 1994
roku przez Bertina i wsp. [11]. Nazwa mutacji pochodzi od miasta w Holandii, w ktorym po
raz pierwszy zidentyfikowano czynnik V Leiden. Czestos¢ wystepowania tego wariantu
genetycznego w populacji ogdlnej wynosi okoto 3-7% [138].

Aby w peli zrozumie¢ znaczenie tej mutacji, nalezy podkresli¢ podwdjng role
czynnika V (proakceleryny) w hemostazie, ktéry petni wazne funkcje zaro6wno w szlaku
prozakrzepowym, jak i antykoagulacyjnym. W aktywnej formie (czynnik Va) wspoidziata z
czynnikiem Xa w procesie przeksztalcania protrombiny w trombing. Nieaktywna postaé
czynnika V wspoélnie z biatkiem S jest kofaktorem aktywowanego biatka C (APC - activated
protein C) w unieczynnianiu czynnika VI1lla [109].

W prawidlowych warunkach fancuch biatkowy czynnika Va jest inaktywowany przez
APC poprzez sukcesywne rozszczepianie w miejscach Arg506, Arg306 oraz Arg679. Dla
najszybszej inaktywacji czasteczki czynnika Va pierwsze przecigcie musi odbywaé si¢ w
pozycji 506, co znacznie utatwia liz¢ tancucha biatkowego poprzez lepsza ekspozycje miejsc
rozszczepiania w pozycjach 306 oraz 679. W przypadku mutacji Leiden w pozycji 506
zamiast argininy znajduje si¢ glutamina, co uniemozliwia przecig¢cie tancucha biatkowego
przez APC w tym wilasnie miejscu. Inaktywacja odbywa si¢ nadal poprzez rozszczepianie w
miejscach Arg306 i Arg679, ale przebiega zdecydowanie wolniej. Prowadzi to do nasilonego

tworzenia trombiny. Ponadto, aby czynnik V dziatal wspolnie z biatkiem S jako kofaktor
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zaktywowanego biatka C w dezaktywacji czynnika VIIla roéwniez niezbgdne jest przecigcie
tancucha biatkowego w pozycji 506.

Prowadzi to do powstania stanu prozakrzepowego, gldwnie poprzez zaburzenie szlaku
antykoagulacyjnego i nasilong generacje trombiny. Uwaza si¢, ze homozygotyczni nosiciele
mutacji sg obcigzeni wigkszym ryzykiem rozwoju zakrzepicy niz heterozygoty. W literaturze
znajduja si¢ liczne doniesienia potwierdzajace znaczenie czynnika V Leiden w rozwoju
zakrzepicy zyt glgbokich, gtéwnie u os6b nalezacych do rasy kaukaskiej. Sa rowniez dowody

na zwigzek czynnika V Leiden z wystegpowaniem poronien nawracajacych [112, 114, 138].

1.5.2. Zaburzenia termolabilnosci reduktazy metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR)

Reduktaza metylenotetrahydrofolianowa jest jednym z kluczowych enzymow
bioragcych udziat w szlaku metabolizmu folianow, przez co ma wplyw na regulacj¢ przemiany
homocysteiny, produkcj¢ puryn 1 pirimydyn, a takze metylacj¢ biatek 1 kwasow
nukleinowych.

Polimorfizm 677C>T genu MTHFR polega na zamianie cytozyny na tyming, co
skutkuje substytucja alaniny na waling w pozycji 222 tancucha biatkowego. W wyniku tego
dochodzi do zmiany termolablino§ci MTHFR 1 znacznej redukcji aktywnos$ci enzymu.
Prowadzi to do kumulacji homocysteiny i rozwoju hiperhomocysteinemii oraz redukcji
stezenia folianow w surowicy i erytrocytach badanych pacjentow.

Hiperhomocysteinemia jest niezaleznym czynnikiem zwigkszajacym ryzyko
wystgpienia zakrzepicy. Uwaza si¢, ze jest jedng z przyczyn chordb ukladu sercowo-
naczyniowego, w tym takze powiklan zakrzepowo-zatorowych. U kobiet ciezarnych poza
istotnym zwigkszeniem ryzyka wystegpowania poronien nawracajacych, moze roéwniez
prowadzi¢ do rozwoju stanu przedrzucawkowego, hipotrofii plodu, przedwczesnego
oddzielenia tozyska, porodu przedwczesnego, zgonu wewnatrzmacicznego, a ponadto wad

Cewy nerwowej oraz rozszczepu wargi i podniebienia u ptodu [142, 143].

1.5.3. Wzrost stezenia protrombiny (polimorfizm 20210G>A)

Protrombina (czynnik II) jest prekursorem trombiny, koncowego produktu kaskady
krzepnigcia. Protrombina wykazuje wlasciwosci prozakrzepowe, antykoagulacyjne i
antyfibrynolityczne, w zwigzku z czym kazda zmiana jej aktywnoS$ci czy st¢zenia istotnie
zaburza rownowage hemostazy.

Polimorfizm 20210G>A genu protrombiny dotyczy tranzycji guaniny na adening W

pozycji 20210 regionu niekodujacego, mutacja ta jest opisywana skrotem PTM (prothrombin
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mutation). Obecnos$¢ powyzszego wariantu genetycznego Skutkuje wzrostem stezenia
protrombiny w osoczu krwi nawet 0 20%, co klinicznie powoduje nasilong aktywno$¢ uktadu
krzepnigcia i zwickszenie ryzyka wystgpowania powiktan zakrzepowych. Ponadto PTM ma
wpltyw na nasilenie aktywnos$ci czynnika II w osoczu. Ryzyko zakrzepicy przy obecnosci
polimorfizmu 20210G>A jest istotnie zwigkszone, jednak nie do takiego stopnia jak w
przypadku czynnika V Leiden [18].

Wzrost stezenia protrombiny poprzez wplyw na adhezj¢ komorek, proliferacje migsni
gladkich 1 powstawanie naczyn krwionosnych moze negatywnie wplywac na funkcjonowanie
fozyska 1 by¢ przyczyng nawracajacych utrat cigz. Szacuje si¢, ze u nosicielek genotypu
20210GA ryzyko poronienia jest zwickszone ponad dwukrotnie. W zwigzku z tym jednym z
najczesciej rekomendowanych badan genetycznych w przypadku poronien nawracajacych jest
oznaczanie tego wilasnie polimorfizmu [5, 50].

Znaczenia  polimorfizmu 20210G>A genu protrombiny w patogenezie poronien
dowodzi m.in. badanie przeprowadzone przez Reznikoff-Etievant i wsp. Analiza dotyczyta
duzej grupy 260 pacjentek, u ktorych wystapito poronienie przed 10 tc. Sposrod calej grupy
badanej u 7,6% kobiet zaobserwowano wystgpowanie powyzszego wariantu genetycznego.

Byt to wynik istotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej (2,9%) [132].

1.5.4. Niedobor antytrombiny IIT

Antytrombina [l (AT I1lI, antithrombine Ill) wykazuje dzialanie inhibicyjne w
stosunku do trombiny, ale réwniez inaktywuje czynniki [Xa, Xa, Xla, XlIla, VIla oraz biatka
C 1S. Aktywno$¢ antyrombiny III jest zwigkszona okoto 4000 razy w obecnos$ci heparyny.

Niedobor AT III jest pierwsza opisang formg trombofilii wrodzonej [42]. Jest to
zaburzenie o heterogennej etiologii, jednak najczesciej jest dziedziczone w sposob
autosomalny dominujacy, przy czym wyroznia si¢ trzy typy niedoboru antytrombiny I11. Typ
| dotyczy redukcji syntezy prawidlowej formy AT III. Dochodzi do zmniejszenia st¢zenia i
aktywnosci AT Il w osoczu 0 50% u nosicieli genotypu heterozygotycznego. Szacuje si¢, ze
za wystapienie typu I niedoboru AT III odpowiada okoto 80 ré6znych mutacji, najczesciej sa
to mate delecje lub insercje oraz delecje duzego fragmentu genu. Typ II niedoboru AT IIT jest
uwarunkowany synteza nieprawidlowego biatka. Skutkuje to znaczg redukcja aktywnosci AT
11 w osoczu. Typ III charakteryzuje si¢ prawidlowa aktywnos$cig i1 stezeniem AT III w
osoczu, obserwuje si¢ jednak zaburzenia interakcji AT III z heparyna [138].

Czesto$¢ wystepowania tej genetycznie uwarunkowanej formy zaburzen hemostazy w

populacji ogdlnej jest niska, jednak odsetek jej wystgpowania jest istotnie wigkszy u
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pacjentow z zylng choroba zakrzepowo-zatorowa (0,5-7,5%). Uwaza si¢, ze epizod
zakrzepicy przed 60 rokiem zycia pojawi si¢ u 50-60% pacjentow z wrodzonym niedoborem
antytrombiny I11 [117].

1.5.5. Niedobor biatka C

Biatko C jest glikoproteing zalezng od witaminy K. Jego glowna funkcja polega na
regulacji syntezy trombiny poprzez inaktywacj¢ czynnikow Va i VIlla. Wyro6znia si¢ dwa
typy niedoboru biatka C. W typie I dochodzi do zmniejszonej syntezy biatka C, natomiast w
typie Il obserwuje si¢ defekt jakosciowy, co skutkuje zaburzeniem interakcji biatka C z
trombomoduling, fosfolipidami oraz czynnikami V 1 VIII. U nosicieli genotypow
heterozygotycznych chorujacych na typ I niedoboru biatka C obserwuje si¢ bardzo duza
roznorodno$¢ fenotypowa. Oba typy sa dziedziczone w sposdb autosomalny dominujacy i
znacznie zwigkszajg ryzyko rozwoju zakrzepicy. Za wystgpowanie tego defektu odpowiada
160 réznych mutacji genetycznych. Nosicielstwo genotypu homozygotycznego jest bardzo
rzadkie, powoduje wystgpienie $miertelnych zaburzen zakrzepowych u noworodkow [140].

Wykazano zwigzek obecnosci niedoboru biatka C z nieprawidlowym przebiegiem
cigzy, w tym z wystepowaniem poronien nawracajacych, a takze ograniczeniem wzrastania
ptodu, stanem przedrzucawkowym czy zylng chorobg zakrzepowo-zatorowg [56]. Czestos¢
wystepowania niedoboru biatka C szacuje si¢ w populacji ogélnej na 0,2%, natomiast w

populacji pacjentow z zakrzepicg zylng na 2,5-6% [117].

1.5.6. Niedobor bialka S

Biatko S jest zaleznym od witaminy K kofaktorem aktywowanego biatka C. Proteina
ta zostata po raz pierwszy wyizolowana i opisana w Seattle, stad pochodzi oznaczenie literg
»S . Wyrdznia si¢ trzy fenotypy niedoboru bialka S w oparciu o catkowite stezenie bialka S,
stezenie wolnego biatka S oraz aktywnos$¢ biatka S. Typ I dotyczy zmniejszonego (0 ok.
50%) catkowitego stezenia biatka S oraz istotnej redukcji stezenia wolnego biatka S i jego
aktywnosci. W typie I obserwuje si¢ prawidlowe stezenie biatka S, zarowno calkowitego, jak
i formy wolnej, dochodzi jednak do zmniejszenia jego aktywnos$ci. Jak dotad opisano 5
mutacji odpowiadajacych za typ II niedoboru biatka S. Wszystkie z nich s3 mutacjami zmiany
sensu i sg zlokalizowane w N-koncowym odcinku tancucha biatkowego, ktory zawiera
domeny odpowiedzialne za interakcj¢ z APC. Typ Il charakteryzuje si¢ zmniejszonym

stezeniem wolnego biatka S przy prawidlowym catkowitym stezeniu oraz redukcja
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aktywnos$ci biatka S o co najmniej 60%. Uwaza si¢, ze typ I oraz III sa fenotypowymi
odmianami tego samego wariantu genetycznego [138].

Niedobor bialka S obserwuje si¢ u okolo 1,35% pacjentow z zylng chorobg
zakrzepowo-zatorowg [117]. Dziedziczenie tego defektu jest autosomalne dominujace.

Na rycinie 3 przedstawiono schemat kaskady krzepnigcia z uwzglednieniem opisanych

powyzej przyczyn trombofilii wrodzone;.
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Rycina 3. Schemat kaskady krzepnigcia z uwzglednieniem przyczyn trombofilii wrodzonej (zielone pola) (TF — czynnik tkankowy, APC —
aktywowane biatko C).
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Tabela 1. Czesto$¢ wystgpowania w populacji ogolnej rasy kaukaskiej genetycznie
uwarunkowanych zaburzen hemostazy mogacych by¢ przyczyng poronien nawracajacych [wg
Salwa 2006].

Czynnik Przyblizona czestos¢ wystepowania w
populacji ogolnej rasy kaukaskiej (%)
Czynnik V Leiden 3-7
Polimorfizm 20210G>A genu protrombiny 1-3
Polimorfizm 677C>T genu MTHFR 5-14
Niedobor antytrombiny III 0,02 - 0,04
Niedobor biatka C 0,2-0,5
Niedob6r biatka S 0,1-1

W ostatnich latach zwrocono rowniez uwage na mozliwy zwigzek wariantow
genetycznych czynnika VII krzepniecia oraz inhibitora aktywatora plazminogenu — 1 ze
zwigkszonym ryzykiem wystgpowania poronien nawracajacych, co omowiono w dalszej

czgs$ci pracy.

1.6. Czynnik VII krzepnigcia

Pierwsze odkrycia wyjasniajagce mechanizmy kaskady krzepnigcia pochodzg z lat 40-
tych XX wieku. W 1949 roku Alexander i wsp. opisali osoczowy czynnik, ktéry wzmagat
przemiang protrombiny w trombing, nazwany poczatkowo akceleratorem konwersji
protrombiny (SPCA — serum prothrombin conversion accelerator). Dwa lata p6zniej Koller i
wsp. opublikowali prace przedstawiajaca czynnik VII jako nowy osoczowy czynnik
krzepniecia [79]. Dopiero wtedy zidentyfikowano SPCA jako czynnik VII.

Czynnik VII (FVII — factor VII) (406 aminokwasoéw, cigzar molekularny 50 kDa),
zwany inaczej prokonwertyna odgrywa zasadniczg role w kaskadzie krzepnigcia 1 wlasciwie
ja zapoczatkowuje. Jest to zalezna od witaminy K glikoproteina produkowana w watrobie.
Struktura czynnika VII wykazuje homologi¢ z innymi zaleznymi od witaminy K bialkami
osocza, w tym z czynnikiem X, czynnikiem X, biatkiem C i S oraz protrombina, co sugeruje
wspolne pochodzenie tych protein i nastepcza duplikacje genéw. Do krazenia jest wydzielany
w formie jednolancuchowego, nieaktywnego zymogenu. W formie aktywnej, zwanej
czynnikiem VIla uczestniczy w zewnatrzpochodnej drodze aktywacji krzepnigcia. Czynnik

VlIa jest proteaza serynowg sktadajaca si¢ z tancucha ciezkiego (254 aminokwasy) i lekkiego
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(152 aminokwasy) potaczonych ze sobg wigzaniem dwusiarczkowym. W strukturze FVII
mozna wyrdzni¢ domen¢ N-koncowsa, dwie domeny wykazujace homologi¢ z nablonkowym
czynnikiem wzrostu (EGF — epidermal growth factor) oraz domen¢ C-koncowa. Konwersja
czynnika VII w czynnik VIla odbywa si¢ przy wspotudziale czynnika 1Xa, Xa, Xlla,
trombiny oraz plazminy i polega na cigciu pojedynczego wigzania Argl52-11e153. Role
kofaktora procesu aktywacji czynnika VII przy wspohudziale jondw wapnia spetnia czynnik
tkankowy (TF- tissue factor), inaczej zwany tromboplastyng tkankowa, ktory jest uwalniany z
uszkodzonych komorek srodbtonka. Kompleks TF-VIla aktywuje czynnik 1X i X (IXa i Xa),
zwrotnie amplifikujac tym samym kaskade krzepniecia [7, 144].

Tworzenie kompleksu TF-VIla w miejscu uszkodzenia $ciany inicjuje proces
hemostazy poprzez tworzenie zlogdw fibryny w wyniku przeksztalcenia protrombiny w
trombing 1 fibrynogenu w fibryne. Trombina odpowiada za aktywacje czynnika V, VIII, XI
oraz plytek krwi, ponadto aktywuje inhibitory fibrynolizy zabezpieczajace ztogi fibryny przed
liza. Jakkolwiek czynniki VIII i IX sg uwazane za czes¢ wewnatrzpochodnej drogi
krzepnigcia, to wlasnie posredni i1 bezposredni skutek dziatania kompleksu TF-Vlla
przemawia za hipoteza, ze niedobory czynnikéw VIII i IX (hemofilia A i B) sg wlasciwie
defektem dziatania tego kompleksu. Wskutek ograniczonego formowania kompleksu TF-Vlla
zmniejsza si¢ rowniez ilos¢ formowanych zlogow fibryny, co klinicznie objawia si¢
nadmiernym krwawieniem obserwowanym w hemofiliach i innych zaburzeniach krzepniecia
[7].

Gen czynnika VII znajduje si¢ na krotkim ramieniu 13 chromosomu (13q34, dlugosé
12,8 kpz) i zawiera 8, a wedtug niektorych autoréw 9 eksonoéw (NM_000131) [12, 111].
Region kodujacy czynnik VII zbudowany jest z 1398 par zasad (pz) i koduje odcinek
kierujacy zbudowany z 38 aminokwasow oraz odcinek wtasciwy zbudowany z 406
aminokwasow. Cechg charakterystyczng genu czynnika VII krzepnigcia jest duza
polimorficzno$¢. Stezenie czynnika VII jest bardzo dobrym przykladem zwigzku miedzy
fenotypem a genotypem oraz czynnikami Srodowiskowymi. Szacuje si¢, ze udzial czynnikow
genetycznych w regulacji tego st¢zenia wynosi az 53%. Nalezy zaznaczy¢, ze wigkszo$¢ z
opisywanych polimorfizméw warunkuje niedobdr czynnika VII i klinicznie wigze si¢ z
wystgpowaniem nadmiernych krwawien. W literaturze opisano jednak kilka wariantow genu
czynnika VII, ktore poprzez wpltyw na zmiany w aktywnos$ci i st¢zeniu czynnika VII w
osoczu moga zwigksza¢ ryzyko wystepowania powiktan zakrzepowych [144].

Polimorfizmy genu czynnika VII moga tlhumaczy¢ roéznice w stezeniu tego biatka u

poszczegolnych osobnikow, w zwigzku z tym stezenie to, poza wpltywem czynnikow takich
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jak wiek, ple¢, masa ciala, stezenie lipidow w osoczu, dieta, stosowanie doustnej
antykoncepcji czy okres okolomenopauzalny, jest w duzym stopniu regulowane przez
determinantg¢ genetyczna [65]. Zwiazek lipidow dostarczanych z pozywieniem z aktywnoscia
czynnika VII jest prawdopodobnie zalezny od aktywacji wewnatrzpochodnego szlaku
krzepnigcia przez duze lipoproteiny, takie jak czasteczki cholesterolu frakcji lipoprotein o
bardzo matej gestosci (VLDL - very low density lipoprotein) oraz chylomikrony [55]. W
obrebie odcinka promotorowego genu czynnika VII opisano wystepowanie miejsc wigzacych
czynniki transkrypcyjne dla receptorow estrogenowych 1 kilku innych receptorow hormonow
jadrowych [129]. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na fakt, ze jak dotad zadne z prowadzonych
badan nie potwierdzilo jednoznacznie zwigzku wariantow genu czynnika VII ze zmianami w
jego metabolizmie. Jest natomiast prawdopodobne, ze czg$¢ z polimorfizmow genu FVII
pozostaje w nierOwnowadze sprzezen z innymi wariantami genetycznymi, ktore maja

fizjologiczne znaczenie dla metabolizmu czynnika VII.

1.6.1. Polimorfizm Arg353GIn (R*3Q, 11496G>A) genu czynnika VII krzepniecia

Funkcjonalny polimorfizm Arg353GIn (R**®

Q) genu czynnika VII krzepnigcia dotyczy
substytucji guaniny na adening w pozycji 11496 tancucha nukleotydowego (11496G>A),
eksonu 7, co skutkuje zamiang aminokwasu argininy na glutaming w pozycji 353 tancucha
biatkowego [49]. W efekcie dochodzi do obnizenia aktywnosci VIIc (coagulant activity) o
20% do 30% oraz redukcji stezenia VIlag (antigen concentration). Wyniki prowadzonych w
tym zakresie badan sugeruja, ze obecno$¢ allela GIn353 wigze si¢ ze zmniejszeniem ryzyka
wystgpienia chorob uktadu sercowo-naczyniowego. W zwigzku z tym pojawily sie¢ sugestie,
ze allel GIn353 moze petnié¢ protekcyjng role takze w stosunku do rozwoju innych chorob,
ktérych podlozem sg powiktania zakrzepowe, w tym do poronien nawracajacych.

Nalezy zaznaczyC, ze obnizenie stezenia czynnika VII uwarunkowane obecno$cig
polimorfizmu Arg353GIn nie wigze si¢ z ryzykiem wystapienia groznych krwotokow. W
przypadku innych wariantow genetycznych czynnika VII krzepnigcia skutkujacych jego
niedoborem aktywnos$¢ czynnika VII obniza si¢ o 20-50% normy, a u nosicieli tych mutacji
pojawiaja si¢ jedynie krwotoki z nosa lub charakteryzuje ich sklonno$¢ do wystgepowania
podbiegni¢¢ krwawych na skorze. W zwigzku z tym nosicielstwo allela GIn353 nie stwarza
zagrozenia dla zycia wynikajacego z zaburzen krzepnigcia (u nosicieli genotypu
homozygotycznego GIn353/GIn353 obserwuje si¢ obnizenie aktywnosci czynnika VII o 20-
30% normy).
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Jednym z pierwszych badan dowodzacych zwigzku polimorfizmu Arg353GIn ze
zmianami w st¢zeniu i1 aktywnosci czynnika VII w surowicy jest analiza Green i wsp. Do
grupy badanej wiaczono 284 zdrowych mezczyzn w wieku 45-69 lat z populacji brytyjskiej.
Czgstos¢ wystegpowania allela GIn353 wynosita 0,1. U nosicieli genotypu heterozygotycznego
Arg353/GIn353 aktywnos$¢ czynnika VII w surowicy byla o 22% nizsza od normy
(p<0,0001). U nosicieli genotypu homozygotycznego GIn353/GIn353 odnotowano obnizenie
zardbwno aktywnosci, jak i st¢zenia czynnika VII. Autorzy powyzszej publikacji uwazaja, ze
substytucja argininy na glutaming w pozycji 353 fancucha biatkowego moze mie¢ wptyw na
konformacj¢ czasteczki, zmieniajgc tym samym sposob jej sekrecji, obrotu w osoczu oraz
aktywno$¢ [55].

W badaniu Mrozikiewicz i wsp. dowiedziono, ze allel GIn353 ma znaczenie
funkcjonalne, przy czym obserwuje sie tu tzw. gene-dose effect. Efekt ten polega na
zmniejszeniu aktywno$ci czynnika VII o 21% u nosicieli jednego zmutowanego allela
(heterozygoty), natomiast u nosicieli dwoch zmutowanych alleli (homozygoty) — 0 36%.
Podobng zalezno$¢ odnotowano w przypadku stezenia czynnika VII, jednak nie byt to wynik
istotny pod wzgledem statystycznym [107]. Redukcja Vllag oraz VIic powoduje spadek
nasilenia kaskady krzepnigcia 1 przez to moze redukowac ryzyko wystgpienia powiktan
zakrzepowych. Nalezy zaznaczy¢, ze u nosicieli genotypu homozygotycznego
Arg353/Arg353 obserwuje si¢ prawidlowa aktywnos$¢ i stezenie czynnika VII. Biorgc pod
uwage fakt, ze w trakcie cigzy obserwuje si¢ fizjologiczny wzrost st¢zenia czynnika VII,
obecno$¢ protekcyjnego w stosunku do rozwoju powiktan zakrzepowych allela GIn353 moze
uchroni¢ przed niepomys$lnym przebiegiem cigzy, W tym przed wystepowaniem poronien
nawracajacych [144]. Czestos¢ zmutowanego allela GIn353 szacuje si¢ na 0,12 u 0Sobnikdéw

rasy biatej, 0,25-0,29 u osobnikow rasy zottej i 0,11 u Afroamerykanow [3, 62, 75].

1.6.2. Polimorfizm -323P0/P10 genu czynnika VII krzepnig¢cia

Polimorfizm -323P0/P10 genu czynnika VII krzepnigcia dotyczy insercji 10 pz
(CCTATATCCT) w odcinku promotorowym genu FVII w pozycji -323. Jest to polimorfizm
funkcjonalny, wykazano, ze obecno$¢ allela -323P10 obniza aktywno$¢ czynnika VII w
osoczu. Uwaza sig¢, ze ten polimorfizm nie wplywa na interakcj¢ czynnikow transkrypcyjnych
z odcinkiem promotorowym genu FVII, pozostaje natomiast w nierownowadze sprz¢zen z

innymi polimorfizmami bezposrednio wplywajacymi na stezenie VIlag w osoczu.
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W badaniu przeprowadzonym z uzyciem komoérek HepG2 (linia komorek raka
watrobowokomorkowego) wykazano, ze obecnos$¢ allelicznej sekwencji zawierajacej 10-
nukleotydowg insercj¢ powodowata obnizenie aktywnos$ci czynnika VII 0 33% [118].

W pracy Sacchi i wsp. analizowano wptyw obecnosci polimorfizmu -323P0/10 na
stgzenie (FVII:Ag) i aktywnos¢ czynnika (FVI1:C) VII krzepnigcia u 100 zdrowych osob oraz
u 19 pacjentéw z hipertriglicerydemig. W grupie osob zdrowych stezenie i aktywnos¢
czynnika VII byly istotnie statystycznie wyzsze (p<0,001) u nosicieli genotypu
homozygotycznego -323P0/-323P0 (FVII:Ag 112%, FVII:C 109%) w porownaniu do
nosicieli genotypu heterozygotycznego -323P0/-323P10 (FVII:Ag 80%, FVII:.C 90%).
Podobne réznice odnotowano w grupie pacjentow z hipertriglicerydemia powyzej 250 mg/dL
(p<0,05). Ponadto zaobserwowano, ze stezenie i aktywno$¢ czynnika VII pozostawaly w
pozytywnej korelacji z poziomem triglicerydow tylko u os6b nie bedacych nosicielami
zmutowanego allela -323P10 [135].

Wyniki analizy Humphries i wsp. sugeruja, ze wptyw polimorfizmu -323P0/P10 na
aktywnosc¢ i stezenie czynnika VII w surowicy jest wigkszy niz polimorfizmu Arg353GIn.
Autorzy tej publikacji ocenili zwigzek powyzszych wariantéw genetycznych ze stezeniem i
aktywnos$cig czynnika VII w surowicy u 705 me¢zczyzn w $rednim wieku. Czestosé
wystepowania zmutowanego allela GIn353 wynosita 0,105, natomiast zmutowanego allela -
323P10 0,117. W obydwu przypadkach stezenie oraz aktywnos$¢ czynnika VII byty obnizone
o okoto 20%. Pieciuset czterdziestu siedmiu me¢zczyzn bylo nosicielami niezmutowanego
genotypu homozygotycznego pod wzgledem obydwu polimorfizmow (Arg353/Arg353 i -
323P0/-323P0), a srednia aktywnos¢ czynnika VII wynosita 101. Natomiast u 20 osobnikow
bedacych jednoczesnie nosicielami genotypu homozygotycznego  Arg353/Arg353 i
heterozygotycznego -323P0/-323P10 srednia aktywno$¢ wynosita 85. Z kolei u 126
mezezyzn z genotypem Arg353/GIn353 oraz -323P0/-323P10 $rednia aktywno$¢ czynnika
VII w surowicy byla réwna 81. Sugeruje to wigkszy wplyw allea -323P10 na obnizenie
aktywnos$ci czynnika VII. Stezenie czynnika VII w surowicy pozostawalo w pozytywnej
korelacji ze stezeniem triglicerydow. Przy czym zalezno$¢ ta byta najbardziej wyrazna u oso6b
bedacych nosicielami niezmutowanego homozygotycznego genotypu Arg353/Arg353 [68].

Liu 1 wsp. ocenili czgstos¢ wystgpowania zmutowanych alleli polimorfizmow
Arg353GIn oraz -323P0/P10 u 209 zdrowych mezczyzn i 214 zdrowych kobiet z populacji
chinskiej. Frekwencja allela -323P10 wynosita 0,036, natomiast allela GIn353 — 0,045.
Zaobserwowano istnienie silnej nierdwnowagi sprze¢zen pomi¢dzy tymi dwoma wariantami

genetycznymi. Co wigcej, odnotowano istotny statystycznie zwigzek obydwu polimorfizmow
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ze stgzeniem 1 aktywnoscia czynnika VIl w surowicy. U nosicieli genotypow
heterozygotycznych stezenie i aktywnos¢ czynnika VII byty nizsze niz u nosicieli genotypow
homozygotycznych. Zwigzek powyzszych wariantoéw genetycznych z aktywnoscig czynnika
VII byl silniej zaznaczony u kobiet. Ponadto zaobserwowano, ze wpltyw polimorfizmu -
323P0/P10 na regulacje ekspresji genu jest wigkszy niz w przypadku polimorfizmu
Arg353GIn. Autorzy wnioskujg, ze zmutowany allel insercyjny -323P10 odpowiada za
redukcje transkrypcji genu czynnika VII, prowadzac do zmniejszonej syntezy i st¢zenia tego

biatka w osoczu [90].

1.6.3. Polimorfizm -122T>C genu czynnika VII krzepnigcia

Kolejnym funkcjonalnym polimorfizmem zlokalizowanym w odcinku promotorowym
genu czynnika VII krzepnigcia jest substytucja tyminy na cytozyne w pozycji -122 tancucha
nukleotydowego. Wedlug Sabater-Lleal polimorfizmy genu czynnika VII zgrupowane sg w
trzy glowne haplotypy, ktore wykazujg réwnowage sprzezen w wigkszosci badanych
populacji. Najpowszechniejszy haplotyp (typu dzikiego) zawiera allele 670A/-630A/-402G/-
323P0/-401G/-122T. Haplotyp zawierajacy allele 670C/-630G/-420A/-323P0/-401G/-122T
jest zwigzany z istotnym wzrostem stezenia czynnika VII w surowicy. Natomiast haplotyp
670A/-630A/-402G/-323P10/-401T/-122C koreluje z jego redukcjg. Posrednio dowodzi to roli
polimorfizmu -122T>C w regulacji ekspresji genu czynnika VII [134]. Do podobnych
wnioskow prowadza wyniki analizy Reiner 1 wsp., ktdérzy swoje obserwacje oparli o duze
badania populacyjne. Rowniez w tym doniesieniu posrednio dowiedziono roli powyzszego
wariantu genetycznego w regulacji stezenia czynnika VII krzepnigcia i modulacji podatnosci
na choroby o etiologii zakrzepowej. Jeden z haplotypow zawierajagcy zmutowany allel -122C
zakloca prawidlowe funkcjonowanie miejsca wigzania dla SREBP1, motywu regulatorowego
odgrywajacego role m.in. w biosyntezie kwasoéw thuszczowych w watrobie. Wynika z tego, ze
transkrypcyjna koregulacja jest jednym z mechanizmow, poprzez ktére wzajemnie oddziatujg
czynniki srodowiskowe, genetyczne oraz rOwnowaga energetyczna organizmu, czego efektem

moze by¢ rozwoj miazdzycy i zakrzepicy [129].

Rycina 4 przedstawia schematyczng lokalizacj¢ powyzszych wariantow genetycznych.
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Rycina 4. Schemat przedstawiajacy analizowane w pracy polimorfizmy genu czynnika VII
krzepniecia.

1.7. Inhibitor aktywatora plazminogenu -1

Inhibitor aktywatora plazminogenu - 1 (PAI-1 — plasminogen activator inhibitor-1)
zwany inaczej tkankowym inhibitorem aktywatora plazminogenu lub serping E1 jest
glikoproteing nalezagcg do rodziny inhibitoréw proteaz serynowych nazywanych wspolnie
serpinami (serpins - SERine Proteinase INhibitors). PAI-1 jest gldwnym fizjologicznym
inhibitorem tkankowego aktywatora plasminogenu (tPA - tissue plasminogen activator) i
aktywatora plazminogenu typu urokinazy (uUPA - urokinase plasminogen activator), z ktorymi
tworzy stabilne, nieaktywne kompleksy. W zwigzku z tym pelni kluczowsg rolg w procesie
fibrynolizy.

PAI-1 jest syntetyzowany gléwnie w komodrkach s$roédblonka, megakariocytach,
hepatocytach, komoérkach mieéni gladkich naczyn krwionosnych. We krwi wystgpuje jako
posta¢ aktywna, utajona, nieaktywna oraz w kompleksie z tPA. Aktywna forma wigze si¢ z
biatkiem zewnatrzkomérkowym witronektyng, ktéra odgrywa role w hemostazie wlasnie
poprzez stabilizacj¢ PAI-1. PAI-1 wiaze si¢ rowniez z fibryng, plazming, trombing i heparyng
lub przechodzi w forme utajong. Srednie stezenie PAI-1 w osoczu wynosi okoto 5-20 ng/mL,
przy czym najwyzsze wartosci osigga w godzinach rannych, gdzie obserwuje si¢ obnizona
aktywnos¢ fibrynolityczng [103].

Zwickszone stezenie PAI-1 w osoczu moze skutkowac rozwojem trombofilii. Ponadto

nasilona ekspresja genu kodujacego PAI-1 wplywa na przedtuzone przezycie komorek i
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opornos¢ na apoptoze. Prawdopodobnie odbywa sie to poprzez redukcje adhezji komorek, jak
roOwniez poprzez wplyw na sygnalizacje wewnatrzkomorkowa. U pacjentow z otyloscia
obserwuje si¢ zwigckszong ekspresje PAI-1, ktéry jest zaangazowany w rozwdj tkanki
thuszczowej oraz kontrole dzialania insuliny w adipocytach. Wykazano dodatnig korelacje
aktywnos$ci PAI-1 ze wskaznikiem masy ciala (BMI - body mass index), iloscig wisceralnej
tkanki thiszczowej, st¢zeniem insuliny, glukozy i triglicerydow w surowicy krwi. Nalezy
zaznaczy¢, ze w przypadku redukcji masy ciala, a takze po zastosowaniu lekow
hipolipemizujacych lub doustnych lekéw przeciwcukrzycowych zwigkszajacych wrazliwos¢
na insuling obserwuje si¢ spadek stezenia PAI-1, a tym samym wzrost aktywnosci
fibrynolitycznej osocza [103].
Udziat PAI-1 w uktadzie fibrynolizy przedstawiono na rycinie 5.

Inhibitor aktywatora
plazminogenu PAI-1

Rycina 5. Udziat inhibitora aktywatora plazminogenu (PAI-1) w uktadzie fibrynolizy [wg
Mtynarska i wsp., 2000 w modyfikacji wiasnej].
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Gen kodujacy PAI-1 (gen SERPINE1) zlokalizowany jest na krotkim ramieniu
chromosomu 7 (7921,3-22, dlugos¢ 12,5 kpz), zbudowany jest z 9 eksondow oraz 8 intronow,
eksony maja dlugos¢ od 84 do 1871 pz (NM_000602). W regionie promotorowym genu
obserwuje si¢ wystepowanie wysokiej homologii z fragmentem genu kodujacego tPA. Na tej
podstawie mozna wnioskowa¢ o wzajemnej regulacji ekspresji tych genow, co
prawdopodobnie ma duze znaczenie dla prawidlowego utrzymania hemostazy. Ekspresja
genu PAI-1 jest wzmagana przez $rodblonkowy czynnik wzrostu, glikokortykosteroidy,
estrogeny, insuling, cytokiny (TGF-beta, TNF-alfa, interleukiny), endotoksyny bakteryjne,
trombing, cholesterol frakcji LDL, prostaglandyny oraz nienasycone kwasy thuszczowe [22].
W trakcie infekcji bakteryjnej w wyniku stymulacji przez cytokiny i endotoksyny dochodzi
do wzrostu stezenia PAI-1 w surowicy, co moze prowadzi¢ do uszkodzenia narzadow w

wyniku powstawania mikrozakrzepow [103].

1.7.1. Polimorfizm -675 4G/5G genu inhibitora aktywatora plazminogenu-1

Polimorfizm -675 4G/5G genu inhibitora aktywatora plazminogenu-1 jest
polimorfizmem typu insercja/delecja nukleotydu guaninowego (G) w odcinku promotorowym
genu. Homozygotyczno$¢ pod wzgledem genotypu delecyjnego (-675 4G/-675 4G) wiagze si¢
ze zwigkszonym stezeniem PAI-1 w surowicy i w zwigzku z tym z redukcja nasilenia
fibrynolizy w porownaniu do nosicieli genotypu insercyjnego (-675 5G/-675 5G). U nosicieli
genotypu heterozygotycznego (-675 4G/-675 5G) obserwuje si¢ posrednig warto$¢ stezenia
PAI-1. Sugeruje si¢ bezposredni wptyw tego polimorfizmu na kontrole ekspresji genu PAI-1.

Obecnos¢ powyzszego wariantu genetycznego analizuje si¢ pod katem zwigekszonego
ryzyka wystepowania chordb ukfadu sercowo-naczyniowego, takich jak zawat serca czy zylna
choroba zakrzepowo-zatorowa. Ponadto rozpatruje si¢ jego udzial w etiologii powiktan
potozniczych, w tym cigzkiego stanu przedrzucawkowego, nadci$nienia cigzowego,
wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania ptodu, obumarcia wewnatrzmacicznego czy
poronien nawracajacych.

Glueck i wsp. analizowali wptyw hypofibrynolitycznego genotypu -675 4G/-675 4G
na ryzyko wystepowania ci¢zkiego stanu przedrzucawkowego, przedwczesnego oddzielenia
fozyska, ograniczenia wzrastania plodu oraz wewnatrzmacicznego obumarcia plodu. Do
grupy badanej zakwalifikowano 94 pacjentki z wywiadem obcigZzonym wystgpowaniem
powyzszych powiktan potozniczych, grupg kontrolng stanowito 95 kobiet, u ktorych przebieg
cigzy byt prawidlowy. W grupie badanej odnotowano wicksza czegsto$§¢ wystepowania

genotypu -675 4G/-675 4G w poroéwnaniu do zdrowych kobiet (32% vs. 19%). Wykazano
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niezalezny wplyw polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1 na ryzyko wystgpienia powiktan
potozniczych [53].

Do podobnych wnioské6w doszli autorzy badania Yamada i wsp., w ktorym grupe
badang stanowilo 115 pacjentek ze stanem przedrzucawkowym, natomiast grupe kontrolng
210 kobiet z niepowiklanym przebiegiem cigzy. Ponadto przeanalizowano rowniez pod katem
polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1 grupe 298 zdrowych ochotnikow. Czestosé
wystepowania genotypu homozygotycznego -675 4G/-675 4G byla istotnie wyzsza w grupie
badanej w poréwnaniu do obydwu grup kontrolnych. Allel -675 4G rowniez byt
obserwowany znacznie czesciej U pacjentek ze stanem przedrzucawkowym [172].

W zwigzku z licznymi doniesieniami na temat zwigzku powyzszego wariantu
genetycznego z wystepowaniem stanu przedrzucawkowego Morgan i wsp. przeprowadzili
metaanaliz¢ 12 badan z tego zakresu. Ostatecznie przeanalizowano dane dotyczace 1511
pacjentek ze stanem przedrzucawkowym, rzucawkg lub zespotem HELLP (hemolytic anemia,
elevated liver enzymes, low platelet count — anemia hemolityczna, zwigkszone stezenie
enzymoéw watrobowych, matoplytkowos¢) oraz 3492 zdrowych kobiet z nieobcigzonym
wywiadem potozniczym stanowigcych grupe kontrolng. Uzyskane wyniki wskazywaly na
prawdopodobny udzial zaburzen ukfadu fibrynolitycznego regulowanego przez PAI-1 w
patogenezie stanu przedrzucawkowego i pokrewnych patologii. Na poziomie populacyjnym
genotyp homozygotyczny -675 4G/-675 4G odpowiadat za okoto 7% przypadkow stanu
przedrzucawkowego. Autorzy zaznaczyli jednak, ze nie moze si¢ to réwnaé z istotnym
zwigkszeniem ryzyka rozwoju stanu przedrzucawkowego na poziomie jednego konkretnego
przypadku. Wynika z tego, ze u wickszos$ci kobiet nosicielek genotypu -675 4G/-675 4G nie
rozwinie si¢ stan przedrzucawkowy, a wigkszos¢ pacjentek z rozpoznanym stanem
przedrzucawkowym nie jest nosicielkami tego wlasnie wariantu genetycznego. Pozostaje do
wyjasnienia jak silna jest interakcja pomiedzy genetycznie uwarunkowanymi przyczynami
trombofilii a udokumentowanymi juz czynnikami ryzyka rozwoju stanu przedrzucawkowego,
takimi jak palenie papierosow, otylo$¢ czy wystepowanie tego powiklania polozniczego w

poprzednich cigzach [106].
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Rycina 6. Polimorfizm -675 4G/5G genu PAI-1.

1.7.2. Polimorfizm -844G>A genu inhibitora aktywatora plazminogenu-1

Polimorfizm -844G>A jest zlokalizowany w odcinku promotorowym genu inhibitora
aktywatora plazminogenu-1 i polega na substytucji guaniny na adening. Ten wariant
genetyczny jest analizowany w aspekcie etiologii zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej,
choroby wiencowej serca, stanu przedrzucawkowego, reumatoidalnego zapalenia stawow,
tocznia rumieniowatego oraz zespolu metabolicznego. Ponadto genotypy -844GA oraz -
844AA maja zwigzek ze zwigkszeniem stgzenia trigliceryddw oraz zmniejszeniem stezenia
cholesterolu frakcji lipoprotein o wysokiej gestosci (HDL - high density lipopotein). Uwaza
si¢, ze allel ~ -844A jest zwigzany ze wzrostem st¢zeniem PAI-1 w surowicy, co skutkuje
hipofybrynolizg i zwigkszonym ryzykiem rozwoju chor6b o etiologii zakrzepowej. Ponadto
sugeruje si¢ udzial tego wariantu genetycznego w regulacji stezenia glukozy we krwi,
rozwoju insulinoopornosci, zwigkszeniu st¢zenia triglicerydow 1 zmniejszeniu stezenia
cholesterolu frakcji HDL w surowicy [35, 159]. De la Cruz-Mosso zaobserwowali, ze
polimorfizm -844G>A ma wptyw na wzrost grubosci podskornej warstwy tkanki tluszczowe;j,
co podnosi ryzyko otylosci u nosicieli genotypoéw -844GA oraz -844AA [35].

Fabbro i wsp. analizowali zwiazek polimorfizméw -844G>A oraz -675 4G/5G u
pacjentek ze stanem przedrzucawkowym o tagodnym przebiegu. Do grupy badanej wiaczono

52 pacjentki z rozpoznaniem stanu przedrzucawkowego, grupe kontrolng natomiast stanowito
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80 zdrowych ciezarnych. Nalezy zaznaczy¢, ze u wszystkich kobiet przeprowadzono rowniez
badania w kierunku czynnika V Leiden, polimorfizmu 20210G>A genu protrombiny oraz
polimorfizmu 677C>T genu MTHFR, przy czym nie wykazano istotnego statystycznie
zwigzku tych wariantow genetycznych z ryzykiem stanu przedrzucawkowego. Natomiast
genotyp -844AA wystgpowal czesciej u kobiet z grupy badanej, a genotyp -844GG u kobiet z
grupy kontrolnej. Hipofibrynolityczny genotyp -844AA jest prawdopodobnie zwigzany ze
zwigkszonym ryzykiem rozwoju stanu przedrzucawkowego o fagodnym przebiegu
niezaleznie od ewentualnie wspdtistniejacych mutacji prozakrzepowych w genach czynnika V

krzepnigcia, protrombiny oraz MTHFR [44].

1.7.3. Polimorfizm Hindlll1 C>G genu inhibitora aktywatora plazminogenu-1
Polimorfizm Hindlll C>G jest zlokalizowany w odcinku 3’ UTR (untranslated
region, region nie podlegajacy translacji; odcinek mMRNA niculegajacy translacji, wykazujacy
wiasciwosci funkcjonalne) genu PAI-1. Polimorfizm ten polega na substytucji cytozyny na
guaning. Uwaza si¢, ze obecno$¢ allela Hindlll G zaktoca prawidlowa regulacje translacji
genu PAI-1, co prawdopodobnie skutkuje wzrostem stezenia PAI-1 w surowicy krwi [35].
Obecnos¢ tego wariantu genu PAI-1 jest zwigzana z ryzykiem rozwoju zylnej choroby
zakrzepowo-zatorowej, choroby wiencowej serca, stanu przedrzucawkowego Czy
idiopatycznego nadci$nienia ptucnego. Istnicje korelacja miedzy stezeniem PAI-1 w 0soczu a
stezeniem cholesterolu frakcji LDL oraz insuliny. Wyniki badania Dawson i wsp. sugeruja, ze
ta regulacja pozostaje wtasnie pod wptywem polimorfizmu Hindlll C>G [32]. W badaniu De
la Cruz —Mosso i wsp. wykazano, ze genotypy Hindlll CG oraz Hindlll GG maja wptyw na
zwickszenie catkowitego stezenia cholesterolu we krwi [35]. Rozwaza si¢ rowniez udziat
powyzszego wariantu genetycznego w zmiennej podatnosci na zachorowanie na tocznia

uktadowego czy wzroscie stezenia PAI-1 u pacjentdéw z reumatoidalnym zapaleniem stawoéw

[113, 160].
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Rycina 7. Schemat przedstawiajacy analizowane w pracy polimorfizmy genu PAI-1.

1.8. Wybér analizowanych w rozprawie doktorskiej wariantow
genetycznych

Przy wyborze badanych w pracy wariantow genetycznych czynnika VII oraz PAI-1
kierowano si¢ zatozeniem, ze polimorfizmy te mogg warunkowaé trombofili¢ wrodzong, a
tym samym by¢ czynnikiem ryzyka wystepowania poronien nawracajacych. Hipoteze te
oparto na licznych doniesieniach, glownie z zakresu kardiologii, dowodzacych zwigzku
badanych polimorfizméw z rozwojem chorob o etiologii zakrzepowej. Nalezy przede
wszystkim podkresli¢, ze wigkszo$¢ z przedstawianych wariantow genetycznych zostata po
raz pierwszy oceniona w kontekscie zwigzku z wystepowaniem poronien nawracajacych w
prezentowanej rozprawie doktorskiej.

Co najmniej w jednej trzeciej przypadkdw przyczyna wystgpowania poronien
nawracajacych pozostaje nieznana. Jedynie u 30-50% pacjentek udaje si¢ zidentyfikowac
podloze tej patologii [25, 120]. Trombofilie jako czynnik sprawczy tego powiklania
polozniczego potwierdzono w licznych badaniach [13, 33, 38, 40, 139, 145]. Udziat
genetycznie uwarunkowanej nadkrzepliwosci w poronieniach nawracajacych oparty jest na
trzech gldéwnych przestankach: wyzszy odsetek wystgpowania trombofilli wérod pacjentek z
poronieniami nawracajacymi niz w populacji ogdlnej, zwigkszone ryzyko utraty cigzy u
kobiet z rozpoznang trombofilig oraz obecno$¢ zakrzepéw W naczyniach tozyska w badaniu

histopatologicznym przeprowadzanym po utracie cigzy. Standardowo u pacjentek dotknigtych
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powyzszym powiklaniem polozniczym diagnostyka trombofilli oparta jest na badaniach w
kierunku mutacji Leiden, polimorfizmu 677C>T genu MTHFR, polimorfizmu 20210G>A
genu protrombiny, niedoboru antytrombiny 111, niedoboru biatka C i S. Zdarza si¢ jednak, ze
mimo braku obecnos$ci powyzszych nieprawidlowosci genetycznych terapia przeciwkrzepliwa
oparta na podawaniu heparyny drobnoczasteczkowe] i kwasu acetylosalicylowego przynosi
oczekiwane rezultaty w postaci donoszenia cigzy. Nasuwa to podejrzenie istnienia innych, nie
ujetych w podstawowym algorytmie diagnostycznym wariantdow genetycznych mogacych
warunkowac trombofilie¢ wrodzong, a tym samym by¢ czynnikiem ryzyka poronien. Stad
prezentowana rozprawa doktorska jest proba poszukiwania nowych, dotad nie
zidentyfikowanych mutacji mogacych przyczynia¢ si¢ do wystgpowania nawracajacych utrat

cigz.
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2. CEL PRACY

Celem pracy jest okreslenie znaczenia wybranych polimorfizméw gendéw czynnika VII
krzepnigcia oraz tkankowego inhibitora aktywatora plazminogenu w etiologii poronien

nawracajacych.

Cel ten realizowano poprzez:

1. Oceng i pordwnanie czestoSci wystepowania w grupie badanej (kobiety z obcigzonym
wywiadem w kierunku wystepowania co najmniej dwdch poronien w I 1 II trymestrze cigzy)
oraz w grupie kontrolnej (kobiety, u ktorych w wywiadzie potwierdzono co najmniej jedng
ciaz¢ o niepowikltanym przebiegu, zakonczong urodzeniem zdrowego, donoszonego
noworodka oraz u ktorych wykluczono wystepowanie poronien) genotypow i alleli

nastepujacych polimorfizmow:

a. gen czynnika VII:

- polimorfizm Arg353GIn (R353Q)
- polimorfizm -323P0/P10

- polimorfizm -122T>C

b. gen PAI-1:
- polimorfizm -675 4G/5G

- polimorfizm -844G>A
- polimorfizm Hindlll C>G

2. Oceng¢ zalezno$ci wystepowania genotypow 1 alleli powyzszych polimorfizmow z
trymestrem ciazy, w ktérym doszlo do poronienia oraz ilo$cig poronien.
3. Oceng wspoOtwystepowania genotypoéw analizowanych polimorfizméw w grupie badanej

oraz kontrolnej.
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3. MATERIAL I METODYKA

Pacjentki do obu grup kwalifikowane byly przy zastosowaniu kryteriow wigczenia i
wykluczenia w Klinice Perinatologii i Chorob Kobiecych Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu w latach 2011-2013 po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu nr 422/11 w dniu 16.06.2011. Wszystkie kobiety zostaly
szczegdtowo poinformowane o zakresie 1 celu prowadzonej analizy 1 wyrazily pisemng zgode

na udzial w badaniach.

Do analizy wlaczono dwie grupy pacjentek:

1. 152 kobiety z obcigzonym wywiadem w kierunku wystgpowania poronien (dwoch lub
wiecej) w I 111 trymestrze cigzy

2. 180 kobiet, u ktorych potwierdzono w wywiadzie co najmniej jedng cigz¢ o niepowiklanym
przebiegu zakonczong urodzeniem zdrowego, donoszonego noworodka oraz wykluczono

wystgpienie poronien.

Od kazdej pacjentki zostal zebrany dokladny wywiad potozniczy celem analizy danych
klinicznych — tydzien cigzy, w ktorym wystgpily poronienia, wiek ci¢zarnej, masa ciala,
ci$nienie te¢tnicze. Ponadto w grupie kontrolnej analizowano dane noworodka (masa, ocena w

skali Apgar, tydzien oraz sposob ukonczenia cigzy).

3.1. Grupa badana

Grupg badang stanowiag 152 kobiety ($rednia wieku 30,16 + 3,82 lat, zakres 21-45 lat,
mediana 30 lat) rasy kaukaskiej z dwoma i wigcej poronieniami w wywiadzie. Wiek ciazowy, w
ktérym doszlo do poronienia okreslany byl na podstawie daty wystapienia ostatniej miesigczki,
analizy regularnosci cykli miesigczkowych oraz oceny przeprowadzonych u pacjentki badan
ultrasonograficznych. Poronienie okreslano jako wydalenie z macicy jaja plodowego przed
zakonczeniem 22 tygodnia cigzy. W przypadku kazdej cigzy zakonczonej poronieniem
potwierdzano obecno$¢ echa zarodka w jamie macicy we wczesniejszych badaniach
ultrasonograficznych. U pacjentek  zostala ~ wykluczona  obecno$¢  przeciwcial
antyfosfolipidowych oraz wystgpowanie innych patologii mogacych mie¢ zwigzek z

wystgpowaniem powiktan zakrzepowych i poronien.
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Kryteria wlaczenia do analizy — grupa badana:
- obcigzony wywiad w kierunku wystapienia co najmniej dwdch poronien
- rasa kaukaska, narodowo$¢ polska

- obecno$¢ echa zarodka w jamie macicy w badaniach ultrasonograficznych poprzedzajacych

poronienie.
Kryteria wylaczenia z analizy — grupa badana:

- obecnos¢ znanych przyczyn poronien (wady macicy, zaburzenia chromosomalne, przewlekte

choroby ogo6lnoustrojowe matki, zakazenia, zaburzenia hormonalne)
- wystepowanie niewydolnosci ciesniowo-szyjkowej

- obecno$¢ innych powiklan mogacych by¢ przyczyng zmian zakrzepowo-zatorowych (m.in.
nadci$nienie tetnicze przewlekle, obecnos¢ przeciwciat antyfosfolipidowych, zylna choroba

zakrzepowo-zatorowa w momencie wigczania do badania lub w wywiadzie)

Podczas analizy dwukrotnie dokonano podzialu grupy badanej na podgrupy. Pierwszy podziat

dotyczacy ilosci poronien wytonit dwie podgrupy pacjentek:

- Kkobiety z dwoma poronieniami w wywiadzie (n = 114),

- kobiety z trzema i1 wigcej poronieniami w wywiadzie (n = 38).

Drugi podziat dotyczyt natomiast trymestru cigzy, w ktérym wystgpito poronienie:

- pacjentki, u ktorych poronienia wystepowaly tylko w I trymestrze cigzy, ponizej 13 tygodnia
cigzy (n=123),

- kobiety, u ktérych poronienia miaty miejsce zarowno w I, jak 1 w II trymestrze ciazy, ponize]

21 tygodnia cigzy (n = 29).
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3.2. Grupa kontrolna

Grupe kontrolng stanowito 180 zdrowych kobiet (Srednia wieku 29,46 + 4,26 lat, zakres
19-42 lata, mediana 29 lat), u ktérych w wywiadzie potwierdzono co najmniej jedng cigzg o
niepowiktanym przebiegu, zakonczona urodzeniem zdrowego, donoszonego noworodka. Z
grupy tej zostaly wykluczone kobiety z obcigzonym wywiadem w kierunku wystapienia
poronien oraz innych patologii polozniczych, ktére mogg by¢ zwigzane z wystepowaniem zmian
zakrzepowych (stan przedrzucawkowy, hipotrofia ptodu, porody przedwczesne, przedwczesne
oddzielenie tozyska, obumarcie wewnatrzmaciczne). Tydzien zakonczenia cigzy ustalano na
podstawie daty ostatniej miesigczki, regularnosci cykli miesigczkowych oraz badan
ultrasonograficznych wykonywanych w trakcie trwania cigzy (Sredni tydzien zakonczenia cigzy
39,07 + 1,20, mediana 39 tc., zakres 37-42 tc.). U pacjentek z grupy kontrolnej odnotowywano
tydzien oraz sposob zakonczenia cigzy oraz parametry urodzeniowe noworodka (masa, punktacja

w skali Apgar w 1 15 minucie zycia).

Kryteria wlaczenia/wylaczenia z analizy — grupa kontrolna:

- w wywiadzie co najmniej jedna cigza 0 niepowiklanym przebiegu zakonczona urodzeniem

zdrowego, donoszonego noworodka
- brak poronien w wywiadzie

- nieobcigzony wywiad w kierunku powiklan potozniczych ktore mogg by¢ zwigzane z
wystepowaniem zmian zakrzepowych (stan przedrzucawkowy/rzucawka, hipotrofia plodu,

porody przedwczesne, przedwczesne oddzielenie tozyska, obumarcie wewngtrzmaciczne)
- wyKluczenie przewlektych chordb ogolnoustrojowych

- wykluczenie zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej w momencie wlaczania do badania lub w

wywiadzie

- rasa kaukaska, narodowos¢ polska.

Charakterystyka pacjentek z grupy badanej i kontrolnej zostata przedstawiona w tabeli 2.
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Tabela 2. Charakterystyka porownawcza kobiet z grupy badanej i kontrolne;.

Dane kliniczne Grupa badana Grupa kontrolna
(n=152) (n=180)
wiek (lata)
$rednia = SD 30,16 = 3,82 29,46 + 4,26
mediana 30 29
minimum/maksimum 21-45 19-42

ilos¢ poronien w wywiadzie
2 poronienia 114 -
3 i wigcej poronien 38 -

wystgpienie poronienia

I trymestr cigzy (<13 tc.) 123 -
1111 trymestr cigzy (<21 tc.) 29 -
pierwiastki — 109
wielorodki _ 71

3.3. Material badawczy

Od wszystkich badanych pacjentek zostata pobrana jednorazowo w trakcie rutynowych
badan probka krwi zylnej w ilo$ci okoto 5 ml do probéwek S-Monovette (Sarstedt, Niemcy) z
zelem K2E. Zel ten zawiera kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA, ethylene diamine
tetraacetic acid) w postaci soli dwupotasowej w stezeniu 1,6 mg EDTA/ml krwi. Probowki

przechowywano do czasu izolacji DNA w temperaturze -20°C.

W grupie badanej i kontrolnej oznaczono czg¢stos¢ wystepowania genotypdw i alleli
nastepujacych polimorfizmow (tab. 3):
gen czynnika VII:
Arg353GIn (R353Q)
-323P0/P10
-122T7>C

gen PAI-1 (SERPINE 1):
-675 4G/5G

-844G>A

Hindlll C>G
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Z pobranej krwi zylnej wyizolowano DNA celem przeprowadzenia dalszych analiz
genetycznych za pomoca tancuchowej reakcji polimerazy (PCR - polymerase chain reaction)
oraz metody polimorfizmu dhugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP — restriction fragment
length polymorphism). Oznaczenia polimorfizméw genetycznych przeprowadzane byly w
Pracowni Biologii Molekularnej w Klinice Perinatologii i Chorob Kobiecych Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Materiat genetyczny — wyizolowane DNA przechowywany jest w

-80°C w wyzej wymienionej Pracowni.
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Tabela 3. Charakterystyka badanych w pracy polimorfizmow.

Pozycja Nr w bazie
Gen genu na Nazwa zwyczajowa Nazwa wg HGVS (Human Genome Variation Society) danych NCBI
chromosomie (dbSNP)
-323P0/P10 NC_000013.10:9.113759831_113759832insCCTATATCCT rs5742910
CZYNNIK VII 13g34 -122T>C NC_000013.10:9.113760034T>C rs561241
Arg353GIn NC_000013.10:9.113773159G>A rs6046
-844G>A NC_000007.13:9.100769538A>G rs2227631
PAI-1 7922.1 -675 4G/5G NC_000007.13:9.100769705_100769706insG rs1799768
Hindlll C>G NC_000007.13:9.100785122C>G rs11560324
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3.4. Izolacja DNA oraz jakoSciowa i ilosSciowa ocena wyizolowanego DNA

Izolacje¢ DNA z leukocytow krwi obwodowej przeprowadzano za pomoca komercyjnego
zestawu do izolacji QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen Inc., Niemcy). Zawarte w nim zloze
krzemionkowe w obecnosci wysokich stgzen soli chaotropowych petni rolg nosnika wigzacego
DNA. Do probowki odpipetywowano 20 ul proteinazy K (enzym proteolityczny o szerokiej
specyficznosci substratowej), w dalszej kolejnosci dodawano 200 pl krwi pobranej na EDTA
oraz 200 ul detregentu zawartego w buforze (AL — oznaczenie nadane prze firme). Detergent byt
odpowiedzialny za degradacje blon komorkowych. Tak przygotowang probowke mocno
wstrzasano oraz nastepnie ogrzewano przez 10 minut w temperaturze 56° C. Mieszanine
przenoszono do kolumienki ze zlozem krzemionkowym 1 wirowano przez 1 minut¢ (obroty
8000 rpm; wirowka Eppendorf 5804R, Niemcy). W dalszej kolejnosci kolumna byla
przenoszona do nowej probowki, a przesagcz byt odrzucany. Przy uzyciu 500 pl buforow
oznaczonych przez firm¢ Al i A2 kolumn¢ dwukrotnie przemywano, po czym przez 1 minute
8000 rpm 1 3 minuty 14000 rpm. Mialo to na celu oczyszczenie DNA. W dalszym etapie
naktadano na kolumng 200 pl buforu do elucji (bufor AE), po uptywie 5 minut wirowano przez 1
minute 8000 rpm. W ten sposob otrzymywano oczyszczone DNA wykorzystywane do dalszej
analizy genetycznej.

Celem jakoSciowej analizy wyizolowanego DNA zastosowano pomiar metodg
spektrofotometryczng, uzywajac spektrofotometru BioPhotometr firmy Eppendorf. Stezenie
otrzymanego kwasu nukleinowego szacowano przy pomocy oceny absorpcji przy dtugosci fali
260 nm okre$lanej jako gestos¢ optyczna (OD - optical density). Jest to najwyzszy stopien
absorpcji promieniowania ultrafioletowgo przez DNA. Stezeniec DNA oceniano przy

zastosowaniu ponizszego wzoru:

Stezenie DNA [pg/ml] = absorbancja przy 260 nm x rozcienczenie x 50

Podstawa do zastosowania tego wzoru jest zalozenie, ze gdy A260 rowna si¢ 1 to st¢zenie
dwuniciowego DNA (dsDNA) wynosi okoto 50 ug/ml, natomiast st¢zenie jednoniciowego DNA
(ssSDNA) — w przyblizeniu 33 pg/ml.

Jako$ciowej analizy otrzymanego izolatu DNA dokonano przy pomocy powszechnie
stosowanej oceny czystos$ci roztworu DNA, jaka jest stosunek A260/A280. Zaklada sie, ze
preparat jest czysty, jesli A260/A280 wynosi 1,8-2,0. Ponadto dokonywano kontroli
otrzymanego DNA poprzez przeprowadzenie elektroforezy na 0,8% zelach agarozowych, gdzie

DNA powinno by¢ widoczne jako pojedynczy prazek.
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3.4.1. Reakcja lancuchowej polimerazy i polimorfizm dlugosci fragmentow restrykcyjnych

Badania ostatnich lat zwracaja uwage na udziat polimorfizméw pojedynczego nukleotydu
(SNP — single nucleotide polymorphism), czyli mutacji punktowych w patogenezie chorob,
ktorych etiologia jest wieloczynnikowa. SNP sa wynikiem zmiany pary zasad w specyficznym
locus. Jedng z prostszych metod ich oznaczania jest reakcja tancuchowej polimerazy oraz
polimorfizm dhugosci fragmentow restrykcyjnych (PCR/RFLP). Podstawa uzycia metody
PCR/RFLP do wykrywania mutacji punktowych jest pojawienie si¢ lub zanik miejsca
rozpoznawanego przez okreslony enzym restrykcyjny [4].

PCR jest wspotczesnie podstawowym narzedziem w dziedzinie biologii molekularnej 1
genetyki. Zostala opracowana w 1983 roku przez Kary Mullis, ktory w 1993 roku zostal
uhonorowany Nagroda Nobla w dziedzinie chemii [6]. Stuzy ona uzyskaniu duzej liczby kopi
okreslonego odcinka tancucha DNA poprzez amplifikacje (powielenie) tego fragmentu.
Amplifikacji ulegaja fragmenty fancucha DNA o nieznanej sekwencji otoczone fragmentami o
sekwencji znanej. Wigkszos¢ stosowanych metod PCR pozwala na powielanie fragmentéw DNA
o wielkosci 0,1 do 10 kpz, ale istnieja metody pozwalajagce na amplifikacje fragmentow o
wielkosci do 40 kpz. Ilos¢ otrzymywanych kopi DNA zalezna jest od dostgpnosci substratow
niezbednych w przeprowadzeniu reakcji, ktore zostajg sukcesywnie zuzywane w trakcie trwania
procesu. Do przeprowadzenia reakcji PCR niezbedne sg nast¢pujace sktadniki:

- matryca DNA, czyli fragment, ktory poddany bedzie amplifikacji

- primery (tzw. startery), czyli fragmenty jednoniciowego DNA bedace komplementarne do
koncowych odcinkéw powielanego fragmentu DNA

-termostabilna polimeraza (enzym odpowiedzialny za syntez¢ fancucha DNA komplementarnego
do matrycy)

- substraty dla polimerazy, czyli trojfosforany wszystkich czterech deoksyrybonukleozydow

- bufor zapewniajacy optymalne warunki do przeprowadzenia reakcji

- MgCl; — jony magnezu (Mg++) petnig funkcj¢ kofaktora polimerazy, ktorego stezenie silnie
wplywa na wydajnos¢ i specyficznos¢ PCR

PCR przeprowadza si¢ w 20-40 powtarzajacych si¢ cyklach, w termocyklerze, ktéry
pozwala na kontrolowang zmiang¢ temperatury. Kazdy cykl reakcji PCR sktada si¢ z:

- denaturacji, ktora przebiega w temperaturze 94-98°C i trwa ok. 20-30 s; w takich warunkach
dochodzi poprzez przerwanie wigzan wodorowych do rozdzielenia dwuniciowej matrycy DNA

majacej ulec amplifikacji na dwie pojedyncze nici;
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- przyltaczania starteréw (hybrydyzacja) — przebiega w temperaturze 50-65°C i trwa ok. 20-40 s;
dochodzi do przylaczenia starterow do komplementarnych odcinkow jednoniciowych
tahcuchéw matrycy DNA;

- wydluzania starterow (elongacja) — temperatura tego etapu jest zalezna od uzytej polimerazy
DNA, dobiera si¢ takie warunki, w ktorych enzym ten wykazuje najwigksza aktywnos¢
(zwykle ok. 72°C); dochodzi do syntezy nowej nici DNA komplementarnej do matrycy.

PCR jest metoda charakteryzujaca si¢ wysoka czuloscig i1 swoistoscig. Ponadto
amplifikowana sekwencja DNA nie musi by¢ dokladnie znana, znane musza by¢ tylko
sekwencje otaczajace powiclany fragment [16, 87, 116, 133, 154]. W prezentowanej pracy
wszystkie reakcje PCR przeprowadzano uzywajac termocyklera Dyad DNA Engine (BioRad,
Stany Zjednoczone).

Polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych jest metodg wykorzystujaca réznice w
sekwencji homologicznych odcinkow DNA oraz duze powinowactwo endonukleaz do
rozpoznawania poszczegolnych miejsc restrykcyjnych. Roznice te wynikaja z odmiennych
miejsc dziatania enzymow restrykcyjnych, ktore przecinaja tancuch DNA w swoistym dla siebie
locus, rozpoznajagc konkretng sekwencje nukleotydow. Lancuch DNA, produkt reakcji PCR
poddany trawieniu danym enzymem restrykcyjnym rozpada si¢ na tzw. fragmenty restrykcyjne,
ktore nastepnie sg rozdzielane za pomoca elektroforezy na zelu agarozowym. Hybrydyzacja
otrzymanych fragmentow restrykcyjnych z sondami DNA pozwala oceni¢ czy dlugosc
otrzymanych odcinkéw jest taka sama jak sond. Jesli nie — moéwi sie o polimorfizmie
otrzymanych fragmentéw. Zmiana nawet pojedynczego nukleotydu w sekwencji DNA
spowoduje, ze dany enzym restrykcyjny nie dokona trawienia w swoistym dla siebie miejscu 1 w

dwoch porownywanych probkach DNA powstang odcinki o r6znej dlugosci.

W tabelach 4, 5, 6, 7 i 8 zbiorczo przedstawiono startery uzyte do reakcji PCR, sktad
mieszaniny oraz warunki reakcji PCR, skfad mieszaniny do hydrolizy produktu PCR enzymem
restrykcyjnym, wielkosci fragmentéw po reakcji hydrolizy oraz zastosowane enzymy
restrykcyjne dla wszystkich badanych w pracy polimorfizméw. Po przeprowadzeniu hydrolizy
restrykcyjnej identyfikacji poszczegoInych genotypéw dokonywano za pomoca elektroforezy. Po
dodaniu buforu obcigzajacego naktadano probki na 2% (w przypadku polimorfizmow
Arg353Gln, -323P0/10, -122T>C genu czynnika VII) lub 2,5% (dla polimorfizmow -675 4G/5G,
Hindlll C>G, -844G/A genu PAI-1) zel agarozowy (TiBMolBiol, Polska). Elektroforezg

prowadzono w buforze 1 x TBE przy napieciu 200V przez 2 godziny. Zele barwiono bromkiem
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etydyny, a uzyskane wyniki dokumentowano za pomoca systemu UVI — KS4000/Image PC
(Syngen Biotech, USA).

3.4.2. Polimorfizm Arg353GIn ( R353Q) genu czynnika VII krzepnigcia

Polimorfizm Arg353GIn genu czynnika VII krzepnigcia amplifikowano uzywajac
starterow o nastepujacych sekwencjach: F 5° — GGG AGA CTC CCC AAA TAT CAC-3’ oraz
R 5 — ACG CAG CCT TGG CTT TCT CTC-3’ [55]. Uzyskany produkt PCR wielkosci 312 pz
poddawano trawieniu enzymem restrykcyjnym Mspl (CM"CGG). Po inaktywacji enzymu, probki
nakladano na zel agarozowy 1 uzyskiwano nastgpujagce genotypy: homozygota
Arg353/Arg353 206, 67, 39 pz, heterozygota Arg353/GIn353 273, 206, 67, 39 pz, homozygota
GIn353/GIn353 273, 39 pz.

3.4.3. Polimorfizm -323P0/P10 genu czynnika VII krzepnigcia

Fragment zawierajacy miejsce polimorfizmu -323P0/P10 w promotorze genu czynnika
VII krzepnigcia amplifikowano przy uzyciu nastepujacych starterow: F 5° — TCG CAT GAT
TGC TAT GGG AC-3’, R 5°-GTT GAC ATT CCC CAT GGG AC- 3’ [169]. Uzyskane
produkty PCR wielkosci 356 pz (-323P0/-323P0), 366, 356 pz (-323P0/-323P10) oraz 366 pz
(-323P10/-323P10) poddawano trawieniu enzymem restrykcyjnym Ecol30l (C*"CWWGG). Po
hydrolizie uzyskiwano nastepujace fragmenty dla poszczegolnych genotypow: -323P0/-323P0 —
309, 31, 16 pz, -323P0/-323P10 — 309, 249, 70, 31, 16 pz, -323P10/-323P10 — 249, 70, 31, 16

pz.

3.4.4. Polimorfizm -122T>C genu czynnika VII krzepnigcia

W celu wykrycia punktowej mutacji -122T>C zlokalizowanej w promotorze genu
czynnika VII krzepnigcia uzyto nastepujacych starterow: F 5° — TCG CAT GAT TGC TAT
GGG AC-3’, R 5>-GTT GAC ATT CCC CAT GGG AC- 3’[169]. Otrzymywano produkt PCR o
wielkosci 356 (366) pz, ktory poddano hydrolizie restrykcyjnej przy uzyciu enzymu Sdul
(Bsp1286l) (GDGCH"C). W zaleznosci od genotypu uzyskiwano nastgpujace fragmenty:
-122TT - 200 (210),156 pz, -122TC — 200 (210),156, 90, 66 pz, -122CC — 200 (210), 90, 66 pz.

3.4.5. Polimorfizm -675 4G/5G genu PAI-1

Polimorfizm -675 4G/5G genu PAI-1 wykrywano przy zastosowaniu nast¢pujacych
starterow: 5° — GCC CTC AGG GGC ACA GAG AGA GTC TGG CCA-3’ oraz 5’- GCA ATG
CAG CCA GCC ACG TG — 3’ [36]. Otrzymany produkt PCR o wielkosci 163 pz poddawano
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trawieniu enzymem restrykcyjnym Bsll (CCNNNNN”NNGG). Po hydrolizie restrykcyjnej
uzyskiwano nastgpujace fragmenty dla poszczegolnych alleli: -675 4G 107, 56 pz, -675 5G 74,
56, 34 pz.

3.4.6. Polimorfizm -844G>A genu PAI-1

Sekwencje uzytych starterow byty nastepujace: F: 5 — CAg gCT CCC ACT gAT TCT
AC-3’, R: 5°- gAg ggC TCT CTT gTg TCA AC-3’ [64]. Uzyskany produkt PCR o wielko$ci
510 pz poddawano hydrolizie enzymem restrykcyjnym Xhol (CATCGAG). Po dodaniu
buforu obcigzajacego nakladano probki na 2,5% zel agarozowy. Elektroforeze prowadzono w
buforze 1 x TBE przy napieciu 200V przez 2 godziny 1 30 minut. Uzyskane wyniki
dokumentowano za pomocg systemu UVI — KS4000/Image PC (Syngen Biotech, USA). Po
hydrolizie uzyskiwano nastepujace fragmenty dla poszczegdlnych genotypow: -844GG — 364,
146 pz, -844GA 510, 364, 146 pz, -844AA — 510 pz.

3.4.7. Polimorfizm Hindlll C>G genu PAI-1

Do amplifikacji fragmentu genu PAI-1 zawierajgcego mutacj¢ punktowag Hindlll C>G
wykorzystano startery o nastepujacych sekwencjach: F 5’ -gCC TCC AgC TAC CgT TAT TgT
ACA -3°, R 5’- CAg CCT AAA CAA CAg AgA CCC C -3 [57]. Uzyskany produkt PCR o
wielkosci 754 pz poddawano hydrolizie enzymem restrykcyjnym Hindlll (A*AGCTT). Po
hydrolizie uzyskiwano nastepujace fragmenty dla poszczegdlnych genotypow: Hind 11l CC —
566, 188 pz, Hindlll CG — 754, 566, 188 pz, Hindlll GG — 754 pz.
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Tabela 4. Startery uzyte do reakcji PCR.

Polimorfizm

Sekwencja starteréow

Literatura

Arg353GIn

F5 — GGG AGA CTC CCC AAATAT CAC-3°
R 5 -ACG CAG CCTTGG CTT TCT CTC-3’

Green i wsp., 1991

-323P0/P10

F 5 —TCG CAT GAT TGC TAT GGG AC-3’
R 5’-GTT GAC ATT CCC CAT GGG AC-3’

van’t Hooft 1 wsp., 1999

-1227>C

F 5 —TCG CAT GAT TGC TAT GGG AC-3’
R 5’-GTT GAC ATT CCC CAT GGG AC-3°

van’t Hoof ti wsp., 1999

-675 4G/5G

5’ - GCC CTC AGG GGC ACA GAG AGAGTC TGG CCA-3
5’- GCA ATG CAG CCAGCCACGTG-3".

Doggen i wsp., 1999

-844G>A

F: 5> -~ CAg gCT CCC ACT gAT TCT AC-3°
R:5’-gAgggC TCT CTT gTg TCA AC-3°

Henry i wsp., 1997

Hindlll C>G

F: 5" -gCC TCC AgC TAC CgT TAT TgT ACA -3’
R: 5’- CAg CCT AAA CAA CAg AgA CCC C -3’

Grenett i wsp., 2000
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Tabela 5. Sktad mieszaniny do reakcji PCR (podano stezenie wyjSciowe na 1 probke w pl).

Polimorfizm | PNA Woda Bll:)fir MgCl; dNTP Starter F Starter R PO|Ii:)IT|1\(I-'};\a2a suma
[uL] | sterylna stezony 25mM 2,5mM 50 pmoli/ pL. 50 pmoli/pL SU/L
[nL]

Arg353GIn 2 16,4 2,5 1,5 2 0,2 0,2 0,2 25
-323P0/P10 2 16,4 2,5 1,5 2 0,2 0,2 0,2 25
-122T>C 2 16,4 2,5 1,5 2 0,2 0,2 0,2 25
-675 4G/5G 2 16,4 2,5 1,5 2 0,2 0,2 0,2 25
-844G>A 2 16,4 2,5 1,5 2 0,2 0,2 0,2 25
Hindlll C>G 2 16,4 2,5 1,5 2 0,2 0,2 0,2 25
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Tabela 6. Warunki reakcji PCR.

Denaturacja Denaturacja Wiazanie Synteza Synteza Przechowywanie | Tlosé
Polimorfizm wstepna wlasciwa starterow koncowa cykli
°c min °c min °c min °c min °Cc min °c min

Arg353GIn 95 3 94 0,5 62 0,5 72 0,5 72 10 4 5 30
-323P0/P10 95 4 95 0,5 55 0,5 72 1 72 10 4 5 30
-1227>C 95 4 95 0,5 55 0,5 72 1 72 10 4 5 30
-675 4G/5G 95 4 95 0,5 67 0,5 72 1 72 10 4 5 35
-844G>A 95 4 95 0,5 56 0,5 72 1 72 10 4 5 30
Hindlll C>G 95 4 95 0,5 65 0,5 72 1 72 10 4 5 30

Wszystkie reakcje PCR przeprowadzano uzywajgc termocyklera Dyad DNA Engine (BioRad, Stany Zjednoczone)




Tabela 7. Sktad mieszaniny do hydrolizy produktu PCR enzymem restrykcyjnym (podano stezenie wyjSciowe na 1 probke w pl).

Woda | Bufor Enzym restrykcyjny Produkt | Suma | Czasitemperatura | Inaktywacja
Polimorfizm | sterylna | 10x PCR hydrolizy enzymu
Stezenie wyjsciowe | Objetos¢ na 1 probke

Arg353GIn 2,5 2,5 20u/ pl 1 19 25 37°C-16 godzin 65°C
-323P0/P10 2,5 2,5 10u/ pl 1 19 25 37°C-16 godzin 65°C
-122T>C 2,5 2,5 10w/ pl 1 19 25 37°C-16 godzin 65°C
-675 4G/5G 2,5 2,5 10u/ pl 1 19 25 55°C-16 godzin 80°C
-844G>A 2,5 2,5 10w/ pul 1 19 25 37°C-16 godzin 65°C
Hindlll C>G 2,5 2,5 10w/ pul 1 19 25 37°C-16 godzin 65°C

Mieszaniny inkubowano w cieplarce (Memmert, Niemcy).
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Tabela 8. Wielkosci fragmentow po reakcji hydrolizy oraz zastosowane enzymy restrykcyjne.

Enzym restrykcyjny

Polimorfizm (producent) Rozpoznawana sekwencja Wielko$¢ produktu PCR Wielko$¢ fragmentow po hydrolizie
Msol Arg353/Arg353 — 206, 67, 39 pz
Arg353GIn (EUSX) CACGG 312 pz Arg353/GIn353 — 273, 206, 67, 39 pz
GIn353/GIn353 — 273, 39 pz
Eeo1301 -323P0/-323P0 356 pz -323P0/-323P0 — 309, 31, 16 pz,
BPOPLO | o entific CACWWGG -323P0/-323P10 366, 356 pz |-323P0/-323P10 — 309, 249, 70, 31, 16 p
-323P10-323/P10 366 pz | -323P10/-323P10 - 249, 70, 31, 16 pz
“122TT — 200 (210),156 pz
[122T>C (ng:r'nggsspiiﬁ?lc) GDGCHAC 356 (366) pz _122TC — 200 (210),156, 90, 66 pz
-122CC — 200 (210), 90, 66 pz
BslI . 675 4G 107, 56 pz,
“6754GIG | hermo Scientific) CCNNNNNTNNGG 163 pz 675 5G 74, 56, 34 pz
o "844GG — 364, 146 pz,
_844G>A (Thermo Seientifc CATCGAG 510 pz _844GA —510, 364, 146 pz,
_844AA — 510 pz
A Hindl1l CC — 566, 188 pz,
HindIll C>G AMAGCTT 754 pz HindI1l CG — 754, 566, 188 pz,

(Thermo Scientific)

Hindlll GG — 754 pz
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3.5. Analiza statystyczna

Uzyskane w prezentowanej rozprawie doktorskiej wyniki dotyczace czestosci
wystepowania genotypow i alleli badanych polimorfizméw poddano analizie statystycznej

przy zastosowaniu programu statystycznego SPSS 17.0 PL dla Windows. Dane kliniczne
kobiet z grupy badanej i kontrolnej oraz otrzymane frekwencje genotypow i alleli
poszczegolnych polimorfizméw dla wszystkich pacjentek zgromadzone zostaly w postaci
bazy danych w Edytorze Danych SPSS 12.5 PL.

Na wykonanie petnej analizy statystycznej pozwolito wykorzystanie obliczen opartych
na Srednich arytmetycznych (suma wszystkich wartosci podzielonych przez ich calkowitg
liczbe), odchyleniu standardowym (+SD - standard deviation, miara rozproszenia warto$ci
indywidualnych wokot $redniej proby), medianie (miara tendencji centralnych i obrazu
rozktadu zmiennych porzadkowych), wskazaniu wartosci maksymalnej oraz minimalne;.
Poréwnanie wartosci §rednich pomiedzy analizowanymi grupami przeprowadzono w oparciu
0 t-test.

Otrzymane w powyzszej rozprawie doktorskiej wyniki dotyczace czestosci
wystepowania genotypow i alleli prezentowano z 95% przedziatem ufnosci (PU, confidence
interval). Obliczano rowniez wspoiczynnik ryzyka (WR) przy poréwnywaniu frekwencji
genotypow 1 alleli we wszystkich analizowanych grupach kobiet. Rozklad genotypow
poréwnano testem chi-kwadrat z poprawka Fishera (jednostronny test Fishera). Wartos¢
p<0,05 przyjeto za statystycznie istotng. Po oznaczeniu wszystkich badanych w pracy
wariantdOw genetycznych oznaczono ich wzajemng korelacj¢ przy pomocy Fisher Exact
Probability Test.

Analize genetyczng rozpoczynano od arytmetycznego wyznaczenia procentowej
frekwencji wystgpowania poszczeg6dlnych genotypow 1 alleli badanych polimorfizméw,
otrzymujac wartosci obserwowane. W kolejnym etapie wartosci obserwowane poréwnano z
warto$ciami oczekiwanymi, ktore zostaly obliczone na podstawie prawa Hardy-Weinberga.

Prawo to opisywane jest nizej przedstawionym rownaniem [166].

p*+2pq+q°=1

Litery ,, p” i,,q” to czesto$¢ wystepowania poszczegolnych alleli danego genu (p = nA/2N =
2nAA +nAa/2N, q = na/2N = 2naa + nAa/2N; ,,A” i ,,a” oznaczaja allele konkretnego genu).
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka danych klinicznych analizowanych pacjentek

Do badania wilaczono 332 pacjentki rasy kaukaskiej, narodowosci polskiej, ktore
zostaly zakwalifikowane do dwoch grup: 152 kobiety z obcigzonym wywiadem w kierunku
wystepowania co najmniej dwdch poronien (grupa badana) oraz 180 kobiet, u ktérych w
wywiadzie potwierdzono wystgpowanie co najmniej jednej cigzy o niepowiktanym przebiegu,
zakonczonej urodzeniem zdrowego, donoszonego noworodka oraz wykluczono wystepowanie
poronien (grupa kontrolna). Szczegdélowe dane dotyczace pacjentek oraz kryteriow

przyporzadkowania do okreslonych grup przedstawiono w rozdziale 3 rozprawy doktorskiej.

Wiek pacjentek byt pordéwnywalny w obydwu grupach. Srednia wieku w grupie
badanej wynosita 31,48 + 4,17 lat, natomiast w grupie kontrolnej 30,67 + 3,98 lat, p=0,0716.
Nie zaobserwowano istotnych roznic w warto$ciach ci$nienia tetniczego pomigdzy
pacjentkami z obciazonym wywiadem potozniczym a grupa zdrowych kobiet. Srednie
skurczowe ci$nienie tetnicze w grupie badanej wynosito 108,52 + 14,73 mmHg, natomiast w
grupie kontrolnej 110,86 + 11,25 mmHg, p=0,1021. Srednie rozkurczowe ci$nienie tetnicze w
grupic badanej mialo wartos¢ 68,55 + 11,65 mmHg, a w grupie kontrolnej 70,25 + 9,83
mmHg, p=0,1502. Poréwnywalne byly takze srednie wartosci wzrostu (166,26 + 5,49 cm vs.
166,57 + 5,90 cm, p=0,6228), masy ciata (62,97 = 11,63 kg vs. 61,06 + 89,36 kg, p=0,0983)
oraz wskaznika BMI (22,78 + 4,08 kg/m? vs. 22,00 + 3,18 kg/m?, p=0,0484) odpowiednio w
grupie badanej i kontrolnej (tab. 9).

Wsrod pacjentek z grupy z nieobcigzonym wywiadem polozniczym analizowano
ponadto dane dotyczace ostatniej cigzy. 109 kobiet stanowily pierwiastki, natomiast 71
pacjentek bylo wielorédkami. Sredni czas trwania ciazy w calej grupie kontrolnej wynosit
39,08 £ 1,20 tygodnia, $rednia masa noworodka wynosita 3472,18 + 411,97 g, $rednia
punktacja w skali Apgar w 1 minucie zycia - 9,50 + 1,18, natomiast w 5 minucie zycia - 9,93
+ 0,45. U 133 kobiet cigza zakonczyla si¢ porodem sitami natury, pordd operacyjny (cigcie

cesarskie lub wyciggacz prézniowy) dotyczyt 47 pacjentek (tab. 9).
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Dane kliniczne

Grupa badana
(n=152)

Tabela 9. Charakterystyka poréwnawcza kobiet z grupy badanej i kontrolnej.

Grupa kontrolna
(n=180)

wiek (lata)

srednia (odchylenie standardowe)
mediana

minimum/maksimum

31,48 +£4,17
31
21-45

30,67 + 3,98
30
19-42

ci$nienie tetnicze skurczowe (mmHQ)

srednia (odchylenie standardowe)
mediana
minimum/maksimum

108,52 + 14,73
110
80-190

110,86 + 11,25
110
90-150

cisnienie tetnicze rozkurczowe (mmHg)

srednia (odchylenie standardowe)
mediana
minimum/maksimum

68,55 + 11,65
70
50-120

70,25+ 9,83
70
50-95

Wozrost (cm)

srednia (odchylenie standardowe)
mediana

minimum/maksimum

166,26 + 5,49
ey
150-180

166,57 + 5,90
166
153-180

Masa (kg)

srednia (odchylenie standardowe)
mediana

minimum/maksimum

62,97 + 11,63
62
43-135

61,06 + 9,36
60
43-105

BMI (kg/m?)

srednia (odchylenie standardowe)
mediana

minimum/maksimum

22,78 + 4,08
22,22
16,26-47,83

22,00 + 3,18
21,23
16,73 — 38,57

ilo$¢ poronien w wywiadzie
2 poronienia
3 i wigcej poronien

114
38

wystapienie poronienia
[ trymestr cigzy (<13 tc.)
[ i II trymestr cigzy (<21 tc.)

123
29

pierwiastki
wielorodki

109
71

tydzien zakonczenia ciazy
srednia (odchylenie standardowe)
mediana

minimum/maksimum

39,08 +1,20
39
37-42

noworodek — masa (g)

$rednia (odchylenie standardowe)
mediana

minimum/maksimum

Ap 1’

$rednia (odchylenie standardowe)
mediana

minimum/maksimum

Ap 5

$rednia (odchylenie standardowe)
mediana

minimum/maksimum

3472,18 + 411,97
3470
2350-4610

9,50+1,18
10
2-10

9,93+ 0,45
10
5-10

spos6b zakonczenia cigzy
porod samoistny drogami natury
porod operacyjny

133
47




W toku dalszej analizy dwukrotnie dokonano podziatu grupy badanej na podgrupy.

Pierwszy podzial dotyczacy ilo$ci poronien wylonit dwie podgrupy pacjentek: 1). kobiety z

dwoma poronieniami w wywiadzie (n = 114) oraz 2). kobiety z trzema i wigcej poronieniami

w wywiadzie (n = 38). Drugi podziat dotyczyt natomiast trymestru cigzy, w ktorym wystgpito

poronienie: a). poronienia w [ trymestrze cigzy, ponizej 13 tygodnia cigzy (n = 123) oraz b).

kobiety, u ktorych poronienia mialy miejsce zarowno w 1, jak i w II trymestrze cigzy, ponize]j

21 tygodnia cigzy (n = 29) (tab. 101 11).

Tabela 10. Charakterystyka porownawcza kobiet z podgrupy z dwoma poronieniami oraz z
podgrupy z trzema i wigcej poronieniami.

Grupa badana
Grupa

2 poronienia 3 lub wiegcej poronien kontrolna
n=114 n=38 (n=180)

Dane kliniczne

wiek (lata)

§rednia £+ SD
mediana
minimum/maksimum

ciSnienie tetnicze skurczowe

(mmHg)

§rednia £+ SD
mediana
minimum/maksimum

ciSnienie tetnicze rozkurczowe

(mmHg)

Srednia + SD
mediana
minimum/maksimum
Wzrost (cm)

Srednia + SD
ELIENE
minimum/maksimum
Masa (kg)

Srednia + SD
ELIENE
minimum/maksimum
BMI (kg/m°)
$rednia + SD
mediana
minimum/maksimum

31,15+4,16
31
21 -45

109,04 + 15,34
110
80 - 190

69,04 +12,10
70
50 - 120

166,04 + 5,74
167
150 - 180

62,32 + 11,94
61
45-135

22,60 +4,21
21,80
17,72 — 47,83

0,1664

*analizowane podgrupy porownywano do grupy kontrolnej
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32,47 £ 4,08
32
23-41

106,97 + 12,76
102,5
90-130

67,11 + 10,18
62,5
50-90

166,89 + 4,68
168
158 - 178

64,95 + 10,54
64
43 - 88

23,31 + 3,66
23,11
16,26 — 31,57

30,67 + 3,98
30
19-42

110,86 + 11,25
110
90-150

70,25+ 9,83
70
50-95

166,57 + 5,90
166
153-180

61,06 + 9,36
60
43-105

22,00 + 3,18
21,23
16,73 — 38,57



Tabela 11. Charakterystyka porownawcza kobiet z podgrupy z wystepowaniem poronien w |
trymestrze oraz z podgrupy z wystepowaniem poronien w I 1 II trymestrze ciazy.

Grupa badana
Grupa

| trymestr Iill trymestr kontrolna
(n=123) (n=29) (n=180)

Dane kliniczne

wiek (lata)

Srednia £+ SD
mediana
minimum/maksimum

ciSnienie tetnicze skurczowe

(mmHg)

$rednia = SD
mediana
minimum/maksimum

ciSnienie tetnicze rozkurczowe

(mmHg)

$rednia = SD
mediana
minimum/maksimum
Wzrost (cm)

$rednia = SD
mediana
minimum/maksimum
Masa (kg)

$rednia = SD
mediana
minimum/maksimum
BMI (kg/m?)

Srednia + SD
mediana
minimum/maksimum

31,64 +4,13
31
21-45

68,33 + 11,82
70
50-120

166,20 + 5,22
167
154-180

63,27 + 12,23
62
43-135

22,90 £+ 4,29
22,31

16,26 — 47,83
*analizowane podgrupy porownywano do grupy kontrolnej

107,93 + 15,27 | 0,0555
105
80-190

0,0411

64

30,79 £4,35
31
22:39

111,03 £ 12,05

110
90-130

69,48 + 11,05
70
50-90

166,52 + 6,60
168
150-177

61,72 +8,73
60
45-80

22,27+ 3,03
VAW
18,03 — 28,69

30,67 + 3,98
30
19-42

110,86 + 11,25
110
90-150

70,25 + 9,83
70
50-95

166,57 £+ 5,90
166
153-180

61,06 + 9,36
60
43-105

22,00 +£3,18
21,23
16,73 — 38,57



4.2. Analiza wynikow badan genetycznych

W tej czeSci pracy analizowano czestos¢ wystgpowania badanych wariantow
genetycznych genu czynnika VII krzepnigcia i genu PAI-1 w grupie 152 pacjentek z
obcigzonym wywiadem w kierunku wystgpowania co najmniej dwoch poronien oraz w grupie

kontrolnej 180 zdrowych kobiet.

4.2.1. Polimorfizm Arg353GIn genu czynnika VII krzepnigcia

Ponizsza fotografia przedstawia przykladowy rozklad genotypow polimorfizmu
Arg353GIn po procesie hydrolizy z zastosowaniem enzymu restrykcyjnego Mspl. Wyniki
zostaly uwidocznione na 2% zelu agarozowym. Dla genotypu homozygotycznego
niezmutowanego Arg353/Arg353 otrzymywano trzy prazki o wielkosci 206 pz, 67 pz oraz 39
pz. W przypadku genotypu heterozygotycznego Arg353/GIn353 po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym uwidaczniano wszystkie cztery prazki o wielkosci 273 pz, 206 pz, 67 pz oraz
39 pz. Natomiast obecnos$¢ prazkéw o wielkosci 273 pz oraz 39 pz odczytywano jako

obecno$¢ zmutowanego genotypu homozygotycznego GIn353/GIn353 (fot. 1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

273 pz
206 pz

67 pz
39 pz

Fotografia 1. Analiza genotypéw polimorfizmu Arg353GIn genu czynnika VII po hydrolizie
enzymem restrykcyjnym Mspl. Tor 1 marker wielkosci (50 pz), tory 3, 4, 5, 8, 10 homozygoty
niezmutowane Arg353/Arg353, tory 2, 6, heterozygoty Arg353/GIn353, tory 7, 9 homozygota
zmutowana GIn353/GIn353.
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W kolejnym etapie pracy poroéwnano czesto$¢ wystepowania genotypow i alleli
polimorfizmu Arg353GIn w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej. Odnotowano czgstsze
wystgpowanie niezmutowanego genotypu homozygotycznego Arg353/Arg353 w grupie
kobiet z poronieniami w poréwnaniu do grupy kontrolnej (80,3% vs. 76,1% w grupie
kontrolnej, p=0,22). Genotyp heterozygotyczny Arg353/GIn353 czgsciej wystgpowal w
grupie kontrolnej zdrowych kobiet w pordwnaniu do grupy badanej (23,9% w grupie
kontrolnej vs. 19,1%, p=0,18). Nie zaobserwowano wystgpowania zmutowanego genotypu
homozygotycznego GIn353/GIn353 w grupie kontrolnej, natomiast byt obecny tylko u jedne;]
z pacjentek z poronieniami w wywiadzie (0,6% vs. 0,0% w grupie kontrolnej, p=0,46).
Powyzsze roznice nie byly istotne pod wzgledem statystycznym (tab. 12, ryc. 8). Wartosci
genotypow oczekiwanych

genotypow obserwowanych byly zgodne =z wartosciami

obliczanymi na podstawie prawa Hardy'ego — Weinberga.

W odniesieniu do alleli polimorfizmu Arg353GIn czgsto$¢ wystepowania
niezmutowanego allela Arg353 byta porownywalna w grupie badanej oraz kontrolnej (89,8%
vs. 88,1% w grupie kontrolnej, p=0,28). Podobnie nie odnotowano istotnych réznic co do
czesto$ci wystepowania zmutowanego allela GIn353 (10,2% vs.11,9% w grupie kontrolnej,

p=0,28) (tab. 12, ryc. 9).

Tabela 12. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu Arg353GIn genu

czynnika VII krzepniecia w grupie kobiet z poronieniami oraz w grupie kontrolne;j.
Arg353GIn Grupa badana Grupa kontrolna wWr | 95%pU
(n=152) (n=180)
wartosé wartosé wartosé wartosé
Genotypy | obserwowana| oczekiwana| obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
Arg353/Arg353 | 122 (80,3) 80,7 137 (76,1) 77,5 1,28 | 0,75-2,16 | 0,22
Arg353/GIn353 | 29 (19,1) 18,3 43 (23,9) 21,1 0,75 | 0,44-1,28 | 0,18
GIn353/GIn353 1(0,6) 1,0 0 (0,0 1,4 — — 0,46
Suma 152 (100,0) 100 180 (100,0) 100
Allele
Arg353 273 (89,8) — 317 (88,1) - 1,19 | 0,73-1,95 | 0,28
GIn353 31 (10,2) — 43 (11,9) - 0,84 | 0,51-1,37 | 0,28
Suma 304 (100,0) — 360 (100,0) —
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100,0% -
80,0% -
60,0% - m grupa badana
40,0% - grupa kontrolna
20,0% A
-
0,0% T

Arg353/4rg353 Arg353/GIn353 GIn353/GIn353

Rycina 8. Czgsto$¢ wystgpowania genotypéw polimorfizmu Arg353GIn genu czynnika VII
krzepniecia w grupie badanej i kontrolnej.

100,0% -

80,0% -

60,0% - / m grupa badana
40,0% 1 e grupa kontrolna
20,0% -

0,0%

allel Arg353 allel GIn353

Rycina 9. Czesto$¢ wystgpowania alleli polimorfizmu Arg353GIn genu czynnika VII
krzepnigcia W grupie badanej i kontrolnej.

4.2.2. Polimorfizm -323P0/P10 genu czynnika VII krzepnigcia

Na zamieszczonej ponizej fotografii zaprezentowano przyktadowy rozklad genotypow
polimorfizmu -323P0/P10 po trawieniu enzymem restrykcyjnym Eco1301. Obecnos¢ prazkow
o wielkosci 309, 31 oraz 16 pz odczytywano jako obecno$¢ niezmutowanego genotypu
homozygotycznego -323P0/-323P0. W przypadku genotypu heterozygotycznego -323P0/-
323P10 uwidaczniano pig¢ prazkow o wielkosci 309, 249, 70, 31, 16 pz, natomiast
zmutowanemu genotypowi homozygotycznemu -323P10/-323P10 odpowiadata obecnos¢
prazkow o wielkosci 249, 70, 31, 16 pz (fot. 2).
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<— 309 pz
249 pz

<—— 70 pz

31pz

Fotografia 2. Analiza genotypoéw polimorfizmu -323P0/P10 genu czynnika VII po hydrolizie
enzymem restrykcyjnym Ecol301. Tor 1 marker wielkosci (50 pz), tory 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10
homozygoty niezmutowane -323P0/-323P0, tor 8 heterozygota -323P0/-323P10, tor 2
homozygota zmutowana -323P10/-323P10.

Nastepnie poréwnano czestos¢ wystgpowania genotypow i alleli powyzszego wariantu
genetycznego w grupie badanej kobiet z wystgpowaniem poronien oraz w grupie kontrolne;.
Odnotowano czgstsze wystepowanie niezmutowanego genotypu homozygotycznego -323P0/-
323P0 w grupie badanej (80,26% vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,25). Genotyp
heterozygotyczny -323P0/-323P10 obserwowany byl nieco czesciej w grupie kobiet z
nieobcigzonym w wywiadem potozniczym w poréwnaniu do grupy badanej (22,78% w grupie
kontrolnej vs. 18,42%, p=0,20). Zmutowany genotyp homozygotyczny -323P10/-323P10 byt
obecny tylko u 2 kobiet sposrdd pacjentek z wystepowaniem poronien oraz u 1 kobiety z
grupy kontrolnej (1,32% vs. 0,55% w grupie kontrolnej, p=0,44). Wartosci genotypow
obserwowanych byly zgodne z warto$ciami genotypow oczekiwanych obliczanymi na
podstawie prawa Hardy'ego — Weinberga (tab. 13, ryc. 10).

Roéwniez analiza czgsto$ci wystepowania alleli nie wykazala istotnych réznic
pomiedzy grupami. Czgstos¢ niezmutowanego allela -323P0 byta porownywalna w grupie
kobiet z obcigzonym wywiadem polozniczym oraz w grupie kontrolnej (89,47% vs. 88,06% w
grupie kontrolnej, p=0,33). Podobng sytuacje odnotowano dla zmutowanego allela -323P10
(10,53% vs. 11,94% w grupie kontrolnej, p=0,33) (tab. 13, ryc. 11).
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Tabela 13. Czgsto$¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu -323P0/P10 genu
czynnika VII krzepnigcia w grupie kobiet z poronieniami oraz w grupie kontrolne;.
Grupa badana Grupa kontrolna
-323P0/10 (n=152) (n=180) WR 95%PU p
wartos¢ wartos¢ wartosé wartosé
Genotypy | obserwowana| oczekiwanal obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)

PO/PO 122 (80,26) 80,05 138 (76,67 ) 77,54 1.24 | 0,73-2,10 | 0,25
PO/P10 28 (18,42) 18,84 41 (22,78) 21,03 0,77 | 0,45-1,31 | 0,20
P10/P10 2(1,32) 1,11 1(0,55) 1,43 2,39 | 0,21-26,58 | 0,44

Suma 152 (100,00) 100 180 ( 100,00) 100

Allele

PO 272 (89,47) — 317 (88,06) — 1,15 | 0,71-1,87 | 0,33
P10 32 (10,53) — 43 (11,94) — 0,87 | 0,53-1,41 | 0,33
Suma 304 (100,0) — 360 (100,0) —
100,0% -

80,0% -

60,0% - I B grupa badana

40,0% - I grupa kontrolna

20,0% - I_m

-
0,0% T T f
PO/PO PO/P10 P10/P10

Rycina 10. Czgsto$¢ wystepowania genotypoéw polimorfizmu -323P0/P10 genu czynnika VII

krzepnigcia w grupie badanej i kontrolne;.

69




100,0%

B grupa badana

0,
50,0% grupa kontrolna

0,0% - . .
allel PO allel P10

Rycina 11. Czestos¢ wystepowania alleli polimorfizmu -323P0/P10 genu czynnika VII
krzepniecia w grupie badanej i kontrolne;.

4.2.3. Polimorfizm -122T>C genu czynnika VII krzepniecia

Ponizsza fotografia prezentuje przyktadowy rozklad genotypéw polimorfizmu
-122T>C genu czynnika VII krzepnigcia na 2% zelu agarozowym po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Sdul. Dla genotypu homozygotycznego typu dzikiego -122TT otrzymywano
prazki o wielkosci 200 (210),156 pz, dla genotypu heterozygotycznego -122TC - 200
(210),156, 90, 66 pz. Natomiast dla zmutowanego genotypu homozygotycznego -122CC
charakterystyczna byta obecno$¢ prazkow 200 (210), 90, 66 pz (fot. 3).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

o
-8
C— 8
—
L
L
. ——
——
-
—
-
—
a—

Fotografia 3. Analiza genotypow polimorfizmu -122T>C genu czynnika VII po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Sdul. Tor 1 marker wielkosci (50 pz), tory 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10 homozygoty
niezmutowane -122TT, tor 8 heterozygota -122TC, tor 2 homozygota zmutowana -122CC.
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W trakcie analizy czesto$ci wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu -122T>C

odnotowano wyzsza czestos¢ wystgpowania niezmutowanego genotypu homozygotycznego

-122TT w grupie kobiet z wystepowaniem poronien w poréwnaniu do grupy kontrolnej (80,26%

vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,25). Odwrotng sytuacj¢ zaobserwowano w przypadku

genotypu heterozygotycznego

-122TC, ktory czedciej wystgpowal w grupie kobiet z

nieobcigzonym wywiadem polozniczym (18,42% vs. 22,78% w grupie kontrolnej, p=0,20).

Zmutowany genotyp homozygotyczny -122CC wystgpowat tylko u 2 kobiet z grupy badanej

oraz 1 z grupy kontrolnej (1,32% vs. 0,55% w grupie kontrolnej, p=0,44) (tab. 14, ryc. 12).

Czestos¢ wystepowania alleli powyzszego polimorfizmu byta poréwnywalna w obydwu

analizowanych grupach kobiet (allel dziki -122T: 89,47% vs. 88,06% w grupie kontrolnej,
p=0,33; allel zmutowany -122C: 10,53% vs. 11,94% w grupie kontrolnej, p=0,33) (tab. 14, ryc.

13).

Tabela 14. Czgsto$¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu -122T>C genu czynnika
VII krzepnigcia w grupie kobiet z poronieniami oraz w grupie kontrolne;j.

Grupa badana

Grupa kontrolna

-122T>C (n=152) (n=180) WR | 95%PU p
wartos¢ wartos¢ wartos¢ wartos¢
Genotypy | obserwowana| oczekiwanal obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
TT 122 (80,26) 80,05 138 (76,67 ) 77,54 1.24 | 0,73-2,10 | 0,25
TC 28 (18,42) 18,84 41 (122,78) 21,03 0,77 | 0,45-1,31 | 0,20
CcC 2 (1,32) 1,11 1(0,55) 1,43 2,39 | 0,21-26,58 | 0,44
Suma 152 (100,00) 100 180 (/100,00) 100
Allele
T 272 (89,47) — 317 (88,06) — 1,15 | 0,71-1,87 | 0,33
C 32 (10,53) — 43 (11,94) — 0,87 | 0,53-1,41 | 0,33
Suma 304 (100,0) — 360 (100,0) —
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Rycina 12. Czgsto$¢ wystepowania genotypow polimorfizmu -122T>C genu czynnika VII
krzepniecia w grupie badanej i kontrolne;.

100,0% -
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Rycina 13. Czgsto$¢ wystepowania alleli polimorfizmu -122T>C genu czynnika VII
krzepnigcia w grupie badanej 1 kontrolne;j.

4.2.4. Polimorfizm -675 4G/5G genu PAI-1

Ponizsza fotografia prezentuje przykladowy rozktad na 2,5% zelu agarozowym alleli
polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1 po hydrolizie restrykcyjnej przeprowadzonej z
zastosowaniem enzymu Bsll. Dla allela -675 4G uzyskiwano prazki o wielkosci 107 pz oraz
56 pz. Natomiast w przypadku allela -675 5G — 74 pz, 56 pz i 34 pz (fot. 4).
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Fotografia 4. Analiza genotypéw polimorfizmu -6754G/5G genu PAI-1 po hydrolizie
enzymem restrykcyjnym Bsll. Tor 1 marker wielkosci (50 pz), tory 5, 6 homozygoty
niezmutowane -675 4G/-675 4G, tory 3, 9, 10 heterozygoty -675 4G/-675 5G, tory 2, 4, 7 ,8
homozygota zmutowana -675 5G/-675 5G.

Nastepnie analizowano rozktad genotypow 1 alleli powyzszego polimorfizmu w grupie
kobiet z poronieniami oraz w grupie kontrolnej kobiet z nieobcigzonym wywiadem
potozniczym. W grupie kontrolnej oraz badanej odnotowano poroéwnywalng czestosé
wystepowania niezmutowanego genotypu homozygotycznego -675 4G/-675 4G (35,0% w
grupie kontrolnej vs. 32,9%, p=0,39). Podobng sytuacje obserwowano dla genotypu
heterozygotycznego -675 4G/-675 5G (49,3% vs. 47,2% w grupie kontrolnej, p=0,39).
Czestos¢ wystepowania zmutowanego genotypu homozygotycznego -675 5G/-675 5G byta
taka sama w obydwu analizowanych grupach (17,8% vs. 17,8%, p=0,56) (tab. 15, ryc.14).
Wartos$ci genotypoéw obserwowanych byly zgodne z warto$ciami genotypow oczekiwanych
obliczanymi na podstawie prawa Hardy'ego — Weinberga (grupa badana chi?=0,01, p=0,90,
grupa kontrolna chi’=0,13, p=0,72).

Porownanie czestoscei alleli polimorfizmu -675 4G/5G réwniez nie wykazato istotnych
roznic. Czgsto$¢ wystepowania allela -675 4G w grupie badanej wynosita 57,6%, natomiast w
grupie kontrolnej 58,6% (p=0,42). W przypadku allela -675 5G czgstos¢ ta wynosita
odpowiednio w grupie badanej 42,4% i w grupie kontrolnej 41,4% (p=0,42) (tab. 15, ryc. 15).
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Tabela 15. Czgsto$¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1
w grupie kobiet z poronieniami oraz w grupie kontrolnej.

-675 Grupa badana Grupa kontrolna
4G/5G (n=152) (n=180) WR | 95%PU 1 p
wartos¢ wartos¢ wartos¢ wartos¢
Genotypy | obserwowana| oczekiwana | obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
4G/4G 50 (32,9) 33,1 63 (35,0) 34,4 0,91 | 0,58-1,44 | 0,39
4G/5G 75 (49,3) 48,9 85 (47,2) 48,5 1,09 | 0,71-1,68 | 0,39
5G/5G 27 (17,8) 18,0 32 (17,8) 17,1 0,99 | 0,57-1,76 | 0,56
Suma 152 (100,0) 100 180 (100,0) 100
Allele
4G 175 (57,6) — 211 (58,6) — 0,96 | 0,70-1,31 | 0,42
5G 129 (42,4) — 149 (41,4) — 1,04 | 0,77-1,42 | 0,42
Suma 304 (100,0) — 360 (100,0) —
100,0% -
80,0% -
60,0% 1 m grupa badana
40,0% - grupa kontrolna
200% | -
0,0% ; . ;
4G/4G 4G/5G 5G/5G

Rycina 14. Czestos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1 w
grupie badanej oraz kontrolnej.

100,0%

W grupa badana

30,0% grupa kontrolna

0,0% +

allel 4G allel 5G

Rycina 15. Czgsto$¢ wystgpowania alleli polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1 w grupie
badanej oraz kontrolnej.
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4.2.5. Polimorfizm Hindlll C>G genu PAI-1

Na fotografii 3 zaprezentowano rozklad genotypow polimorfizmu Hindlll C>G genu
PAI-1 po hydrolizie enzymem restrykcyjnym Hindlll. Dla niezmutowanego
homozygotycznego genotypu Hindlll CC uzyskiwano dwa prazki o wielkosci 566 pz oraz
188 pz. W przypadku genotypu heterozygotycznego Hindlll CG po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym uwidaczniano wszystkie trzy prazki o wielkosci 754 pz, 566 pz i 188 pz.

Natomiast dla zmutowanego genotypu homozygotycznego Hindlll GG otrzymywano jeden

prazek o wielkosci 754 pz (fot. 5).

<—— 754 pz

<—— 566 pz

<— 188 pz

Fotografia. 5. Analiza genotypow polimorfizmu Hindlll genu PAI-1 po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym HindIIl. Tor 1 marker wielkosci (50 pz), tory 3, 4, 6, 10 homozygoty
niezmutowane Hindlll CC, tory 2, 5, 8 heterozygoty Hindlll CG, tory 7, 9 homozygota
zmutowana Hindlll GG.

W kolejnym etapie pracy analizowano czgsto$¢ wystgpowania genotypow 1 alleli
polimorfizmu Hindlll C>G genu PAI-1 w grupie kobiet z wystepowaniem co najmniej dwoch
poronien oraz w grupie kontrolnej kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym. Czgstosée
wystgpowania  niezmutowanego homozygotycznego genotypu Hindlll CC byla
porownywalna w obydwu grupach kobiet (34,2% w grupie badanej vs. 35,6% w grupie
kontrolnej, p=0,44). Odnotowano nieznacznie czgstsze Wwystgpowanie genotypu

heterozygotycznego Hindlll CG w grupie kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym w
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porownaniu do grupy kobiet z wystgpowaniem poronien (44,4% w grupie kontrolnej Vs.
40,1%, p=0,25). Jednak nie byla to réznica istotna pod wzglgdem statystycznym. Odwrotng
zalezno$¢ odnotowano w przypadku zmutowanego genotypu homozygotycznego Hindlll GG.
Czesto$¢ jego wystepowania byla wyzsza w grupie badanej w porownaniu do grupy
kontrolnej (25,7% vs. 20,0% w grupie kontrolnej, p=0,14) (tab. 16, ryc. 16). W grupie
kontrolnej nie zaobserwowano znaczacych roznic pomiedzy warto$ciami obserwowanymi i
oczekiwanymi, co oznacza zgodno$¢ z réwnowaga Hardy'ego — Weinberga w obrebie
badanego polimorfizmu (chi?=1,43, p=0,23), natomiast w grupie kobiet z poronieniami

stwierdzono brak rownowagi (chi’=5,57, p=0,02).

W odniesieniu do alleli polimorfizmu Hindlll C>G zaobserwowano czgstsze
wystepowanie niezmutowanego allela Hindlll1 C w grupie kontrolnej w porownaniu do grupy
kobiet z obcigzonym wywiadem potozniczym w kierunku wystgpowania co najmniej dwoch
poronien (57,8% w grupie kontrolnej vs. 54,3%, p=0,20). Odwrotng relacj¢ zaobserwowano w
przypadku zmutowanego allela Hindlll G. Czesto$¢ jego wystepowania byta wyzsza w grupie
badanej w porownaniu do grupy kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym (45,7% vs.
42,2% w grupie kontrolnej, p=0,20). Obserwowane zalezno$ci nie byly istotne pod wzgledem

statystycznym. (tab. 16, ryc. 17).

Tabela 16. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu Hindlll C>G genu PAI-1
w grupie kobiet z poronieniami oraz w grupie kontrolnej.

Hindlll Grupa badana Grupa kontrolna
C>G (n=152) (n=180) WR | 95%PU
wartos¢ wartos¢ wartos¢ wartosé
Genotypy | obserwowana| oczekiwana | obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
cC 52 (34,2) 29,5 64 (35,6) 33,4 0,94 | 0,59-1,48 | 0,44
CG 61 (40,1) 49,6 80 (44,4) 48,8 0,84 | 0,54-1,30 | 0,25
GG 39 (25,7) 20,9 36 (20,0) 17,8 1,38 | 0,82-2,31 | 0,14
Suma 152 (100,0) 100 180 (100,0) 100
Allele
C 165 (54,3) — 208 (57,8) — 0,87 | 0,64-1,18 | 0,20
G 139 (45,7) — 152 (42,2) — 1,15 | 0,85-1,57 | 0,20
Suma 304 (100,0) — 360 (100,0) —
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40,0% -
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grupa kontrolna
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CG GG

Rycina 16. Czgstos¢ wystgpowania genotypow polimorfizmu Hindlll C>G genu PAI-1 w
grupie badanej i kontrolne;.

100,0%
80,0%
60,0%
40,0%
20,0%

0,0%

B grupa badana
grupa kontrolna

allel C

allel G

Rycina 17. Czestos¢ wystepowania alleli polimorfizmu Hindlll C>G genu PAI-1 w grupie

badanej i kontrolne;j.

4.2.6. Polimorfizm -844G>A genu PAI-1

Zamieszczona ponizej fotografia przedstawia rozklad genotypéw polimorfizmu -

844G>A genu PAI-1 po hydrolizie enzymem restrykcyjnym Xhol. Dla niezmutowanego

genotypu homozygotycznego -844GG uwidaczniano prazki o wielkosci 364 pz oraz 146 pz.

Dla heterozygotycznego genotypu -844GA po hydrolizie restrykcyjnej otrzymywano

wszystkie trzy prazki o wielkos$ci 510 pz, 364 pz oraz 146 pz. Obecno$¢ prazkoéw o wielkosci

510 pz odczytywano jako zmutowany genotyp homozygotyczny -844AA.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

<510 pz

<——364 pz

<——146 pz

Fotografia. 6. Analiza genotypow polimorfizmu -844G>A genu PAI-1 po hydrolizie
enzymem restrykcyjnym Xhol. Tor 1 marker wielkosci (50 pz), tor 3 homozygota
niezmutowana -844GG, tory 2, 4, 6 ,8 heterozygoty -844GA, tory 5, 7, 9 homozygoty
zmutowane -844GG.

W toku dalszej analizy porownano czgsto$¢ wystgpowania genotypow 1 alleli
polimorfizmu -844G>A genu PAI-1 w grupie badanej oraz kontrolnej. Zaobserwowano
bardzo zblizong czestos¢ wystepowania niezmutowanego genotypu homozygotycznego
-844GG w obydwu grupach kobiet (14,5% w grupie badanej vs. 14,4% w grupie kontrolnej,
p=0,56).  Odnotowano  nieznacznie  tylko  czgstsze  wystgpowanie  genotypu
heterozygotycznego -844GA wsrod kobiet z obcigzonym wywiadem polozniczym w
poroéwnaniu do grupy kontrolnej (50,6% vs. 45,6% w grupie kontrolnej, p=0,21). Odwrotna
zalezno$¢ zaobserwowano w odniesieniu do zmutowanego genotypu homozygotycznego
-844AA. Czgstos¢ jego wystepowania byla nieco wyzsza wsérod kobiet z nieobcigzonym
wywiadem potozniczym w poréwnaniu do grupy kobiet z wystgpowaniem co najmniej dwoch
poronien (40,0% w grupie kontrolnej vs. 34,9%, p=0,20). Roznice te nie byly statystycznie
istotne (tab. 17, ryc. 18). Poréwnanie wartosci obserwowanych z oczekiwanymi wykazato, ze

rozktad genotypéw w badanym polimorfizmie -844G>A spetnia zalozenia réwnowagi
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Hardy'ego- Weinberga (chi?=0,50, p=0,48 w grupie badanej i chi’=0,11, p=0,73 w grupie
kontrolnej).

Rowniez w przypadku analizy czgstosci wystgpowania alleli polimorfizmu -844G>A
genu PAI-1 nie odnotowano istotnych réznic. Czesto$¢ wystepowania niezmutowanego allela
-844G byla podobna w obydwu grupach kobiet (39,8%, vs. 37,2%, p=0,27). Takze
zmutowany allel -844A wystepowal z podobng czgstoscia w grupie kobiet z obcigzonym
wywiadem potozniczym oraz w grupie kontrolnej (60,2% vs. 62,8% w grupie kontrolnej,

p=0,27) (tab. 17, ryc. 19).

Tabela 17. Czgsto$¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu -844G>A genu PAI-1 w
grupie kobiet z poronieniami oraz w grupie kontrolnej.

Grupa badana Grupa kontrolna
-844G>A (n=152) (n=180) WR 95%PU p
wartosé wartosé wartosé wartosé
Genotypy | obserwowana| oczekiwana | obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%)
GG 22 (14,5) 15,8 26 (14,4) 13,9 1,00 | 0,54-1,85 | 0,56
GA 77 (50,6) 47,9 82 (45,6) 46,7 1,23 | 0,80-1,89 | 0,21
AA 53 (34,9) 36,3 72 (40,0) 39,4 0,80 | 0,51-1,26 | 0,20
Suma 153 (100,0) 100 180 (100,0) 100
Allele
G 121 (39,8) — 134 (37,2) - 1,12 | 0,81-1,53 | 0,27
A 183 (60,2) — 226 (62,8) - 0,89 | 0,65-1,23 | 0,27
Suma 304 (100,0) — 360 (100,0) —
100,0% -
80,0% -
60,0% - ® grupa badana
40,0% - grupa kontrolna
20,0% - |
0,0% .
GG GA AA

Rycina 18. Czgsto$¢ wystepowania genotypoéw polimorfizmu -844G>A genu PAI-1 w grupie
badanej i kontrolnej.
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Rycina 19. Czestos¢ wystepowania alleli polimorfizmu -844G>A genu PAI-1 w grupie
badanej i kontrolnej.

4.3. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli badanych polimorfizméw w podgrupach
kobiet z dwoma oraz z trzema i wi¢cej poronieniami

W tej czesci pracy grupe badang 152 kobiet podzielono na dwie podgrupy w
zaleznosci od ilosci poronien w wywiadzie. W pierwszej podgrupie znalazto si¢ 114 pacjentek
z dwoma poronieniami w wywiadzie, natomiast w drugiej — 38 kobiet z co najmniej trzema
poronieniami w wywiadzie. Oceniono czesto$¢ wystepowania genotypow i alleli badanych

polimorfizméw w poszczegodlnych podgrupach.

4.3.1. Polimorfizm Arg353GIn genu czynnika VII krzepniecia

Czgstos¢ wystgpowania genotypu homozygotycznego typu dzikiego Arg353/Arg353
byta nieco wyzsza w podgrupie kobiet z dwoma poronieniami niz w grupie kontrolnej (78,0%
vs. 76,1% w grupie kontrolnej, p=0,40). Czgsto$¢ wystgpowania genotypu
heterozygotycznego Arg353/GIn353 byta nieznacznie nizsza w podgrupie z dwoma
poronieniami niz w grupie kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym (21,1% vs. 23,9%
w grupie kontrolnej, p=0,34). Zmutowany genotyp homozygotyczny GIn353/GIn353
odnotowano tylko u jednej pacjentki w podgrupie kobiet z dwoma poronieniami w
wywiadzie, natomiast u zadnej z kobiet nalezacych do grupy kontrolnej (0,9% vs. 0,0% w
grupie kontrolnej, p=0,39). Podobnie w przypadku czestoSci wystepowania alleli nie
wystepowaly statystycznie istotnie rdznice w podgrupie kobiet z dwoma poronieniami oraz w
grupie kontrolnej (allel Arg353: 88,6% vs. 88,1% w grupie kontrolnej, p=0,48; zmutowany
allel GIn353: 11,4% vs. 11,9% w grupie kontrolnej, p=0,48) (tab. 18).
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W podgrupie kobiet z wystgpowaniem trzech i wigcej poronien w wywiadzie czestosé
wystepowania niezmutowanego genotypu homozygotycznego Arg353/Arg353 byla wyzsza w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (86,8% vs. 76,1% w grupie kontrolnej, p=0,10). Natomiast
genotyp heterozygotyczny Arg353/GIn353 wystepowat czesciej w grupie kontrolnej (23,9% w
grupie kontrolnej vs. 13,2%, p=0,10). Obserwowane ro6znice nie byly istotne pod wzgledem
statystycznym. Ws$rod kobiet z wystgpowaniem co najmniej 3 poronien w wywiadzie nie
odnotowano wystgpowania zmutowanego genotypu homozygotycznego GIn353/GIn353,
podobnie jak w grupie kontrolnej. Czestos¢ wystepowania allela Arg353 byla wyzsza w
podgrupie z trzema i wigcej poronieniami w poroOwnaniu do grupy kontrolnej (93,4% vs.
88,1% w grupie kontrolnej, p=0,12). Odwrotng sytuacj¢ zaobserwowano w stosunku do
zmutowanego allela GIn353, ktory wystepowal czesciej w grupie kontrolnej (11,9% vs. 6,6%
w podgrupie kobiet z > 3 poronieniami, p=0,12) (tab. 18).
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Tabela 18. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu Arg353GIn genu czynnika VII krzepnigcia w podgrupach kobiet z dwoma
oraz trzema i wigcej poronieniami oraz W grupie kontrolnej.

Grupa badana

Arg353GIn (n=152) Grupa kontrolna
2 poronienia 3 lub wigcej poronien (n=180)
(n=114) (n=38)
Genotypy wartosé wartosé WR p wartosé wartosé WR p wartosé¢ wartos¢
obserwowana| oczekiwana obserwowana| oczekiwana obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
Arg353/Arg353 89 (78,0) 78,5 1,12 0,40 33 (86,8) 87,2 2,07 0,10 137 (76,1) 77,5
Agr353/GIn353 | 24 (21,1) 20,2 0,85 0,34 5(13,2) 12,3 0,48 0,10 43 (23,9) 21,1
GIn353/GIn353 1(0,9) 1,3 — 0,39 0 (0,00) 0,5 — 1 0 (0,0 1,4
Suma 114 (100,0) 100 38 (100,0) 100,0 180 (100,0) 100
Allele
Arg353 202 (88,6) - 1,05 0,48 71 (93,4) - 1,93 0,12 317 (88,1) —
GIn353 26 (11,4) - 0,95 0,48 5 (6,6) - 0,52 0,12 43 (11,9) —
Suma 228 (100,0) - 76 (100,0) - 360 (100,0) —

*analizowane podgrupy porownywano do grupy kontrolnej
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4.3.2. Polimorfizm -323P0/P10 genu czynnika VII krzepnigcia

Czgstos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu -323P0/P10 genu czynnika VII
krzepnigcia byta poréwnywalna w podgrupie pacjentek z wystepowaniem dwodch poronien w
wywiadzie oraz w grupie kontrolnej kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym
(niezmutowany genotyp homozygotyczny -323P0/-323P0: 78,07% vs. 76,67%, p=0,45;
genotyp heterozygotyczny -323P0/-323P10: 20,18% vs. 22,78%, p=0,35; zmutowany genotyp
homozygotyczny -323P10/-323P10: 1,75% vs. 0,55%, p=0,33). Podobnie czgstosé
wystepowania alleli omawianego wariantu genetycznego byta zblizona w podgrupie kobiet z
dwoma poronieniami oraz w grupie kontrolnej (niezmutowany allel -323P0: 88,16% vs.
88,06%, p=0,54; zmutowany allel -323P10: 11,84% vs. 11,94%, p=0,54) (tab. 19).

W przypadku analizy podgrupy pacjentek z wywiadem potozniczym obcigzonym co
najmniej trzema poronieniami odnotowano wyzszg czesto$¢ wystepowania niezmutowanego
genotypu homozygotycznego -323P0/-323P0 w porownaniu do grupy kontrolnej (86,84% Vs.
76,67% w grupie kontrolnej, p=0,12). Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku
genotypu heterozygotycznego -323P0/-323P10, ktory wystepowatl cze$ciej w grupie kobiet z
nieobcigzonym wywiadem potozniczym (22,78% w grupie kontrolnej vs. 13,16%, p=0,13).
Zmutowany genotyp homozygotyczny -323P10/-323P10 nie wyst¢powat u zadnej z pacjentek
z podgrupy z co najmniej trzema poronieniami i tylko u jednej kobiety z grupy kontrolnej
(0,00% vs. 0,55% w grupie kontrolnej, p=0,83). W trakcie analizy czesto$ci wystgpowania
alleli omawianego polimorfizmu zaobserwowano czestsze wystepowanie niezmutowanego
allela -323P0 w podgrupie pacjentek z co najmniej trzema poronieniami (93,42% vs. 88,06%
w grupie kontrolnej, p=0,12). Natomiast zmutowany allel -323P10 by} obecny czesciej w
grupie kontrolnej kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym (6,58% vs. 11,94% w
grupie kontrolnej, p=0,12) (tab. 19).
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Tabela 19. Czestos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu -323P0/P10 genu czynnika VII krzepnigcia w podgrupach kobiet z dwoma
oraz trzema 1 wiecej poronieniami oraz w grupie kontrolne;.

Grupa badana

(n=152) Grupa kontrolna
-323P0/10 2 poronienia 3 lub wigcej poronien (n=180)
(n=114) (n=38)
Genotypy wartosé wartosé WR p wartosé wartos¢ | WR p wartosé¢ wartos¢
obserwowana| oczekiwana obserwowana| oczekiwana obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
PO/PO 89 (78,07) 77,72 1,08 0,45 33 (86,84) 87,27 2,01 | 0,12 | 138(76,67) 77,54
PO/P10 23 (20,18) 20,88 0,86 0,35 5 (13,16) 12,29 0,51 | 0,13 | 41(22,78) 21,03
P10/P10 2 (1,75) 1,40 3,20 0,33 0 (0,00) 0,43 — 0,83 1(0,55) 1,43
Suma 114 (100,0) 100,0 38 (100,0) 100,0 180 (/100,00) 100
Allele
PO 201 (88,16) — 1,01 0,54 71 (93,42) — 1,93 |[0,12 | 317 (88,06) —
P10 27 (11,84) — 0,99 0,54 5 (6,58) — 0,52 | 0,12 | 43(11,94) —
Suma 228 (100,0) — 76 (100,0) — 360 (100,0) —

*analizowane podgrupy porownywano do grupy kontrolnej
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4.3.3. Polimorfizm -122T>C genu czynnika VII krzepniecia

W podgrupie kobiet z dwoma poronieniami w wywiadzie czestos¢ wystepowania
zardwno genotypow, jak i alleli polimorfizmu -122T>C genu czynnika VII krzepnigcia byta
porownywalna z czestoscig obserwowang w grupie badanej (niezmutowany genotyp
homozygotyczny -122TT: 78,07% vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,45; genotyp
heterozygotyczny -122TC: 20,18% vs. 22,78% w grupie kontrolnej, p=0,35; zmutowany
genotyp homozygotyczny -122CC: 1,75% vs. 0,55% w grupie kontrolnej, p=0,33; allel -122T:
88,16% vs. 88,06% w grupie kontrolnej, p=0,54; zmutowany allel -122C: 11,84% vs. 11,94%
w grupie kontrolnej, p=0,54) (tab. 20).

W podgrupie kobiet z wystgpowaniem co najmniej 3 poronien w wywiadzie zwracata
uwage wyzsza frekwencja niezmutowanego genotypu homozygotycznego -122TT w
poréwnaniu do grupy kontrolnej kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym (86,84%
vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,12). Odwrotng sytuacje obserwowano dla genotypu
heterozygotycznego -122TC, ktory wystepowatl czegsciej w grupie kontrolnej (13,16% vs.
22,78% w grupie kontrolnej, p=0,13). W podgrupie kobiet z 3 i wigcej poronieniami nie
odnotowano wyst¢powania zmutowanego genotypu homozygotycznego -122CC (0,00% vs.
0,55% w grupie kontrolnej, p=0,83). RoOwniez czgstos¢ wystepowania alleli powyzszego
polimorfizmu réznita si¢ pomiedzy analizowanymi grupami kobiet. Czgstos¢ wystgpowania
niezmutowanego allela -122T byla wyzsza w podgrupie pacjentek z wystepowaniem co
najmniej 3 poronien (93,42% vs. 88,06% w grupie kontrolnej, p=0,12). Odwrotng sytuacj¢
obserwowano dla zmutowanego allela -122C, ktory czesciej wystepowatl w grupie kobiet z
nieobcigzonym wywiadem potozniczym (6,58% vs. 11,94% w grupie kontrolnej, p=0,12)
(tab.20).
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Tabela 20. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu -122T>C genu czynnika VII krzepnigcia w podgrupach kobiet z dwoma
oraz trzema i wigcej poronieniami oraz w grupie kontrolnej.

Grupa badana

(n=152) Grupa kontrolna
-122T>C 2 poronienia 3 lub wigcej poronien (n=180)
(n=114) (n=38)
Genotypy wartos¢ wartos¢ WR p wartos¢ wartos¢ | WR p wartos¢ wartos¢
obserwowana| oczekiwana obserwowana| oczekiwana obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
TT 89 (78,07) 77,72 1,08 0,45 33 (86,84) 87,27 201 | 0,12 | 138(76,67) 77,54
TC 23 (20,18) 20,88 0,86 0,35 5 (13,16) 12,29 0,51 | 0,13 | 41(22,78) 21,03
CcC 2 (1,75) 1,40 3,20 0,33 0 (0,00) 0,43 — 0,83 1(0,55) 1,43
Suma 114 (100,0) 100,0 38 (100,0) 100,0 180 ( 100,00) 100
Allele
T 201 (88,16) — 1,01 0,54 71 (93,42) — 1,93 |[0,12 | 317 (88,06) —
C 27 (11,84) — 0,99 0,54 5 (6,58) — 0,52 | 0,12 | 43(11,94) —
Suma 228 (100,0) — 76 (100,0) — 360 (100,0) —

*analizowane podgrupy porownywano do grupy kontrolnej
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4.3.4. Polimorfizm -675 4G/5G genu PAI-1

W podgrupie kobiet z wystgpowaniem dwodch poronien w wywiadzie czestosé
wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1 byta porownywalna z
czestosciami obserwowanymi w grupie kontrolnej (niezmutowany genotyp homozygotyczny
-675 4G/-675 4G: 32,5% vs. 35,0%, p=0,37; genotyp heterozygotyczny -675 4G/-675 5G:
49,1% vs. 47,2%, p=0,42; zmutowany genotyp homozygotyczny -675 5G/-675 5G: 18,4% vs.
17,8%, p=0,50; allel -675 4G: 57,0% vs. 58,6%, p=0,38; zmutowany allel -675 5G: 43,0% vs.
41,4%, p=0,38) (tab.21).

Réwniez w przypadku podgrupy kobiet z trzema 1 wigce] poronieniami nie
odnotowano istotnych ro6znic w wystepowaniu genotypow 1 alleli analizowanego
polimorfizmu w poréwnaniu do grupy kontrolnej (niezmutowany genotyp homozygotyczny
-675 4G/-675 4G: 34,2% vs. 35,0%, p=0,54; genotyp heterozygotyczny -675 4G/-675 5G:
50,0% vs. 47,2%, p=0,45; zmutowany genotyp homozygotyczny -675 5G/-675 5G: 15,8% vs.
17,8%, p=0,49; allel -675 4G: 59,2% vs. 58,6%, p=0,51; zmutowany allel -675 5G: 40,8% vs.
41,4%, p=0,51) (tab.21).
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Tabela 21. Czgsto$¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1 w podgrupach kobiet z dwoma oraz trzema i wigcej
poronieniami oraz w grupie kontrolne;j.

Grupa badana

-675 4G/5G (n=152) Grupa kontrolna
2 poronienia 3 lub wigcej poronien (n=180)
(n=114) (n=38)
Genotypy o, L, WR p L, L, WR p ., wartosé
wartosc wartosc wartosc wartosc wartosc .
: . oczekiwan
obserwowana | oczekiwana obserwowana | oczekiwana obserwowana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) y
(%)
4G/AG 37 (32,5) 32,5 0,89 0,37 13 (34,2) 35,0 0,97 0,54 63 (35,0) 34,4
4G/5G 56 (49,1) 49,0 1,08 0,42 19 (50,0) 48,3 1,12 0,45 85 (47,2) 48,5
5G/5G 21 (18,4) 18,5 1,04 0,50 6 (15,8) 16,7 0,87 0,49 32 (17,8) 17,1
Suma 114 (100,00) | 114 (100,0) 38 (100,0) 38 (100,0) 180 (100,0) 100
Allele
4G 130 (57,0) — 0,94 0,38 45 (59,2) - 1,03 0,51 211 (58,6) -
5G 98 (43,0) — 1,07 0,38 31 (40,8) - 0,98 0,51 149 (41,4) -
Suma 228 (100,0) — 76 (100,0) - 360 (100,0) -

*analizowane podgrupy porownywano do grupy kontrolnej
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4.3.5. Polimorfizm Hindlll C>G genu PAI-1

W trakcie analizy czgsto$ci wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu HindllI
C>G genu PAI-1 nie zaobserwowano istotnych réznic pomiedzy podgrupa kobiet z dwoma
poronieniami w wywiadzie a grupg kontrolng (niezmutowany genotyp homozygotyczny
Hindlll CC: 35,5 vs. 35,6%, p=0,51; genotyp heterozygotyczny Hindlll CG: 41,2% vs.
44,4%, p=0,34; zmutowany genotyp homozygotyczny Hindlll GG: 23,7% vs. 20,0%, p=0,27;
allel Hindlll C: 55,7% vs. 57,8%, p=0,34; zmutowany allel Hindlll G: 44,3% vs. 42,2%,
p=0,34) (tab. 22).

Czgstos¢ wystepowania niezmutowanego homozygotycznego genotypu Hindlll CC
byta wyzsza w grupie kontrolnej w poréwnaniu do podgrupy kobiet z trzema i1 wigce]
poronieniami w wywiadzie (35,6% w grupie kontrolnej vs. 31,6%, p=0,39). Podobna sytuacj¢
zaobserwowano dla genotypu heterozygotycznego Hindlll CG, ktory rowniez czeSciej
wystepowal w grupie kontrolnej (44,4% w grupie kontrolnej vs. 26,8%, p=0,25). Natomiast
czesto$¢ wystepowania zmutowanego genotypu homozygotycznego Hindlll GG byta wyzsza
w podgrupie kobiet z wystepowaniem co najmniej 3 poronien niz w grupie kontrolnej (31,6%
vs. 20,0% w grupie kontrolnej, p=0,09). Allel Hindlll C wystepowat rzadziej w podgrupie
kobiet z 3 i wigcej poronieniami w wywiadzie (50,0% vs. 57,8% w grupie kontrolnej,
p=0,13), natomiast czesto$¢ wystepowania zmutowanego allela Hindlll G byla wyzsza w

porownaniu do grupy kontrolnej (50,0% vs. 42,2% w grupie kontrolnej, p=0,13) (tab. 22).
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Tabela 22. Czesto$¢ wystgpowania genotypoéw i alleli polimorfizmu Hindlll C>G genu PAI-1 w podgrupach kobiet z dwoma oraz trzema i

wiece] poronieniami oraz w grupie kontrolnej.

Grupa badana

Grupa kontrolna

Hindl11 (n=152) (n=180)
C>G 2 poronienia 3 lub wigcej poronien
(n=114) (n=38)
Genotypy o, L, WR p L, ., WR p ., wartosé
wartosc wartosc wartosc wartosc wartosc .
. . oczekiwan
obserwowana| oczekiwana obserwowana| oczekiwana obserwowana a
n (%) (%) n (%) (%) n (%)
(%)
CC 40 (35,1) 31,0 0,98 0,51 12 (31,6) 25,0 0,84 0,39 64 (35,6) 33,4
CG 47 (41,2) 49,4 0,88 0,34 14 (36,8) 50,0 0,73 0,25 80 (44,4) 48,8
GG 27 (23,7) 19,6 1,24 0,27 12 (31,6) 25,0 1,85 0,09 36 (20,0) 17,8
Suma 114 (100,0) 100,0 38 (100,0) 180 (100,0) 100
Allele
C 127 (55,7) — 0,92 0,34 38 (50,0) — 0,73 0,13 208 (57,8) —
G 101 (44,3) — 1,09 0,34 38 (50,0) — 1,37 0,13 152 (42,2) -
Suma 228 (100,0) — 76 (100,0) — 360 (100,0) -

*analizowane podgrupy porownywano do grupy kontrolnej
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4.3.6. Polimorfizm -844G>A genu PAI-1

W podgrupie kobiet z dwoma poronieniami w wywiadzie czgsto$¢ wystepowania
niezmutowanego homozygotycznego genotypu -844GG polimorfizmu -844G>A genu PAI-1
byla poréwnywalna z czestoscig obserwowang w grupie kontrolnej (14,9% vs. 14,4% w
grupie kontrolnej, p=0,52). Genotyp heterozygotyczny -844GA byt obecny nieco czescie] w
podgrupie kobiet z dwoma poronieniami niz w grupie kontrolnej (50,9% vs. 45,6% w grupie
kontrolnej, p=0,22). Zaobserwowano nieznacznie czestsze wystepowanie zmutowanego
genotypu homozygotycznego -844AA w grupie kontrolnej kobiet z niecobcigzonym wywiadem
potozniczym (40,0% w grupie kontrolnej vs. 34,2%, p=0,19). Czgstos¢ wystepowania alleli
byla poréwnywalna w obydwu analizowanych grupach (allel -844G: 40,4% vs. 37,2% w
grupie kontrolnej, p=0,25; allel -844A: 59,6% vs. 62,8% w grupie kontrolnej, p=0,25).

Obserwowane roznice nie byly istotne pod wzgledem statystycznym (tab. 23).

W trakcie analizy podgrupy kobiet z wywiadem potozniczym obcigzonym w kierunku
wystgpowania co najmniej 3 poronien zaobserwowano podobng czgstos¢ wystgpowania
niezmutowanego genotypu homozygotycznego -844GG z czestoScig odnotowang w grupie
kontrolnej (13,2% vs. 14,4% w grupie kontrolnej, p=0,54). Genotyp heterozygotyczny
-844GA wystepowal nieco czes$ciej w podgrupie kobiet z 3 1 wigcej poronieniami (50,0% Vs.
45,6% w grupie kontrolnej, p=0,37). Odwrotng sytuacje odnotowano dla zmutowanego
genotypu homozygotycznego -844AA, ktérego czgstos¢ byta nieznacznie wyzsza w grupie
kontrolnej (40,0% w grupie kontrolnej vs. 36,8%, p=0,43). ). Czestos¢ wystepowania alleli
byta porownywalna w obydwu analizowanych grupach (allel -844G: 38,2% vs. 37,2% w
grupie kontrolnej, p=0,49; allel -844A: 61,8% vs. 62,8% w grupie kontrolnej, p=0,49) (tab.
23).
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Tabela 23. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu -844G>A genu PAI-1 w podgrupach kobiet z dwoma oraz trzema i wigcej
poronieniami oraz w grupie kontrolne;j.

Grupa badana

844G>A (n=152) Grupa kontrolna
2 poronienia 3 lub wiecej poronien (n=180)
(n=114) (n=38)
Genotypy wartos¢ wartos¢ WR p wartos¢ wartos¢ WR p wartos¢ wartos¢
obserwowana| oczekiwana obserwowana| oczekiwana obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
GG 17 (14,9) 16,3 1,04 0,52 5(13,2) 14,6 0,90 | 0,54 26 (14,4) 13,9
GA 58 (50,9) 48,2 1,24 0,22 19 (50,0) 47,2 1,20 | 0,37 82 (45,6) 46,7
AA 39 (34,2) 35,5 0,78 0,19 14 (36,8) 38,2 0,88 | 0,43 72 (40,0) 39,4
Suma 114 (100,0) 100,0 38 (100,0) 100,0 180 (100,0) 100
Allele
G 92 (40,4) — 1,14 0,25 29 (38,2) — 1,04 | 049 | 134 (37,2 —
A 136 (59,6) — 0,88 0,25 47 (61,8) — 0,96 | 0,49 | 226 (62,8) —
Suma 228 (100,0) — 76 (100,0) — 360 (100,0) —

*analizowane podgrupy porownywano do grupy kontrolnej
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4.4. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli badanych polimorfizmow w podgrupach
kobiet z poronieniami w I trymestrze oraz w I i II trymestrze ciazy

W kolejnym etapie pracy dokonano podzialu catej grupy badanej, czyli 152 kobiet z
wystepowaniem co najmniej dwoch poronien na dwie podgrupy w zaleznosci od trymestru
cigzy, w ktorym miaty miejsce poronienia. Do pierwszej podgrupy wiaczono 123 kobiety, u
ktorych poronienia wystepowaly wylacznie w I trymestrze cigzy (ponizej 13 tc.). Do drugiej
podgrupy natomiast zakwalifikowano 29 pacjentek, u ktoérych poronienia wystepowaty
zarowno w I, jak i w II trymestrze cigzy (ponizej 21 tc.). W obydwu podgrupach oceniono

czestos¢ wystgpowania genotypow 1 alleli badanych polimorfizmow.

4.4.1. Polimorfizm Arg353GIn genu czynnika VII krzepnigcia

Czgstos¢ wystgpowania genotypu homozygotycznego typu dzikiego Arg353/Arg353
byla poréwnywalna w podgrupie kobiet z poronieniami w I trymestrze i w grupie kontrolnej
(79,7% vs. 76,1% w grupie kontrolnej, p=0,28). Zaobserwowano nizszg frekwencj¢ genotypu
heterozygotycznego Arg353/GIn353 w podgrupie kobiet z utratami cigz w 1 trymestrze
(19,5% vs. 23,9% w grupie kontrolnej, p=0,22). Zmutowany genotyp homozygotyczny
GIn353/GIn353 odnotowano tylko u jednej pacjentki w podgrupie kobiet z poronieniami w |
trymestrze cigZy, natomiast u zadnej z kobiet nalezacych do grupy kontrolnej (0,8% vs. 0,0%,
p=0,41). Podobnie w przypadku czgstosci wystepowania alleli nie wystepowaly statystycznie
istotnie rdéznice w podgrupie kobiet z poronieniami w | trymestrze cigzy oraz w grupie
kontrolnej (allel Arg353: 89,4% vs. 88,1%, p=0,35; zmutowany allel GIn353: 10,6% vs. 11,9,
p=0,35) (tab. 24).

W podgrupie kobiet z wystepowaniem poronien w I i II trymestrze cigzy czestosé
wystepowania niezmutowanego genotypu Arg353/Arg353 byla wyzsza w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (82,8% vs. 76,1% w grupie kontrolnej, p=0,30). Natomiast genotyp
heterozygotyczny Arg353/GIn353 wystgpowat czes$ciej w grupie kontrolnej (23,9% w grupie
kontrolnej vs. 17,2%, p=0,30). Wsrod kobiet z wystgpowaniem poronien w I i II trymestrze
nie odnotowano wystepowania zmutowanego genotypu homozygotycznego GIn353/GIn353,
podobnie jak w grupie kontrolnej. Czesto$¢ wystepowania allela Arg353 byla wyzsza w
podgrupie z poronieniami w I 1 II trymestrze w porownaniu do grupy kontrolnej (91,4% vs.
88,1% w grupie kontrolnej, p=0,31). Odwrotng sytuacj¢ zaobserwowano w stosunku do
zmutowanego allela GIn353, ktory wystepowat czesciej w grupie kontrolnej (11,9% w grupie
kontrolnej vs. 8,6%, p=0,31) (tab. 24).
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Tabela 24. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu Arg353GIn genu czynnika VII krzepniecia w podgrupach kobiet z
poronieniami w | oraz w I 1 Il trymestrze cigzy oraz w grupie kontrolne;.

Grupa badana

(n=152) Grupa kontrolna
Arg353GIn | trymestr Ii Il trymestr (n=180)
(n=123) (n=29)
wartos¢ wartos¢ WR p wartos¢ wartos¢ WR p wartos¢ wartos¢
Genotypy obserwowana| oczekiwana obserwowana| oczekiwana obserwowana | oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
Arg353/Arg353 98 (79,7) 79,9 1,23 | 0,28 24 (82,8) 83,6 1,51 0,30 137 (76,1) 77,5
Arg353/GIn353 24 (19,5) 19,0 0,77 | 0,22 5(17,2) 15,7 0,66 0,30 43 (23,9) 21,1
GIn353/GIn353 1(0,8) 11 — | 0,41 0(0,0) 0,7 — 1,00 0 (0,0) 1,4
Suma 123 (100) 100 29 (100,0) 100 180 (100,0) 100
Allele
Arg353 220 (89,4) - 1,15 | 0,35 53 (91,4) - 1,44 0,31 317 (88,1) —
GIn353 26 (10,6) - 0,87 | 0,35 5 (8,6) - 0,70 0,31 43 (11,9) —
Suma 246 (100,0) - 58 (100,0) - 360 (100,0) —

*analizowane podgrupy porownywano do grupy kontrolnej
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4.4.2. Polimorfizm -323P0/P10 genu czynnika VII krzepnigcia

Po dokonaniu podziatu grupy badanej na podgrupy w zaleznos$ci od trymestru cigzy, w
ktorym wystepowaly poronienia odnotowano czgstsze wystgpowanie niezmutowanego
genotypu homozygotycznego -323P0/-323P0 w podgrupie, w ktorej utraty cigzy mialy
miejsce tylko w | trymestrze (81,30% vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,21). Odwrotna
zalezno$¢ odnotowano dla genotypu heterozygotycznego -323P0/-323P10, ktorego czgstose
wystgpowania byta wyzsza wsrod kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym (22,78%
w grupie kontrolnej vs. 17,07%, p=0,14). Zmutowany genotyp homozygotyczny -323P10/-
323P10 byt obecny tylko u dwodch pacjentek z podgrupy z poronieniami w I trymestrze cigzy
oraz u jednej kobiety z grupy kontrolnej (1,63% vs. 0,55% w grupie kontrolnej, p=0,36).
Analiza czestosci wystgpowania alleli nie wykazala istotnych réznic pomiedzy grupami
(niezmutowany allel -323P0: 89,94% vs. 88,06% w grupie kontrolnej, p=0,29; zmutowany
allel -323P10: 10,16% vs. 11,94% w grupie kontrolnej, p=0,29) (tab. 25).

W podgrupie pacjentek, u ktorych utraty cigzy miaty miejsce zarowno w I, jak 1 w II
trymestrze frekwencja niezmutowanego genotypu homozygotycznego -323P0/-323P0 oraz
genotypu heterozygotycznego -323P0/-323P10 byta zblizona do czestosci tych genotypow w
grupie kontrolnej (genotyp -323P0/-323P0: 75,86% vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,54;
genotyp -323P0/-323P10: 24,14% vs. 22,78% w grupie kontrolnej, p=0,52). Zmutowany
genotyp homozygotyczny -323P10/-323P10 nie wystepowal u zadnej z pacjentek z podgrupy
badanej i tylko u jednej z kobiet z grupy kontrolnej (0,00% vs. 0,55% w grupie kontrolnej,
p=0,86). Roéwniez analiza czgstosci wystgpowania alleli nie wykazata istotnych rdznic
pomiedzy badanymi grupami (niezmutowany allel -323P0:87,93% vs. 88,06% w grupie
kontrolnej, p=0,56; zmutowany allel -323P10: 12,07% vs. 11,94% w grupie kontrolnej,
p=0,56) (tab.25).
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Tabela 25. Czgstos¢ wystepowania genotypow 1 alleli polimorfizmu -323P0/P10 genu czynnika VII krzepniecia w podgrupach kobiet z
poronieniami w I oraz w 1 i II trymestrze cigzy oraz w grupie kontrolnej.

Grupa badana

-323P0/10 (n=152) Grupa kontrolna
| trymestr I'i Il trymestr (n=180)
(n=123) (n=29)
Genotypy wartosé wartosé WR p wartosé wartosé WR p wartosé¢ wartos¢
obserwowana| oczekiwana obserwowana | oczekiwana obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
PO/PO 100 (81,30) 80,71 1,32 | 0,21 22 (75,86) 77,32 0,96 | 0,54 | 138(76,67) 77,54
PO/P10 21 (17,07) 18,26 0,70 | 0,14 7 (24,14) 21,22 1,08 | 0,52 | 41(22,78) 21,03
P10/P10 2 (1,63) 1,03 2,96 | 0,36 0 (0,00) 1,46 — 0,86 1(0,55) 1,43
Suma 123 (100,0) 100 29 (100,0) 100 180 (/100,00) 100
Allele
PO 221 (89,84) — 1,20 | 0,29 51 (87,93) — 0,99 | 0,56 | 317 (88,06) —
P10 25 (10,16) — 0,83 | 0,29 7 (12,07) — 1,01 | 0,56 | 43(11,94) —
Suma 246 (100,0) — 58 (100,0) — 360 (100,0) —

*analizowane podgrupy porownywano do grupy kontrolnej
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4.4.3. Polimorfizm -122T>C genu czynnika VII krzepnigcia

W podgrupie kobiet, u ktérych poronienia miaty miejsce tylko w I trymestrze zwracato
uwage czestsze wystgpowanie niezmutowanego genotypu homozygotycznego -122TT
(81,30% vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,21) oraz nizsza czgstos¢ wystepowania
genotypu heterozygotycznego -122TC (17,07% vs. 22,78% w grupie kontrolnej, p=0,14).
Czgsto$¢  wystgpowania  niezmutowanego allela powyzszego polimorfizmu byta
porownywalna w obydwu analizowanych grupach (niezmutowany allel -122T: 89,84% vs.
88,06% w grupie kontrolnej, p= 0,29; zmutowany allel -122C: 10,16% vs. 11,94% w grupie
kontrolnej, p=0,29) (tab. 26).

W podgrupie kobiet, u ktérych poronienia miaty miejsce zaréwno w I, jak 1 II
trymestrze cigzy czestos¢ wystepowania genotypoéw i alleli polimorfizmu -122T>C genu
czynnika VII krzepniecia byta poréwnywalna z odpowiednimi czgstosciami obserwowanymi
w grupie kontrolnej (niezmutowany genotyp homozygotyczny -122TT: 75,86% vs. 76,67% w
grupie kontrolnej, p=0,54; genotyp heterozygotyczny -122TC: 24,14% vs. 22,78% w grupie
kontrolnej, p=0,52; zmutowany genotyp homozygotyczny -122CC: 0,00% vs. 0,55% w grupie
kontrolnej, p=0,86; allel -122T: 87,93% vs. 88,06% w grupie kontrolnej, p= 0,56; zmutowany
allel -122C: 12,07% vs. 11,94% w grupie kontrolnej, p=0,56) (tab. 26).
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Tabela 26. Czgsto$¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu -122T>C genu czynnika VII krzepnigcia w podgrupach kobiet z
poronieniami w | oraz w I 1 Il trymestrze cigzy oraz w grupie kontrolne;.

Grupa badana

-122T>C (n=152) Grupa kontrolna
| trymestr I'i Il trymestr (n=180)
(n=123) (n=29)
Genotypy wartos¢ wartos¢ WR p wartosé wartos¢ WR p wartos¢ wartosé
obserwowana| oczekiwana obserwowana | oczekiwana obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
TT 100 (81,30) 80,71 1,32 | 0,21 22 (75,86) 77,32 0,96 | 0,54 | 138 (76,67) 77,54
TC 21 (17,07) 18,26 0,70 | 0,14 7 (24,14) 21,22 1,08 | 0,52 | 41(22,78) 21,03
cC 2 (1,63) 1,03 2,96 | 0,36 0 (0,00) 1,46 - 0,86 1(0,55) 1,43
Suma 123 (100,0) 100 29 (100,0) 100 180 ( 100,00) 100
Allele
T 221 (89,84) — 1,20 | 0,29 51 (87,93) — 0,99 | 0,56 | 317 (88,06) —
C 25 (10,16) — 0,83 | 0,29 7 (12,07) — 1,01 | 0,56 43 (11,94) —
Suma 246 (100,0) — 58 (100,0) — 360 (100,0) —

*analizowane podgrupy porownywano do grupy kontrolnej
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4.4.4. Polimorfizm -675 4G/5G genu PAI-1

W przypadku polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1 odnotowano zblizong czgstos¢
wystepowania poszczeg6lnych genotypoéw w pordwnaniu z czestosciami obserwowanymi w
grupie kobiet z nieobcigzonym wywiadem polozniczym (niezmutowany genotyp
homozygotyczny -675 4G/-675 4G: 31,7% vs. 35,5% w grupie kontrolnej, p=0,32; genotyp
heterozygotyczny -675 4G/-675 5G: 50,4% vs. 47,2% w grupie kontrolnej, p=0,33;
zmutowany genotyp homozygotyczny -675 5G/-675 5G: 17,9% vs. 17,8% w grupie
kontrolnej, p=0,55). Podobnie czestos¢ wystepowania alleli byla porownywalna (allel -675
4G: 56,9% vs. 58,6% w grupie kontrolnej, p=0,37; zmutowany allel -675 5G: 43,1% vs.
41,4% w grupie kontrolnej, p=0,37) (tab.27).

W podgrupie kobiet z wystepowaniem poronien zarowno w I, jak 1 w Il trymestrze
cigzy czgsto$¢ wystepowania genotypow polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1 rowniez byta
poréwnywalna z czesto§ciami obserwowanymi w grupie kontrolnej (niezmutowany genotyp
homozygotyczny -675 4G/-675 4G: 37,9% vs. 35,0%, p=0,45; genotyp heterozygotyczny -
675 4G/-675 5G: 44,8% vs. 47,2%, p=0,49; zmutowany genotyp homozygotyczny -675 5G/-
675 5G: 17,3% vs. 17,8%, p=0,59). Podobnie czesto$¢ wystepowania alleli powyzszego
polimorfizmu byta zblizona w obydwu analizowanych grupach (allel -675 4G: 60,3% vs.
58,6% w grupie kontrolnej, p=0,46; zmutowany allel -675 5G: 39,% vs. 41,4% w grupie
kontrolnej, p=0,46) (tab. 27).
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Tabela 27. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1 w podgrupach kobiet z poronieniami w | oraz w | i
II trymestrze cigzy oraz w grupie kontrolne;.

Grupa badana

-675 4G/5G (n=152) Grupa kontrolna
| trymestr Ii Il trymestr (n=180)
(n=123) (n=29)
Genotypy wartosé wartosé WR p wartosé wartosé WR p wartosé¢ wartos¢
obserwowana | oczekiwana obserwowana | oczekiwana obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
4G/4G 39 (31,7) 32,4 0,86 | 0,32 11 (37,9) 36,4 1,13 | 0,45 63 (35,0) 34,4
4G/5G 62 (50,4) 49,0 1,14 | 0,33 13 (44,8) 47,9 0,91 | 0,49 85 (47,2) 48,5
5G/5G 22 (17,9) 18,6 1,01 | 0,55 5(17,3) 15,7 0,96 | 0,59 32 (17,8) 17,1
Suma 123 (100,0) 100 29 (100,0) 100 180 (100,0) 100
Allele
4G 140 (56,9) — 0,93 | 0,37 35 (60,3) — 1,07 | 0,46 | 211 (58,6) —
5G 106 (43,1) — 1,07 | 0,37 23 (39,7) — 0,93 | 0,46 | 149 (41,4 —
Suma 246 (100,0) — 58 (100,0) — 360 (100,0) —

*analizowane podgrupy porownywano do grupy kontrolnej
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4.4.5. Polimorfizm Hindlll C>G genu PAI-1

W trakcie analizy czgstosci wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu HindllI
C>G genu PAI-1 odnotowano porownywalng czestos¢ wystepowania niezmutowanego
genotypu homozygotycznego Hindlll CC w podgrupie kobiet z wystepowaniem poronien w I
trymestrze cigzy i w grupie kontrolnej (35,8% vs. 35,6% w grupie kontrolnej, p=0,53).
Zaobserwowano, ze genotyp heterozygotyczny Hindlll CG byt obecny czegsciej w grupie
kontrolnej niz w podgrupie pacjentek z poronieniami wystepujacymi tylko w I trymestrze
(44,4% w grupie kontrolnej vs. 39,8%, p=0,25). Odwrotna zalezno$¢ dotyczyta zmutowanego
genotypu homozygotycznego Hindlll GG, ktérego czgstos¢ byta wyzsza w podgrupie z
poronieniami w I trymestrze niz w grupie kontrolnej (24,4% vs. 20,0% w grupie kontrolnej,
p=0,22). Roznice te nie byly istotne pod wzgledem statystycznym. Czestos¢ wystgpowania
alleli analizowanego polimorfizmu byla poréwnywalna w obydwu grupach (niezmutowany
allel Hindlll C: 55,7% vs. 57,8% w grupie kontrolnej, p=0,33; zmutowany allel Hindlll G:
44,3% vs. 42,2% w grupie kontrolnej, p=0,33) (tab. 28).

W podgrupie kobiet z wystepowaniem poronien zarowno w I, jak 1 w II trymestrze
cigzy czesto$¢ wystgpowania niezmutowanego genotypu homozygotycznego Hindlll CC byta
nizsza niz w grupie kontrolnej (27,6% vs. 35,6% w grupie kontrolnej, p=0,27). Natomiast
czesto$¢ wystepowania genotypu heterozygotycznego Hindlll CG byta porownywalna w
obydwu analizowanych grupach (41,4% vs. 44,4% w grupie kontrolnej, p=0,46).
Zaobserwowano wyzszg frekwencje zmutowanego genotypu homozygotycznego Hindlll GG
w grupie kobiet z poronieniami w I i II trymestrze w poréwnaniu do grupy kobiet z
nieobcigzonym wywiadem potozniczym (31,0% vs. 20,0%, p=0,14). Roznice te nie byly
statystycznie istotne. Niezmutowany allel Hindlll C wystepowat cze$ciej w grupie kontrolnej
(57,8% w grupie kontrolnej vs. 48,3%, p=0,11), natomiast zmutowany allel Hindlll G —
czesciej w podgrupie kobiet z poronieniami w I i II trymestrze cigzy (51,7% vs. 42,2% w
grupie kontrolnej, p=0,11) (tab. 28).
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Tabela 28. Czesto$¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu Hindlll C>G genu PAI-1 w podgrupach kobiet z poronieniamiw | oraz w I i
II trymestrze cigzy oraz w grupie kontrolne;.

Grupa badana

Hindl11 (n=152) Grupa kontrolna
C>G | trymestr I'i Il trymestr (n=180)
(n=123) (n=29)
Genotypy wartos¢ wartos¢ WR p wartosé wartos¢ WR p wartos¢ wartosé
obserwowana| oczekiwana obserwowana | oczekiwana obserwowana | oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
CcC 44 (35,8) 31,0 1,01 | 0,53 8 (27,6) 23,3 0,69 | 0,27 64 (35,6) 33,4
CG 49 (39,8) 49,4 0,83 | 0,25 12 (41,4) 49,9 0,88 | 0,46 80 (44,4) 48,8
GG 30 (24,4) 19,6 1,29 | 0,22 9 (31,0 26,8 1,80 | 0,14 36 (20,0) 17,8
Suma 123 (100,0) 100 100 180 (100,0) 100
Allele
C 137 (55,7) — 0,92 | 0,33 28 (48,3) — 0,68 | 0,11 208 (57,8) —
G 109 (44,3) — 1,09 | 0,33 30 (51,7) — 1,47 | 0,11 152 (42,2) —
Suma 246 (100,0) — 58 (100,0) — 360 (100,0) —

*analizowane podgrupy porownywano do grupy kontrolnej
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4.4.6. Polimorfizm -844G>A genu PAI-1

Analiza czestosci wystepowania genotypdw i alleli polimorfizmu -844G>A genu PAI-
1 wykazata porownywalng czgsto$§¢ wystepowania genotypu homozygotycznego -844GG w
podgrupie kobiet z wystepowaniem poronien tylko w I trymestrze cigzy oraz w grupie
kontrolnej (13,8% vs. 14,4% w grupie kontrolnej, p=0,51). Genotyp heterozygotyczny
-844GA byt obecny nieznacznie czesciej w podgrupie kobiet z poronieniami w I trymestrze
(52,0% vs. 45,6% w grupie kontrolnej, p=0,16). Natomiast czesto$¢ wystepowania
zmutowanego genotypu homozygotycznego -844AA byla nieco wyzsza w grupie kontrolne;j
(40,0% w grupie kontrolnej vs. 34,2%, p=0,18). Czg¢stos¢ wystepowania alleli badanego
polimorfizmu byta porownywalna w obydwu analizowanych grupach (niezmutowany allel -
844G: 39,8% vs. 37,2% w grupie kontrolnej, p=0,29; zmutowany allel -844A: 60,2% Vvs.
62,8% w grupie kontrolnej, p=0,29) (tab.29).

Odnotowano porownywalng czgstos¢ wystgpowania poszczegodlnych genotypow
powyzszego polimorfizmu w podgrupie kobiet z wystepowaniem poronien w I 1 II trymestrze
cigzy oraz w grupie kontrolnej (-844GG: 17,3% vs. 14,4% w grupie kontrolnej, p=0,44;
-844GA: 44,85 vs. 45,6% w grupie kontrolnej, p=0,55; -844AA: 37,9% vs. 40,0% w grupie
kontrolnej, p=0,50). Podobnie czesto$¢ wystepowania alleli nie roznifa si¢ istotnie pomigdzy
tymi grupami kobiet (niezmutowany allel -844G: 39,7% vs. 37,2% w grupie kontrolnej,
p=0,41; zmutowany allel -844A: 60,3% vs. 62,8% w grupie kontrolnej, p=0,41) (tab. 29).
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Tabela 29. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu -844G>A genu PAI-1 w podgrupach kobiet z poronieniami w | oraz w 1 i 1l
trymestrze cigzy oraz w grupie kontrolne;j.

Grupa badana

844G>A (n=152) Grupa kontrolna
| trymestr I'i Il trymestr (n=180)
(n=123) (n=29)
Genotypy wartos¢ wartos¢ WR p wartosé wartos¢ WR p wartos¢ wartosé
obserwowana| oczekiwana obserwowana | oczekiwana obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
GG 17 (13,8) 15,8 0,95 | 0,51 5(17,3) 15,7 1,23 | 0,44 26 (14,4) 13,9
GA 64 (52,0) 47,9 1,30 | 0,16 13 (44,8) 47,9 0,97 | 0,55 82 (45,6) 46,7
AA 42 (34,2) 36,3 0,78 | 0,18 11 (37,9) 36,4 0,92 | 0,50 72 (40,0) 39,4
Suma 123 (100,0) 100 29 (100,0) 100 180 (100,0) 100
Allele
G 98 (39,8) — 1,12 | 0,29 23 (39,7) — 1,11 | 0,41 | 134(37,2) —
A 148 (60,2) — 0,90 | 0,29 35 (60,3) — 0,90 | 0,41 | 226 (62,8) —
Suma 246 (100,0) — 58 (100,0) — 360 (100,0) —

*analizowane podgrupy porownywano do grupy kontrolnej
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4.5. Analiza wspolwystepowania genotypow badanych w pracy polimorfizmow

W kolejnym etapie dokonano oceny wspdtwystgpowania genotypow polimorfizmow,
uwzgledniajac  wszystkie podgrupy kobiet. Analiza wspdlwystepowania genotypow
polimorfizméw Arg353GIn genu czynnika VII oraz -675 4G/5G genu PAI-1 zwrécita uwage
na rzadsze w stosunku do pozostalych analizowanych podgrup wspotwystepowanie
genotypow Arg353/GIn353/-675 4G/-675 4G w podgrupie pacjentek z wystgpowaniem 3 lub
wigcej poronien w wywiadzie oraz w podgrupie z poronieniami wystepujacymi zaréwno w I,
jak i w Il trymestrze. W obydwu tych podgrupach genotypy Arg353/GIn353/-675 4G/-675 4G
wspotwystepowaly tylko u jednej kobiety. Ponadto zaobserwowano czgstsze niz w grupie

kontrolnej wspotwystepowanie genotypow Arg353/Arg353/-675 4G/-675 4G w podgrupie
pacjentek z poronieniami w I 1 II trymestrze cigzy (p=0,85) (tab. 30).

Tabela 30. Wspotwystepowanie genotypoéw polimorfizmow Arg353GIn genu czynnika VI oraz -

675 4G/5G genu PAI-1 pomigdzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano warto$¢ %).

~675 4G/5G PAI-1 Oudl

4GJAG 4G/5G 5G/5G sotem

Grupa | F7 Arg353/Arg353| 40 (26,32) | 60 (39,47) | 22 (14,47) | 122 (80,26)

bad Arg353G|

adana | ATgSosBIN A 14353/GIn353| 9 (5,92) 15087 |5(329 29 (19,08)
GIn353/GIn353| 1 (0,66) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,66)

suma 50 (32,90) | 75 (49,34) | 27 (17,76) | 152 (100,0)

2 F7 Arg353/Arg353] 28 (24,56) | 44 (38,60) | 17 (14,91) | 89 (78,07)
poronienia | Arg353GIn | Arg353/GIn353| 8 (7,02) 12 (10,52) | 4(3,51) 24 (21,05)
GIn353/GIn353| 1 (0,88) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,88)

suma 37 (32,46) | 56 (49,12) | 21 (18,42) | 114 (100,0)

31ub F7 Arg353/Arg353] 12 (31,58) | 16 (42,11) | 5(13,16) | 33 (86,85)
wigcej | Arg353GIn | Arg353/GIn353 3 (7,89) 1(2,63) 5 (13,15)
poronies GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
suma 13 (34.21) | 19(50,00) |6(1579) |38 (100,0)

I trymestr | F7 Arg353/Arg353] 30 (24,39) | 50 (40,65) | 18 (14,63) | 98 (79,67)
Arg353GIn | Arg353/GIn353| 8 (6,51) 12(9,76) | 4 (3.25) 24 (19,52)
GIn353/GIn353| 1 (0,81) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,81)

suma 39 (3L,71) | 62 (50,40) | 22 (17,89) | 123 (100,0)

il F7 Arg353/Arg353 JERTRZWEMM 10 (34,48) | 4 (13,80) | 24 (82,76)
trymestr | Arg353GIn | Arg353/GIn353 | kG5 3(10,34) | 1(3,45) 5 (17.24)
GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)

suma 11 (37,93) | 13(44.82) |5(17,25) |29 (100,0)

Grupa | F7 Arg353/Arg353] 49 (27,22) | 65 (36,11) | 23 (12,78) | 137 (76,11)
kontrolna | Arg353GIn | Arg353/GIn353| 14 (7,78) | 20 (1L,11) | 9 (5,00) 43 (23,89)
GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)

suma 63 (35,00) | 85 (47,22) |32 (17,78) | 180 (100,0)
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W trakcie analizy wspotwystepowania genotypow polimorfizméw Arg353GIn genu
czynnika VII oraz -844G>A genu PAI-1 réwniez nie odnotowano istotnych réznic pomigdzy
podgrupami. Zwracalo jednak uwage czestsze niz w grupie kontrolnej wspotwystepowanie
genotypow -844AA/Arg353/Arg353 w podgrupie pacjentek z 3 1 wigcej poronieniami
(p=0,74) oraz w podgrupie z poronieniami w | i Il trymestrze (p=0,74). W podgrupie kobiet z
3 1 wigce] poronieniami  zaobserwowano  wspotwystgpowanie  genotypdw -

844AA/Arg353/GIn353 tylko u jednej z pacjentek (p=0,14) (tab. 31).

Tabela 31. Wspotwystepowanie genotypéw polimorfizmow Arg353GIn genu czynnika VII
oraz -844G>A genu PAI-1 pomigdzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano warto$¢
%).

_844G>A PAI-1 ot
GG GA AA sotem
Grupa | F7 Arg353/Arg353| 18 (11,84) | 61 (40,13) | 43 (28,29) | 122 (80,26)
bad Arg353GI
adana | ArgeSSLIN A 1353/GIn353| 4 (2,63) | 16 (1053) | 9(5.92) | 29 (19,08)
GIn353/GIn353| 0(0,00) | 0(0,00) | 1(0,66) | 1(0,66)
suma 22 (14,47) | 77 (50,66) | 53 (34,87) | 152 (100,0)
2 F7 Arg353/Arg353| 14 (12,28) | 45 (39,47) | 30 (26,32) | 89 (78,07)
poronienia | Arg353GIn | Arg353/GIn353| 3 (2,63) 13 (11,40) 8 (7,02) 24 (21,05)
GIn353/GIn353| 0(0,000 | 0(0,00) | 1(0,88) | 1(0,88)
suma 17 (14,91) | 58 (50,88) | 39 (34,21) | 114 (100,0)
31ub F7 Arg353/Arg353] 4 (10,53) | 16 (42,10) 33 (86,84)
wiecej | Arg353GIn [Arg353/GIn353] 1 (2,63) | 3 (7,90) 5 (13,16)
poronich GIn353/GIn353| 0(0,000 | 0(0,00) | 0(0,000 |0 (0,00)
suma 5(13,16) | 19 (50,00) | 14 (36,84) | 38 (100,0)
I trymestr | F7 Arg353/Arg353] 14 (11,38) | 51 (41,46) | 33 (26,83) | 98 (79,67)
Arg353GIn | Arg353/GIn353| 3 (2,44) | 13(10,57) | 8(6,50) | 24 (19,51)
GIn353/GIn353| 0(0,000 | 0(0,00) | 1(0,81) | 1(0.81)
suma 17 (13.82) | 64 (52,03) | 42 (34,15) | 123 (100,0)
il F7 Arg353/Arg353] 4 (13,79) | 10 (34,49) IR 24 (82,76)
trymestr | Arg353GIn | Arg353/GIn353| 1 (345) | 3(10,34) | 1(3.45) |5 (17.24)
GIn353/GIn353| 0(0,000 | 0(0,00) | 0(0,000 | 0(0,00)
suma 5(17,4) | 13 (44.83) | 11(37,93) | 29 (100,0)
Grupa | F7 Arg353/Arg353] 20 (1L,11) | 62 (34,44) | 55 (30,56) | 137 (76,11)
kontrolna | Arg353GIn | Arg353/GIn353] 6 (3.33) | 20 (IL11) | 17 (9,44) | 43 (23,89)
GIn353/GIn353| 0(0,000 | 0(0,00) | 0(0,000 |0 (0,00)
suma 26 (14,44) | 82 (45.56) | 72 (40,00) | 180 (100,0)
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Analiza wspolwystgpowania genotypéw polimorfizméw Arg353GIn genu czynnika

VIl

oraz Hindlll

C>G genu PAI-1 wykazala czegstsze niz w grupie kontrolnej

wspotwystepowanie genotypow Arg353/Arg353/Hindlll GG w podgrupach kobiet z 3 i wigcej

poronieniami (p=0,94) oraz w podgrupie z utratami cigz w I i II trymestrze (p=0,95).

Genotypy Hindlll CG/Arg353/GIn353 wspotwystepowaly tylko u jednej pacjentki z podgrupy

pacjentek z 3 i wigcej poronieniami (p=0,14). Odnotowano rzadsze niz w grupie kontrolnej

wspotwystgpowanie genotypow Hindlll  CC/Arg353/Arg353 w podgrupie pacjentek z

niepowodzeniami cigzy w | i Il trymestrze. (p=0,43). Natomiast w grupie kontrolnej

zaobserwowano czgstsze niz w pozostalych podgrupach wspdtwystepowanie genotypow

Hindlll CC/Arg353/GIn353. Roznice te nie byty statystycznie istotne (tab. 32).

Tabela 32. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmow Arg353GIn genu czynnika VII
oraz Hindlll genu PAI-1 pomiedzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano warto$¢ %).

Hindlll C>G PAI-1 096l

cC CG GG gotem

Grupa F7 Arg353/Arg353| 41 (26,97) | 50(32,89) | 31(20,39) | 122 (80,26)

badana | Arg353GIn

Arg353/GIn353| 11 (7,24) 11 (7,24) 7 (4,61) 29 (19,08)
GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (0,66) 1 (0,66)

suma 52 (34,21) | 61(40,13) | 39 (25,66) | 152 (100,0)

2 F7 Arg353/Arg353| 31 (27,19) | 37(32,46) | 21(18,42) | 89 (78,07)
poronienia | Arg353GIn | Arg353/GIn353| 9 (7,90) 10 (8,77) 5 (4,38) 24 (21,05)
GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,88) 1(0,88)

suma 40 (35,09) | 47 (41,23) | 27(23,68) | 114 (100,0)

3 lub F7 Arg353/Arg353] 10 (26,32) [ 13 (34,21) [FINETERIN 33 (86,84)
wigcej Arg353GIn | Arg353/GIn353| 2 (5,26) 1(2,63) 2 (5,26) 5 (13,16)
poronien GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)

suma 12 (31,58) | 14 (36,84) | 12(31,58) | 38(100,0)

| trymestr | F7 Arg353/Arg353] 35 (28,45) | 40 (32,52) | 23(18,70) | 98 (79,67)
Arg353GIn | Arg353/GIn353] 9 (7,32) 9 (7,32) 6 (4,87) 24 (19,51)
GIn353/GIn353] 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,82) 1(0,82)

suma 44 (35,77) | 49 (39,84) |30(24,39) | 123 (100,0)

HI F7 Arg353/Arg353 [Tl ) AR 24 (82,76)
trymestr | Arg353GIn | Arg353/GIn353| 2 (6,90) 2 (6,90) 1 (3,45) 5 (17,24)
GIn353/GIn353] 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)

suma 8 (27,59) 12 (41,38) | 9(31,03) 29 (100,0)

Grupa F7 Arg353/Arg353] 44 (24,44) [ 63(35,00) [30(16,67) | 137 (76,11)
kontrolna | Arg353GIn | Arg353/GIn353 17 (9,44) 6 (3,33) 43 (23,89)
GIn353/GIn353] 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)

suma 64 (35,56) | 80 (44,44) |36 (20,00) | 180 (100,0)
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W calej grupie badanej nie odnotowano wspdlwystepowania nastgpujacych
genotypow: -844GG/-675 4G/-675 4G, -844GG/-675 4G/-675 5G, -844GA/-675 4G/-675 4G
oraz -844AA/-675 5G/-675 5G. W grupie kontrolnej genotypy -844GA/-675 4G/-675 4G
wspotwystepowaly tylko u jednej z kobiet. Natomiast nie odnotowano wspdlwystepowania
genotypow -844GG/-675 4G/-675 4G oraz -844GG/-675 4G/-675 5G. W podgrupie pacjentek
z utratami cigz w [ 1 II trymestrze nie zaobserwowano wspotwystepowania genotypow -
844GA/-675 5G/-675 5G i -844AA/-675 4G/-675 5G. Powyzsze rdznice nie byly istotne pod
wzgledem statystycznym (tab.33).

Tabela 33. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw -675 4G/5G oraz -844G>A genu
PAl-1 pomigdzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano warto$¢ %).

-844G>A PAI-1

GG GA AA Ogdlem
Grupa PAI-1 4G/4G 0 (0,00) 0 (0,00) 50 (32,90) | 50 (32,90)
badana 4G/5G

4G/5G 0 (0,00) 72 (47,37) | 3(1,97) 75 (49,34)
5G/5G 22 (14,47) | 5(3,29) 0 (0,00) 27 (17,76)

suma 22 (14,47) | 77 (50,66) | 53 (34,87) | 152 (100,0)
2 poronienia | PAI-1 4G/4G 0 (0,00) 0 (0,00) 37 (32,46) | 37 (32,46)
4G/5G 4G/5G 0 (0,00) 54 (47,37) | 2 (1,75) 56 (49,12)
5G/5G 17 (14,91) | 4(3,51) 0 (0,00) 21 (18,42)

suma 17 (14,91) | 58(50,88) | 39(34,21) | 114(100,0)
3 lub wigcej PAI-1 4G/4G 0 (0,00) 0 (0,00) 13 (34,21) | 13(34,21)
poronien 4G/5G 4G/5G 0 (0,00) 18 (47,37) 1(2,63) 19 (50,00)

5G/5G 5 (13,16) 1(2,63) 0 (0,00) 6 (15,79)

suma 5 (13,16) 19 (50,00) | 14 (36,84) 38 (100,0)
I trymestr PAI-1 4G/4G 0 (0,00) 0 (0,00) 39 (31,71) |39 (31,71)
4G/5G 4G/5G 0 (0,00) 59 (47,97) | 3(2,44) 62 (50,41)
5G/5G 17 (13,82) | 5(4,06) 0 (0,00) 22 (17,88)

suma 17 (13,82) | 64 (52,03) | 42 (34,15) | 123 (100,0)
Lill trymestr | PAI-1 4G/4G 0 (0,00) 0 (0,00) 11 (37,93) 11 (37,93)
4G/5G 4G/5G 0 (0,00) 13 (44,83) | 0(0,00) 13 (44,83)

5G/5G 5 (17,24) 0 (0,00) 0 (0,00) 5 (17,24)

suma 5 (17,24) 13 (44,83) | 11 (37,93) 29 (100,0)
Grupa PAI-1 4G/4G 0 (0,00) 1 (0,56) 62 (34,44) | 63 (35,00)
kontrolna 4G/5G 4G/5G 0 (0,00) 77 (42,78) | 8 (4,44), 85 (47,22)
5G/5G 26 (14,44) | 4(2,22) 2(1,12) 32 (17,78)

suma 26 (14,44) | 82 (46,56) | 72 (40,00) | 180 (100,0)
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W podgrupie kobiet z utratami cigz w I trymestrze zaobserwowano rzadsze niz w
grupie kontrolnej wspotwystepowanie genotypow Hindlll CG/-675 4G/-675 4G (p=0,09; WR
0,54; 95%PU 0,24-1,21). W podgrupach pacjentek z 3 i wigcej poronieniami w wywiadzie
oraz z utratami cigz w | i II trymestrze nie odnotowano wspotwystepowania niezmutowanych
genotypéw homozygotycznych Hindlll CC/-675 4G/-675 4G. W calej grupie badanej oraz
kontrolnej nie odnotowano wspotwystepowania zmutowanych genotypow homozygotycznych

HindI1l GG/-675 5G/-675 5G (tab. 34).

Tabela 34. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmow -675 4G/5G oraz Hindlll C>G
genu PAI-1 pomigdzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano warto$¢ %).

Hindlll C>G PAI-1

cC CG GG Ogdlem
Grupa PAI-L | 4G/4G 3(L,97) | 13(855) |34 (2237) |50 (32,89)
bad 4G/5G
adana 4G/5G 23(1513) | 47 (30.92) |5(3.29) |75 (49,34)
5G/5G 26 (17.11) | 1(0.66)  |0(0.00) |27 (17.77)
suma 52 (34,31) | 61 (40,13) | 39 (25,66) | 152 (100.0)
2 poronienia | PAI-1 4G/4G 3(2,64) 9 (7,89) 25(21,93) | 37 (32,46)
4GI5G [ 4GI5G 17 (14.91) | 37 (32,46) | 2(L75) | 56 (49,12)
5G/5G 20 (17,54) | 1(0.88) | 0(0,00) | 21 (18.42)
suma 40 (35,09) | 47 (41.23) | 27 (23.68) | 114 (100.0)
3 lub wigcej | PAI-L | 4G/4G 0(0,00) | 4(1053) | 9(23.68) |13 (34.20)
poroniert 4GI5G [ 4GI5G 6(1579) | 10 (26,32) |3(7,89) | 19 (50,00)
5G/5G 6(1579) | 0(0,000 |0(0,000 |6 (1579
suma 12 31,58) | 14 (36,84) | 12 (31,58) | 38 (100,0)

I trymestr PAI-1 4Gl4G 3 (2,44) 9 (7,32) 27 (21,95) | 39 (31,71)

4G/5G [ 4GI5G 19 (15,45) | 40(32,52) | 3 (2,44) 62 (50,41)
5G/5G 22 (17,88) | 0(0,00) 0 (0,00) 22 (17,88)
suma 44 (35,77) | 49 (39,84) | 30 (24,39) | 123 (100,0)
Li 11 trymestr | PAI-1 4Gl4G 0 (0,00) 4(13,79) | 7(24,14) | 11(37,93)
4G/5G [ 4GI5G 4(13,79) | 7(24,14) | 2(6,90) 13 (44,83)
5G/5G 4(13,79) | 1(3,45) 0 (0,00) 5 (17,24)
suma 8(27,59) | 12 (41,38) | 9(31,03) | 29 (100,0)
Grupa PAI-1 4GJ4G 5 (2,78) 23 (12,78) | 35(19,44) | 63 (35,00)
kontrolna 4G/5G [ 4GI5G 27 (15,00) | 57 (31,66) | 1 (0,56) 85 (47,22)
5G/5G 32 (17,78) | 0(0,00) 0 (0,00) 32 (17,78)
suma 64 (35,56) | 80 (44,44) | 36 (20,00) | 180 (100,0)
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Analiza wspotwystepowania genotypow polimorfizméw -844G>A oraz Hindlll C>G
genu PAI-1 wykazala rzadsze wspotwystgpowanie genotypow Hindlll CC/-844AA (p=0,079;
WR 0,34; 95%PU 0,09-1,27) oraz Hindlll CG/-844AA (p=0,058; WR 0,55; 95%PU 0,28-
1,09) w grupie badanej niz w kontrolnej. Wspotwystepowanie genotypow Hindlll CG/-
844AA bylo rzadsze w podgrupie z dwoma poronieniami (p=0,063; WR 0,52; 95%PU 0,24-
1,12) oraz w podgrupie z utratami cigz w I trymestrze (p=0,039; WR 0,48; 95%PU 0,22-1,03)
niz w grupie kontrolnej (tab. 35).

Tabela 35. Wspotlwystgpowanie genotypow polimorfizmow -844G>A oraz Hindlll C>G
genu PAI-1 pomigdzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano warto$¢ %).

Hindl1l C>G PAI-1 Ouilem
CC CG GG 8
Grupa PAI-1 GG 21(13,82) | 1(0,66) 0 (0,00) 22 (14,47)
bad -844G>A

acdana GA 28 (18.42) | 46 (30.26) | 3 (1.97) 77 (50,66)
AA 3 (1,97) T 36 (23,69) | 53 (34,87)

suma 52 (34,21) | 61(40,13) |39 (2566) | 152 (100,0)
2 poronienia | PAI-1 GG 16 (14,03) 1 (0,88) 0 (0,00) 17 (14,91)
-844G>A | GA 21(18,42) |36 (31,58) | 1(0,88) 58 (50,38)
AA 3 (2,63) 26 (22,81) | 39 (34,21)

suma 40 (35,08) | 47 (41,23) | 27 (23,69) | 114 (100,0)

3 Iub wiecej | PAI-L GG 5(13,16) | 0 (0,00) 0 (0,00) 5 (13,16)

poronien -844G>A | GA 7 (18,42) 10 (26,31) 2 (5,27) 19 (50,00)
AA 0 (0,00) 4(10,53) | 10(26,31) | 14 (36,84)
suma 12 (31,58) | 14 (36,84) | 12 (31,58) | 38 (100,0)
I trymestr PAI-1 GG 17 (13,82) | 0(0,00) 0 (0,00) 17 (13,82)
-844G>A | GA 24 (19,51) |39 (3L,71) | 1(0,81) 64 (52,03)
AA 3 (2,44) 29 (23,58) | 42 (34,15)

suma 44 (35,77) | 49 (39,84) | 30 (24,39) | 123 (100,0)

Li Il trymestr | PAI-1 GG 4(13,79) | 1(L,45) 0 (0,00) 5 (17,24)

-844G>A | GA 2 (6,90) 7(24.14) | 4(13,79) | 13 (44,83)
AA 0 (0,00) 4(13,79) |7 (24,14) | 11 (37,93)
suma 6 (20,69) | 12 (41,38) | 11(37,93) | 29 (100,0)
Grupa PAI-1 GG 26 (14,44) | 0 (0,00) 0 (0,00) 26 (14,44)
kontrolna -844G>A | GA 28 (15,56) | 52 (28,89) | 2 (1,11) 82 (45,56)
AA 10 (555) | 28(15,55) | 34 (18,89) | 72 (40,00)

suma 64 (35,55) | 80 (44,44) | 36 (20,00) | 180 (100,0)
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Odnotowano rzadsze w porownaniu do grupy kontrolnej wspotwystgpowanie
genotypow -323P0/-323P10/Arg353/GIn353 w podgrupie pacjentek z 3 lub wigcej
poronieniami (p=0,085; WR 0,43; 95%PU 0,14-1,27). W calej grupie badanej oraz kontrolne;j
nie bylo przypadku wspotwystgpowania genotypoéw -323P10/-323P10/Arg353/Arg353, -
323P0/-323P10/GIn353/GIn353, -323P0/-323P0/GIn353/GIn353.  Nie
zalezno$ci istotnych pod wzgledem statystycznym (tab. 36).

oraz uzyskano

Tabela 36. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw Arg353GIn i -323P0/10 genu

czynnika VIl pomiedzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano warto$¢ %).

-323P0/10 Ogolem
PO/PO PO/P10 P10/P10
Grupa F7 Arg353/Arg353| 119 (78,29) | 3(1,97) 0 (0,00) 122 (80,26)
badana | Arg353GIn

Arg353/GIn353| 3 (1,97) 25 (16,45) | 1(0,66) 29 (19,08)
GIn353/GIn353]| 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (0,66) 1 (0,66)

suma 122 (80,26) | 28 (18,42) | 2(1,32) 152 (100,0)

2 F7 Arg353/Arg353| 87 (76,32) | 2 (1,75) 0 (0,00) 89 (78,07)
poronienia | Arg353GIn | Arg353/GIn353| 2 (1,75) 21(18,42) | 1(0,88) 24 (21,05)
GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (0,88) 1 (0,88)

suma 89 (78,07) | 23(20,17) | 2(1,76) 114 (100,0)

3lub F7 Arg353/Arg353| 32 (84,21) | 1(2,63) 0 (0,00) 33 (86,84)
wigcej Arg353GIn | Arg353/GIn353| 1 (2,63) 0 (0,00) 5 (13,16)
poronien GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
suma 33(86,84) | 5(13,16) 0 (0,00) 38 (100,0)

I trymestr | F7 Arg353/Arg353| 97 (78,86) 1(0,81) 0 (0,00) 98 (79,67)
Arg353GIn | Arg353/GIn353| 3 (2,44) 20 (16,26) | 1(0,81) 24 (19,51)
GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,81) 1(0,81)

suma 100 (81,30) | 21 (17,07) | 2(1,62) 123 (100,0)

Lill F7 Arg353/Arg353| 22 (75,86) | 2 (6,90) 0 (0,00) 24 (82,76)
trymestr | Arg353GIn | Arg353/GIn353| 0 (0,00) 5 (17,24) 0 (0,00) 5 (17,24)
GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)

suma 22 (75,86) | 7 (24,14) 0 (0,00) 29 (100,0)

Grupa F7 Arg353/Arg353| 135 (75,00) | 2 (1,11) 0 (0,00) 137 (76,11)
kontrolna | Arg353GIn | Arg353/GIn353| 3 (1,67) 39 (21,67) | 1(0,55) 43 (23,89)
GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)

suma 138 (76,67) | 41 (22,78) | 1(0,55) 180 (100,0)
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Wspotwystepowanie genotypow -323P0/-323P10/-675 4G/-675 4G w podgrupie
pacjentek z co najmniej trzema poronieniami odnotowano tylko u jednej z pacjentek. Nie
zaobserwowano wspotwystepowania genotypow -323P10/-323P10/-675 5G/-675 5G w calej
grupie badanej oraz kontrolnej. Ponadto w grupie kontrolnej genotypy homozygotyczne -
323P10/-323P10/-675 4G/-675 4G rowniez nie wspotwystgpowaly u zadnej z pacjentek.

Obserwowane zaleznoS$ci nie byly statystycznie istotne (tab.37).

Tabela 37. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw -675 4G/5G genu PAI-1 oraz -
323P0/10 genu czynnika VII pomigdzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano
warto$¢ %).

-323P0/10 Ogolem
PO/PO PO/P10 P10/P10
Grupa PAI-1 4GI4G 39 (25,66) | 10 (6,58) | 1 (0,66) 50 (32,90)
bad 4G/5G
adana 4GI5G 62(40,79) | 12(7,89) | 1(0.66) | 75 (49,34)
5G/5G 21 (13,81) | 6 (3,95) 0 (0,00) 27 (17,76)
suma 122 (80,26) | 28 (18,42) | 2 (1,32) 152 (100,0)
2 poronienia | PAI-1 4G/4G 27 (23,68) | 9(7,89) 1(0,88) 37 (32,46)
4G/5G | 4GI5G 45(39,47) | 10(8,77) | 1(0,88) 56 (49,12)
5G/5G 17 (14,91) | 4 (3,51 0 (0,00) 21 (18,42)
suma 89 (78,07) | 23(20,17) | 2 (1,76) 114 (100,0)
3 lub wiecej | PAI-1 4G/AG 12 (31,58) |[FNENE) 0 (0,00) 13 (34,21)
poronien 4G/5G 4G/5G 17 (44,74) 2 (5,26) 0 (0,00) 19 (50,00)
5G/5G 4(1053) | 2(5,26) 0 (0,00) 6 (15,79)
suma 33(86,84) |5(13,16) | 0(0,00) 38 (100,0)
I trymestr PAI-1 4G/4G 30 (24,39) | 8(6,50) 1(0,81) 39 (31,71)
4G/5G | 4GI5G 52 (42,28) | 9 (7,32) 1(0,81) 62 (50,41)
5G/5G 18 (14,63) | 4 (3,25) 0 (0,00) 22 (17,89)
suma 100 (81,30) | 21 (17,07) | 2 (1,63) 123 (100,0)
I'i Il trymestr | PAI-1 4G/AG 9(31,03) | 2(6,90) 0 (0,00) 11 (37,93)
4G/5G [ 4GI5G 10 (34,48) | 3(10,34) | 0(0,00) 13 (44,83)
5G/5G 3(10,34) | 2(6,90) 0 (0,00) 5 (17,24)
suma 22 (75,86) | 7 (24,14) | 0(0,00) 29 (100,0)
Grupa PAI-1 4GJAG 51(28,33) | 12(6,67) | 0(0,00) 63 (35,00)
kontrolna 4G/5G | 4G/5G 64 (35,56) | 20 (11,11) | 1 (0,56) 85 (47,22)
5G/5G 23 (12,78) | 9 (5,00) 0 (0,00) 32 (17,78)
suma 138 (76,67) | 41 (22,78) | 1 (0,56) 180 (100,0)
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W podgrupie pacjentek z wystgpowaniem co najmniej 3 poronien obserwowano
rzadsze wspotwystepowanie genotypow -323P0/-323P10/-844AA w poroéwnaniu do grupy
kontrolnej (p=0,19). W podgrupie kobiet z niepowodzeniami cigzy w I i Il trymestrze
obserwowano czgstsze niz w grupie kontrolnej wspotwystepowanie genotypoéw -323P0/-
323P10/-844GG (p=0,92). Analiza wspotwystepowania genotypow polimorfizmow -844G>A
genu PAI-1 oraz -323P0/10 genu czynnika VII wykazala, ze w calej grupie badanej oraz
kontrolnej nie wspotwystepowaty genotypy homozygotyczne -323P10/-323P10/-844GG (tab.
38).

Tabela 38. Wspotwystgpowanie genotypow polimorfizmow -844G>A genu PAI-1 oraz -
323P0/10 genu czynnika VII pomigdzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano
warto$¢ %).

-323P0/10 Ogolem
PO/PO PO/P10 P10/P10
Grupa PAI-1 GG 17 (11,18) | 5 (3,29) 0 (0,00) 22 (14,47)
bad -844G>A
adana GA 63 (41,45) | 13(855) |1(0.66) |77 (50,66)
AA 42 (27,63) | 10(6,58) | 1(0,66) 53 (34,87)
suma 122 (80,26) | 28 (18,42) | 2 (1,32) 152 (100,0)
2 poronienia | PAI-1 GG 14 (12,28) | 3(2,63) 0 (0,00) 17 (14,91)
-844G>A | GA 46 (40,35) | 11(9,56) | 1(0,88) 58 (50,88)
AA 29 (25,44) | 9 (7,89) 1(0,88) 39 (34,21)
suma 89 (78,07) | 23(20,18) | 2 (1,75) 114 (100,0)
3 Iub wigcej | PAI-1 GG 3(7,89) 2 (5,26) 0 (0,00) 5 (13,16)
poronien -844G>A | GA 17 (44,74) 2 (5,26) 0 (0,00) 19 (50,00)
AA 13 (34,21) 0 (0,00) 14 (36,84)
suma 33(86,84) |5(13,16) | 0(0,00) 38 (100,0)
I trymestr PAI-1 GG 14 (11,38) | 3 (2,44) 0 (0,00) 17 (13,82)
-844G>A | GA 53 (43,09) | 10(8,13) | 1(0,81) 64 (52,03)
AA 33(26,83) | 8 (6,50) 1(0,81) 42 (34,15)
suma 100 (81,30) | 21 (17,07) | 2 (1,63) 123 (100,0)
Li 11 trymestr | PAI-1 GG 3(1034) R0 0 (0,00) 5 (17,24)
-844G>A | GA 10 (34,48) | 3(10,34) | 0(0,00) 13 (44,83)
AA 9(31,03) | 2(6,90) 0 (0,00) 11 (37,93)
suma 22 (75,86) | 7 (24,14) | 0(0,00) 29 (100,0)
Grupa PAI-1 GG 20 (11,11) | 6(3,33) 0 (0,00) 26 (14,44)
kontrolna -844G>A | GA 61(33,89) | 20 (11,11) | 1(0,56) 82 (45,56)
AA 57 (31,67) | 15(8,33) | 0(0,00) 72 (40,00)
suma 138 (76,67) | 41(22,78) | 1(0,56) 180 (100,0)
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W podgrupie kobiet z wywiadem polozniczym obcigzonym w kierunku wystepowania
co najmniej 3 poronien odnotowano czgstsze wspotwystepowanie genotypow -323P0/-
323P0/Hindlll GG (p=0,97) oraz rzadsze genotypow -323P0/-323P10/Hindlll CG (p=0,17) w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Natomiast w podgrupie pacjentek z poronieniami w I i Il
trymestrze cigzy obserwowano rzadsze wspotwystepowanie genotypow  -323PO0/-
323P10/Hindlll CC w stosunku do grupy kontrolnej (p=0,28). U Zadnej pacjentek z grupy
badanej nie wspotwystgpowaly genotypy homozygotyczne -323P10/323P10/Hindlll CC.
Roznice te nie byty statystycznie istotne (tab. 39).

Tabela 39. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw Hindlll C>G genu PAI-1 oraz -
323 PO/10 genu czynnika VII pomigdzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano
warto$¢ %).

-323P0/10 Ogolem
PO/PO PO/P10 P10/P10
Grupa Hindlll | CC 41(26,97) | 11(7,24) | 0(0,00) 52 (34,21)
badana PAI-1
CG 50 (32,89) | 10 (6,58) | 1 (0,66) 61 (40,13)
GG 31(20,40) | 7 (4,60) 1 (0,66) 39 (25,66)
suma 122 (80,26) | 28 (18,42) | 2 (1,32) 152 (100,0)
2 poronienia | Hindlll CC 32 (28,07) | 8(7,02) 0 (0,00) 40 (35,09)
PAI-1 CG 37 (32,46) | 9 (7,89) 1 (0,88) 47 (41,23)
GG 20 (17,54) | 6 (5,26) 1(0,88) 27 (23,68)
suma 89 (78,07) | 23 (20,17) | 2 (1,76) 114 (100,0)
3 Iub wiecej | Hindlll 9(23,68) | 3(7,89) 0 (0,00) 12 (31,58)
poronien PAI-1 13 (34,21) 0 (0,00) 14 (36,84)
GG 12895 IAE) 0 (0,00) 12 (31,58)
suma 33(86,84) |5(13,16) | 0(0,00) 38 (100,0)
I trymestr Hindl1l CC 36 (29,27) | 8(6,50) 0 (0,00) 44 (35,77)
PAI-1 CG 40 (32,52) | 8(6,50) 1(0,81) 49 (39,84)
GG 24 (1951) | 5 (4,07) 1(0,81) 30 (24,39)
suma 100 (81,30) | 21 (17,07) | 2 (1,63) 123 (100,0)
Lilltrymestr [Hindlll [cC  [EEHZZOR 3(10,34) [ 0(0,00) 8 (27,59)
PAI-1 CG 10 (34,48) | 2 (6,90) 0 (0,00) 12 (41,38)
GG 7 (24,14) | 2 (6,90) 0 (0,00) 9 (31,03)
suma 22 (75,86) | 7 (24,14) | 0(0,00) 29 (100,0)
Grupa HindIll | CC 44 (24,44) |19 (10,56) | 1 (0,56) 64 (35,56)
kontrolna PAI-1 CG 64 (35,56) | 16 (8,89) | 0 (0,00) 80 (44,44)
GG 30 (16,67) | 6 (3,33) 0 (0,00) 36 (20,00)
suma 138(76,67) | 41 (22,78) | 1 (0,56) 180 (100,0)
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W podgrupie kobiet z wystepowaniem 3 lub wigcej poronien zwracata uwage nizsza
frekwencja wspolwystepowania genotypow -122TT/Arg353/GIn353 w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (p=0,085; WR 0,43; 95%PU 0,14-1,27). Nie odnotowano wspotwystepowania
genotypow -122TT/GIn353/GIn353, -122TC/GIn353/GIn353 oraz -122CC/Arg353/Arg353 u
zadnej pacjentki z calej grupy badanej oraz kontrolnej. Nie uzyskano zaleznosci istotnych pod

wzgledem statystycznym (tab.40).

Tabela 40. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmow Arg353GIn i -122T>C genu

czynnika VIl pomiedzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano warto$¢ %).

-122T>C Ogolem
TT TC CcC
Grupa F7 Arg353/Arg353| 119 (78,29) | 3(1,97) 0 (0,00) 122 (80,26)
bad Agr353Gl

adana | AQreSSBIN A 4353/GIn353| 3 (1,97) | 25 (16,45) | 1(0,66) | 29 (19,08)
GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (0,66) 1 (0,66)

suma 122 (80,26) | 28 (18,42) | 2 (1,32) 152 (100,0)

2 F7 Arg353/Arg353| 87 (76,32) | 2 (1,75) 0 (0,00) 89 (78,07)
poronienia | Arg353GIn | Arg353/GIn353| 2 (1,75) 21 (18,42) 1 (0,88) 24 (21,05)
GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (0,88) 1 (0,88)

suma 89 (78,07) | 23(20,17) | 2(1,76) 114 (100,0)

3lub F7 Arg353/Arg353| 32 (84,21) | 1(2,63) 0 (0,00) 33 (86,84)
wiecej Arg353GIn | Arg353/GIn353] 1 (2,63) 0 (0,00) 5 (13,16)
poronien GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
suma 33(86,84) | 5(13,16) 0 (0,00) 38 (100,0)

I trymestr | F7 Arg353/Arg353| 97 (78,86) 1(0,81) 0 (0,00) 98 (79,67)
Arg353GIn | Arg353/GIn353| 3 (2,44) 20 (16,26) | 1(0,81) 24 (19,51)
GIn353/GIn353| 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,81) 1(0,81)

suma 100 (81,30) | 21 (17,07) | 2(1,62) 123 (100,0)

il F7 Arg353/Arg353[ 22 (75,86) | 2 (6,90) 0 (0,00) 24 (82,76)
trymestr | Arg353GIn | Arg353/GIn353] 0 (0,00) 5 (17,24) 0 (0,00) 5 (17,24)
GIn353/GIn353] 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)

suma 22 (75,86) | 7 (24,14) 0 (0,00) 29 (100,0)

Grupa F7 Arg353/Arg353[ 135 (75,00) | 2 (1,11) 0 (0,00) 137 (76,11)
kontrolna | Arg353GIn | Arg353/GIn353| 3 (1,67) 39 (21,67) | 1(0,55) 43 (23,89)
GIn353/GIn353] 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)

suma 138 (76,67) | 41 (22,78) | 1(0,55) 180 (100,0)
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Wspotwystepowanie genotypow -122TC/-675 4G/-675 4G w podgrupie pacjentek z co
najmniej trzema poronieniami odnotowano tylko u jednej z pacjentek. Nie zaobserwowano
wspotwystepowania genotypow -122CC/-675 5G/-675 5G w calej grupie badanej oraz
kontrolnej. Ponadto w grupie kontrolnej genotypy homozygotyczne -122CC/-675 4G/-675 4G
rowniez nie wspotwystepowaly u zadnej z pacjentek. Obserwowane zalezno$ci nie byly

statystycznie istotne (tab.41).

Tabela 41. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw -675 4G/5G genu PAI-1 oraz -
122T7>C genu czynnika VII pomiedzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano wartos¢

%).

-122T>C Ogolem
TT TC CcC
Grupa PAI-1 4GI4G 39 (25,66) | 10 (6,58) | 1 (0,66) 50 (32,90)
bad 4G/5G
adana 4GI5G 62(40,79) | 12(7,89) | 1(0.66) | 75 (49,34)
5G/5G 21 (13,81) | 6 (3,95) 0 (0,00) 27 (17,76)
suma 122 (80,26) | 28 (18,42) | 2 (1,32) 152 (100,0)
2 poronienia | PAI-1 4G/4G 27 (23,68) | 9(7,89) 1(0,88) 37 (32,46)
4G/5G | 4GI5G 45(39,47) | 10(8,77) | 1(0,88) 56 (49,12)
5G/5G 17 (14,91) | 4 (3,51 0 (0,00) 21 (18,42)
suma 89 (78,07) | 23(20,17) | 2 (1,76) 114 (100,0)
3 lub wiecej | PAI-1 4G/AG 12 (31,58) |[FNENE) 0 (0,00) 13 (34,21)
poronien 4G/5G 4G/5G 17 (44,74) 2 (5,26) 0 (0,00) 19 (50,00)
5G/5G 4(1053) | 2(5,26) 0 (0,00) 6 (15,79)
suma 33(86,84) |5(13,16) | 0(0,00) 38 (100,0)
I trymestr PAI-1 4G/4G 30 (24,39) | 8(6,50) 1(0,81) 39 (31,71)
4G/5G | 4GI5G 52 (42,28) | 9 (7,32) 1(0,81) 62 (50,41)
5G/5G 18 (14,63) | 4 (3,25) 0 (0,00) 22 (17,89)
suma 100 (81,30) | 21 (17,07) | 2 (1,63) 123 (100,0)
I'i Il trymestr | PAI-1 4G/AG 9(31,03) | 2(6,90) 0 (0,00) 11 (37,93)
4G/5G [ 4GI5G 10 (34,48) | 3(10,34) | 0(0,00) 13 (44,83)
5G/5G 3(10,34) | 2(6,90) 0 (0,00) 5 (17,24)
suma 22 (75,86) | 7 (24,14) | 0(0,00) 29 (100,0)
Grupa PAI-1 4GJAG 51(28,33) | 12(6,67) | 0(0,00) 63 (35,00)
kontrolna 4G/5G | 4G/5G 64 (35,56) | 20 (11,11) | 1 (0,56) 85 (47,22)
5G/5G 23 (12,78) | 9 (5,00) 0 (0,00) 32 (17,78)
suma 138 (76,67) | 41 (22,78) | 1 (0,56) 180 (100,0)
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W podgrupie pacjentek z wystgpowaniem co najmniej 3 poronien obserwowano
rzadsze wspotwystepowanie genotypow -122TC/-844AA w porownaniu do grupy kontrolne;j
(p=0,19). W podgrupie kobiet z niepowodzeniami cigzy w I i II trymestrze obserwowano
czestsze niz w grupie kontrolnej wspotwystepowanie genotypow -122TC/-844GG (p=0,92).
Analiza wspolwystgpowania genotypéw polimorfizmow -844G>A genu PAI-1 oraz -122T>C
genu czynnika VII wykazala, Zze w calej grupie badanej oraz kontrolnej nie

wspotwystgpowaly genotypy homozygotyczne -122CC/-844GG. (tab. 42).

Tabela 42. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmoéw -844G>A genu PAI-1 oraz -122T>C
genu czynnika VII pomiedzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano warto$¢ %).

-122T>C Ogolem
TT TC CC
Grupa PAI-1 GG 17 (11,18) | 5(3,29) 0 (0,00) 22 (14,47)
badana -844G>A
GA 63 (41,45) | 13(8,55) | 1(0,66) 77 (50,66)
AA 42(27,63) | 10(6,58) | 1(0,66) 53 (34,87)
suma 122 (80,26) | 28 (18,42) | 2 (1,32) 152 (100,0)
2 poronienia | PAI-1 GG 14 (12,28) | 3(2,63) 0 (0,00) 17 (14,91)
-844G>A | GA 46 (40,35) | 11 (9,56) 1(0,88) 58 (50,88)
AA 29 (25,44) | 9 (7,89) 1(0,88) 39 (34,21)
suma 89 (78,07) | 23(20,18) | 2 (1,75) 114 (100,0)
3 lub wigcej | PAI-1 GG 3(7,89) 2 (5,26) 0 (0,00) 5 (13,16)
poronien -844G>A | GA 17 (44,74) 2 (5,26) 0 (0,00) 19 (50,00)
AA 13 (34,21) 0 (0,00) 14 (36,84)
suma 33(86,84) |5(13,16) | 0 (0,00) 38 (100,0)
I trymestr PAI-1 GG 14 (11,38) 3(2,44) 0 (0,00) 17 (13,82)
-844G>A | GA 53(43,09) | 10(8,13) | 1(0,81) 64 (52,03)
AA 33(26,83) | 8(6,50) 1(0,81) 42 (34,15)
suma 100 (81,30) | 21 (17,07) | 2(1,63) 123 (100,0)
L'i Il trymestr | PAI-1 GG 3(10,34) [AEEDIT 0 (0,00 5 (17,24)
-844G>A | GA 10 (34,48) | 3(10,34) | 0(0,00) 13 (44,83)
AA 9 (31,03) 2 (6,90) 0 (0,00) 11 (37,93)
suma 22 (75,86) | 7(24,14) | 0(0,00) 29 (100,0)
Grupa PAI-1 GG 20 (11,11) |6 (3,33) 0 (0,00) 26 (14,44)
kontrolna -844G>A | GA 61(33,89) | 20(11,11) | 1(0,56) 82 (45,56)
AA 57 (31,67) | 15(8,33) | 0(0,00) 72 (40,00)
suma 138 (76,67) | 41(22,78) | 1(0,56) 180 (100,0)
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W podgrupie kobiet z wywiadem polozniczym obcigzonym w kierunku wystepowania
CO najmniej 3 poronien odnotowano czgstsze wspotwystepowanie genotypow -122TT/Hindll|
GG (p=0,97) oraz rzadsze genotypow -122TC/Hindlll CG (p=0,17) w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Natomiast w podgrupie pacjentek z poronieniami w I i II trymestrze cigzy
obserwowano rzadsze wspotwystgpowanie genotypow -122TC/Hindlll CC w stosunku do
grupy kontrolnej (p=0,28). U zadnej pacjentek z grupy badanej nie wspolwystepowaty
genotypy homozygotyczne -122CC/Hindlll CC. Roznice te nie byly statystycznie istotne
(tab. 43).

Tabela 43. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw Hindlll C>G genu PAI-1 oraz -
122T7>C genu czynnika VII pomiedzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano wartos¢
%).

-122T>C Ogolem
TT TC CcC
Grupa HindIll | CC 41 (26,97) | 11 (7,24) 0 (0,00) 52 (34,21)
badana PAI-1
CG 50 (32,89) | 10 (6,58) | 1 (0,66) 61 (40,13)
GG 31(20,40) | 7 (4,60) 1 (0,66) 39 (25,66)
suma 122 (80,26) | 28 (18,42) | 2(1,32) 152 (100,0)
2 poronienia | Hindlll CC 32 (28,07) | 8(7,02) 0 (0,00) 40 (35,09)
PAI-1 CG 37 (32,46) | 9(7,89) 1(0,88) 47 (41,23)
GG 20 (17,54) | 6 (5,26) 1 (0,88) 27 (23,68)
suma 89 (78,07) | 23(20,17) | 2 (1,76) 114 (100,0)
3 lub wigcej | HindIll 9(23,68) | 3(7,89) 0 (0,00) 12 (31,58)
poronien PAI-1 13 (34,21) 0 (0,00) 14 (36,84)
GG TNEEEI 1 (2,63) 0 (0,00) 12 (31,58)
suma 33(86,84) |5(13,16) | 0(0,00) 38 (100,0)
I trymestr Hindl1l CC 36 (29,27) | 8(6,50) 0 (0,00) 44 (35,77)
PAI-1 CG 40 (32,52) | 8(6,50) 1(0,81) 49 (39,84)
GG 24 (19,51) |5 (4,07) 1(0,81) 30 (24,39)
suma 100 (81,30) | 21 (17,07) | 2(1,63) 123 (100,0)
Lilltrymestr [Hindlll [cC  [EEHZZOR 3(10,34) [ 0(0,00) 8 (27,59)
PAI-1 CG 10 (34,48) | 2(6,90) 0 (0,00) 12 (41,38)
GG 7(24,14) | 2(6,90) 0 (0,00) 9 (31,03)
suma 22 (75,86) | 7(24,14) | 0(0,00) 29 (100,0)
Grupa Hindlll | CC 44 (24,44) 19 (10,56) | 1 (0,56) 64 (35,56)
kontrolna PAI-1 CG 64 (35,56) | 16 (8,89) | 0 (0,00) 80 (44,44)
GG 30 (16,67) | 6(3,33) 0 (0,00) 36 (20,00)
suma 138(76,67) | 41 (22,78) | 1(0,56) 180 (100,0)
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W podgrupie pacjentek z wystepowaniem co najmniej 3 poronien zaobserwowano
wyzsza frekwencje wspotwystepowania genotypow homozygotycznych -122TT/-323P0/-
323P0 (p=0,95) oraz nizszg czesto$¢ wspotwystepowania genotypow heterozygotycznych -
122TC/-323P0/-323P10 (p=0,13) w porownaniu do grupy kontrolnej. W calej grupie badane;j
oraz wsrdd pacjentek z wywiadem polozniczym nieobcigzonym w kierunku wystgpowania
poronien nie odnotowano wspolwystgpowania genotypow -122TT/-323P0/-323P10, -122TT/-
323P10/-323P10, -122TC/-323P0/-323P0, -122CC/-323P0/-323P0 oraz -122CC/-323P0/-
323P10 (tab. 44).

Tabela 44. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméow -323P0/P10 oraz -122T>C genu

czynnika VII pomiedzy badanymi grupami kobiet (w nawiasach podano warto$¢ %).

-122T>C Ogolem
TT TC cC
Grupa PO/PO 122 (80,26) | 0 (0,00) 0 (0,00) 122 (80,26)
badana
-323 PO/P10 0 (0,00) 28 (18,42) | 0(0,00) 28 (18,42)
PO/10 Fp1o/P10 | 0(0,00) 0 (0,00) 2 (1,32) 2 (1.32)
suma 122 (80,26) | 28 (18,42) | 2(1,32) 152 (100,0)
2 poronienia PO/PO 89 (78,07) | 0(0,00) 0 (0,00) 89 (78,07)
-323 PO/P10 0 (0,00) 23(20,17) | 0(0,00) 23 (20,17)
P0/10 P10/P10 0 (0,00) 0 (0,00) 2 (1,76) 2 (1,76)
suma 89 (78,07) |23(20,17) | 2(1,76) 114 (100,0)
3 Iub wiecej PO/PO SCEEAE 0 (0,00) 0 (0,00) 33 (86,84)
poronien -323 PO/P10 0 (0,00) 5 (13,16) 0 (0,00) 5 (13,16)
P0/10 P10/P10 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
suma 33(86,84) |5(13,16) 0 (0,00) 38 (100,0)
| trymestr PO/PO 100 (81,30) | 0 (0,00) 0 (0,00) 100 (81,30)
-323 PO/P10 0 (0,00) 21 (17,07) | 0(0,00) 21 (17,07)
P0/10 P10/P10 0 (0,00) 0 (0,00) 2 (1,63) 2 (1,63)
suma 100 (81,30) | 21 (17,07) | 2(1,63) 123 (100,0)
I'i Il trymestr PO/PO 22 (75,86) | 0(0,00) 0 (0,00) 22 (75,86)
-323 PO/P10 0 (0,00) 7 (24,14) 0 (0,00) 7 (24,14)
P0/10 P10/P10 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
suma 22 (75,86) | 7 (24,14) 0 (0,00) 29 (100,0)
Grupa PO/PO 138(76,67) | 0 (0,00) 0 (0,00) 138(76,67)
kontrolna -323 PO/P10 0 (0,00) 41 (22,78) | 0 (0,00) 41 (22,78)
P0/10 P10/P10 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (0,56) 1 (0,56)
suma 138(76,67) | 41 (22,78) | 1(0,56) 180 (100,0)
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5. DYSKUSJA

5.1. Warianty genetyczne czynnika VII krzepni¢cia a ryzyko wyst¢gpowania
powiklan polozniczych

Zwiazek wariantow genetycznych genu czynnika VII krzepnigcia z wystepowaniem
powiktan polozniczych jest przedmiotem wielu wspotczesnych analiz. Stosunkowo duzo
badan skupia si¢ na polimorfizmach tego genu warunkujacych niedobor czynnika VII 1 w
zwigzku z tym prowadzacych do powstawania groznych krwotokéw w przebiegu cigzy,
porodu czy pologu. Co ciekawe, U pacjentek bedacych nosicielami genotypu
heterozygotycznego pod wzgledem mutacji warunkujacych niedobor czynnika VII w cigzy
obserwuje si¢ wzrost jego stezenia. Ryzyko groznych krwotokow jest przy tym najwigksze we
wczesnych etapach cigzy z powodu nieadekwatnego wzrostu stgzenia czynnika VII [81].
Wynika to z faktu, ze w cigzy obserwuje si¢ wzrost stezenia wszystkich czynnikdéw
krzepniecia, w tym przede wszystkim VII, VIII, X, XII, XIII oraz fibrynogenu.

W przypadku pacjentek bedacych nosicielami genotypu homozygotycznego pod
wzgledem mutacji warunkujacych niedobor czynnika VII krzepniecia ryzyko obfitych
krwotokow w czasie cigzy, porodu, pologu czy poronienia jest znacznie podwyzszone. W
niektorych doniesieniach podkresla si¢ rowniez wage wspotistnienia niedoboru czynnika VII
z niedoborami innych czynnikow krzepnigcia, a takze z genetycznie uwarunkowang
trombofilig w etiologii poronien nawracajacych i innych powiktan w przebiegu cigzy. Vora i
wsp. opisali przypadki kliniczne pigciu kobiet z cigzkim niedoborem czynnikéw krzepnigcia,
ktorych wywiad potozniczy byl obcigzony wystepowaniem poronien nawracajacych. U
dwoch pacjentek wystepowat niedobdr czynnika X, u trzeciej pacjentki niedobor czynnika XI,
u czwartej niedobor czynnika VII, natomiast u pigtej niedobdr czynnika von Willebranda.
Szczegotowe badania w  kierunku trombofilii wykazaly obecnos¢ przeciwciat
antyfosfolipidowych u czterech kobiet, przy czym u jednej z tych pacjentek odnotowano
wariant -675 4G/-675 4G genu PAI-1. U piatej kobiety wykazano niedobor biatka C.
Obserwacje tych badaczy podkreslaja zlozona patogeneze poronien nawracajacych, a takze
zwracaja uwage na fakt, Zze wystgpowanie genetycznie uwarunkowanej trombofilii nie
wyklucza jednoczesnego niedoboru czynnikow krzepniecia [171].

Stosunkowo mato badan dotyczy natomiast podwyzszonego stezenia i aktywnosci
czynnika VII w surowicy i zwigzanej z tym wzmozonej gotowosci prozakrzepowej, co moze

skutkowa¢ wystepowaniem licznych powikltan w przebiegu cigzy, w tym poronien
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nawracajacych. Problem ten byt przedmiotem analizy Miller i wsp. Autorzy badania oceniali
osoczowg aktywnos$¢ czynnika VII (FVIL:C) u 65 kobiet z wystgpowaniem co najmniej 3
poronien oraz u 31 kobiet z utratg cigz w II lub III trymestrze. Do grupy kontrolnej
zakwalifikowano 81 kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym. Aktywnos$¢ czynnika
VII (FVIIL:C) byta statystycznie istotnie wyzsza w grupie kobiet z nawracajagcymi utratami
cigz. Ponadto odnotowano wyzsze st¢zenie czynnika VII (FVIla) w grupie pacjentek z
wystepowaniem co najmniej 3 poronien [100]. Nalezy podkresli¢, ze liczne badania z zakresu
kardiologii dowodza zwigzku analizowanych w prezentowanej rozprawie doktorskiej
polimorfizmow genu czynnika VII krzepnigcia ze wzrostem jego st¢zenia oraz aktywnosci w
surowicy.

Do nieco innych wnioskow prowadza wyniki badania Nelson i wsp. Celem tej analizy
byta ocena zwiagzku zaburzen hemostatycznych z wystepowaniem poronien nawracajacych.
Do grupy badanej zakwalifikowano 134 pacjentki. U wszystkich kobiet oceniono m.in.
stezenie czynnika VII w surowicy. Odnotowano nizsze stezenie czynnika VII oraz
fibrynogenu w osoczu kobiet z obcigzonym wywiadem potozniczym. U pacjentek, u ktérych
stezenie czynnika VII bylo mniejsze niz 94% wartos$ci prawidlowej ryzyko wystapienia
poronienia byto zwiekszone 3-krotnie [108].

Badania kliniczne oceniajace korzysci leczenia przeciwzakrzepowego u cigzarnych
pacjentek z wrodzong trombofilig sg oparte na zalozeniu, ze genetycznie uwarunkowana
sktonno$¢ do nadmiernej aktywnosci prozakrzepowej cze¢sto manifestuje si¢ nie tylko jako
wystepowanie poronien nawracajacych, ale takze porodéw przedwczesnych. Celem analizy
Hartel 1 wsp. byla ocena wptywu polimorfizméw genetycznych warunkujacych trombofilie
lub wykazujacych efekt antyzakrzepowy na czesto$¢ wystepowania porodu przedwczesnego.
Badanie przeprowadzono w grupie 593 noworodkow o maltej masie urodzeniowej urodzonych
przedwczesnie, 278 noworodkow urodzonych o czasie oraz wsrod matek dzieci z obydwu
grup. Analiza genetyczna dotyczyla czynnika V Leiden, polimorfizmu G20210A genu
protrombiny, polimorfizmu 121 del/ins genu czynnika VII krzepnigcia oraz polimorfizmu
Val34Leu genu czynnika XIII krzepnigcia. Zaobserwowano czgstsze wystepowanie
polimorfizmu 121 del/ins genu czynnika VII krzepnigcia w$réd noworodkéw urodzonych
przedwczesnie (29,0 vs. 20,0 %; p=0,009) oraz ich matek (26,2 vs. 17,6 %; p=0,009). Wyniki
tego badania wskazuja na potencjalng rolg¢ wariantéw genetycznych czynnika VII krzepnigcia

w powiklaniu potozniczym, jakim jest porod przedwczesny [61].
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5.1.1. Polimorfizm Arg353GIn genu czynnika VII krzepnigecia a ryzyko wystepowania
poronien nawracajacych

Wigkszo$¢ analiz dotyczacych zwigzku czynnika VII krzepnigcia z wystgpowaniem
poronien nawracajacych skupia si¢ na zmianach jego stezenia lub aktywnos$ci W surowicy
krwi. Jedyng opublikowang dotad pracg na temat korelacji polimorfizmu Arg353GIn genu
czynnika VII z wystgpowaniem tego powiklania potozniczego jest publikacja Seremak-
Mrozikiewicz i wsp., ktora ukazata si¢ w 2009 roku. Nalezy podkresli¢, ze prezentowana
rozprawa doktorska jest zatem drugg analizg dotyczaca powyzszego zagadnienia. Autorzy
publikacji Seremak-Mrozikiewicz i wsp. hipotez¢ badawcza oparli na licznych doniesieniach
z zakresu kardiologii sugerujacych zwigzek polimorfizmu Arg353GIn genu czynnika VII z
ryzykiem wystgpowania chorob sercowo-naczyniowych. Uwaza si¢, ze u nosicieli
zmutowanego allela GIn353 dochodzi do zmniejszenia stgzenia i aktywnosci czynnika VII w
osoczu, co wigze si¢ z redukcja nasilenia kaskady krzepnigcia 1 obnizeniem ryzyka rozwoju
chordb o podtozu zakrzepowym [107, 144].

W cytowanej pracy do grupy badanej zakwalifikowano 104 kobiety, u ktéorych w
wywiadzie potozniczym potwierdzono wystgpienie co najmniej dwoch poronien miedzy 6 a
13 tygodniem cigzy. Do grupy kontrolnej natomiast, wiagczono 163 zdrowe kobiety, u ktorych
wykluczono wystgpowanie poronien oraz potwierdzono w wywiadzie wystgpienie co
najmniej jednej cigzy zakonczonej urodzeniem zdrowego, donoszonego noworodka. Analiza
dotyczyla kobiet z populacji polskiej. Zaobserwowano wieksza czestos¢ wystepowania
niezmutowanego homozygotycznego genotypu Arg353/Arg353 w grupie kobiet z
wystepowaniem poronien (89,69% vs. 74,85% w grupie kontrolnej, p=0,086). Ponadto
odnotowano nizszg czesto$¢ wystepowania genotypu heterozygotycznego Arg353/GIn353
wérod pacjentek z obcigzonym wywiadem potozniczym (17,31% vs. 25,15% w grupie
kontrolnej, p=0,086). Co wigcej czgsto$¢ wystepowania zmutowanego allela GIn353 byta
wigksza w grupie kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym (12,58% vs. 8,65% w
grupie kobiet z wystgpowaniem poronien, p=0,101) [144].

W przedstawianej rozprawie doktorskiej czestos¢ wystepowania genotypow
polimorfizmu Arg353GIn genu czynnika VII krzepnigcia w grupie badanej pacjentek z
wystgpowaniem co najmniej dwdoch poronien oraz w grupie kontrolnej nie odbiegala od
wynikow otrzymanych przez Seremak-Mrozikiewicz i wsp. W przypadku zmutowanego
allela GIn353 nie odnotowano jednak przewagi jego wystepowania w grupie kobiet z
nieobcigzonym wywiadem potozniczym (89,8% vs. 88,1% w grupie kontrolnej, p=0,28).
Obserwowano rowniez porownywalng czgsto$¢ wystepowania niezmutowanego genotypu
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homozygotycznego Arg353/Arg353 w grupie kobiet z poronieniami w porownaniu do grupy
kontrolnej (80,3% vs. 76,1%, p=0,22). W obydwu analizach nie zaobserwowano roznic
istotnych pod wzglgdem statystycznym.

W dalszej czgsci pracy Seremak-Mrozikiewicz i wsp. autorzy odnotowali nizszg
czesto$¢ wystepowania genotypu heterozygotycznego Arg353/GIn353 zarowno w podgrupie
kobiet z dwoma, jak i z co najmniej trzema poronieniami w porownaniu do grupy kontrolne;j
(odpowiednio: 16,25% oraz 20,83% vs. 25,15%). Podobnie, w prezentowanej rozprawie
doktorskiej rowniez zaobserwowano nizszg czesto$¢  wystepowania  genotypu
heterozygotycznego Arg353/GIn353 w podgrupie kobiet z dwoma, a zwlaszcza w podgrupie
pacjentek z co najmniej trzema poronieniami w porownaniu do grupy kontrolnej
(odpowiednio: 21,1% vs. 13,2% vs. 23,9%). Co wiecej czgstos¢ wystepowania zmutowanego
allela GIn353 byla wyraznie nizsza w podgrupie kobiet z wystgpowaniem co najmniej 3
poronien w poréwnaniu do grupy kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym (6,6% VS.
11,9%, p=0,12).

W pracy Seremak-Mrozikiewicz i wsp. odnotowano nizszg czesto$¢ wystepowania
genotypu heterozygotycznego Arg353/GIn353 w podgrupie kobiet z poronieniami mi¢dzy 6 a
9 tc. w porownaniu do grupy kobiet z nieobcigzonym wywiadem polozniczym (13,85% vs.
25,15%, WR=0,47; p=0,04). W trakcie analizy czestoSci wystepowania genotypu
homozygotycznego Arg353/Arg353 wykazano jego czestsze wystepowaniec w podgrupie
kobiet z utratami cigz miedzy 6 a 9 tc. (86,15% vs. 74,85%, WR=2,1; p=0,04), w podgrupie z
poronieniami mi¢dzy 10 a 13 tc. (75,00% vs. 74,85%, p=ns), jak rowniez w podgrupie, w
ktorej niepowodzenia potoznicze mialy miejsce miedzy 6 a 13 tc. (78,26% vs. 74,85%, p=ns)
w porownaniu do grupy kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym [144]. Takze w
przedstawianej rozprawie doktorskiej po uwzglednieniu podziatu calej grupy badanej na
podgrupy w zalezno$ci od trymestru cigzy, w ktorym mialo miejsce niepowodzenie
odnotowano  podobne  zalezno$ci. Obserwowano nizsza frekwencje  genotypu
heterozygotycznego Arg353/GIn353 zarowno w podgrupie kobiet z poronieniami w I
trymestrze cigzy (19,5% vs. 23,9%, p=0,22), jak i w podgrupie pacjentek z utratami cigz w I 1
Il trymestrze w poréwnaniu do grupy kontrolnej (17,2% vs. 23,9%, p=0,30). Ponadto zwraca
uwage wyraznie nizsza frekwencja zmutowanego allela GIn353 w podgrupie pacjentek z
wystgpowaniem poronien zarowno w I, jak 1 w II trymestrze cigZy w pordwnaniu do grupy

kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym (8,6% vs. 11,9%, p=0,31).
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Otrzymane wyniki sugeruja staby zwiazek badanego polimorfizmu z czgstoscia
wystepowania poronien nawracajacych. Zwraca jednak uwage mniejsza czestosé
wystgpowania  genotypu heterozygotycznego Arg353/GIn353 oraz nizsza czgstoscé
wystepowania zmutowanego allela GIn353 w podgrupach pacjentek z obcigzonym wywiadem
potozniczym. Moze to sugerowa¢ ochronng role zmutowanego allela GIn353 w stosunku do
wystepowania poronien. Podobnych wnioskow dostarcza analiza Seremak-Mrozikiewicz i
wsp. [144].

5.1.2. Polimorfizm -323P0/P10 genu czynnika VII krzepniecia a ryzyko wystepowania
poronien nawracajacych

Analiza dostepnej ogdlnoswiatowej literatury pozwala stwierdzi¢, ze prezentowana
rozprawa doktorska jest pierwsza proba oceny zwigzku polimorfizmu -323P0/P10 genu
czynnika VII krzepnigcia z ryzykiem wystepowania poronien nawracajacych. Badania
dotyczace powyzszego wariantu genetycznego skupiajg si¢ gldéwnie na jego udziale w
rozwoju chordb sercowo-naczyniowych, u ktorych podloza lezg zaburzenia zakrzepowe. Co
cieckawe, wnioski wynikajagce z tych analiz nie s3 jednoznaczne. Wyniki niektérych prac
wskazujg na protekcyjng rolg zmutowanego allela -323P10 w stosunku do rozwoju choroby
niedokrwiennej serca, inne, przeciwnie — dowodzg jego udzialu w zwigkszeniu ryzyka
wystgpienia m.in. zawatu serca [10, 67, 104, 137]. Doniesienia te, ktore przedstawiono szerzej
w kolejnym podrozdziale pracy, byly podstawa wyboru polimorfizmu -323P0/P10 genu
czynnika VII krzepniecia do badania w aspekcie ryzyka wystgpowania nawracajacych utrat

cigz.

Otrzymane wyniki sugerujg zwigzek polimorfizmu -323P0/P10 z ryzykiem
wystepowania poronieh nawracajgcych. Zwraca uwage nieco wyzsza frekwencja
niezmutowanego genotypu homozygotycznego -323P0/-323P0 (80,26% vs. 76,67% w grupie
kontrolnej, p=0,25) oraz nizsza czgsto$¢ wystepowania genotypu heterozygotycznego
-323P0/-323P10 w grupie badanej (18,42% vs. 22,78% w grupie kontrolnej, p=0,20).
Podobna zalezno$¢ obserwowano rowniez po dokonaniu podziatu calej grupy badanej na
podgrupy w zaleznosci od ilo$ci poronien w wywiadzie. Szczegdlnie wyraznie roznice te s3
widoczne w podgrupie pacjentek z wystgpowaniem co najmniej 3 poronien (genotyp -323P0/-
323P0: 86,84% vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,12; genotyp -323P0/-323P10: 13,16%

vs. 22,78% w grupie kontrolnej, p=0,13). W tej podgrupie pacjentek zwraca rowniez uwage
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nizsza czgsto$¢ wystepowania zmutowanego allela -323P10 (6,58% vs. 11,94% w grupie
kontrolnej, p=0,12).

Odnotowane zalezno$ci sugeruja protekcyjng role zmutowanego allela -323P10 w
stosunku do wystepowania poronien, zwlaszcza w podgrupie pacjentek z co najmniej 3
utratami cigz. Jednak po uwzglednieniu podziatu grupy badanej na podgrupy w zaleznos$ci od
trymestru, w ktorym doszlo do utraty cigzy powyzsze zalozenie nie znajduje pelnego
odzwierciedlenia. W trakcie analizy podgrupy kobiet, u ktérych poronienia miaty miejsce
zarowno w I, jak 1 w II trymetrze cigzy odnotowano podobng czgstos¢ wystepowania
niezmutowanego genotypu homozygotycznego -323P0/-323P0 (75,86% vs. 76,67% w grupie
kontrolnej, p=0,54) oraz nieznacznie wyzszg genotypu heterozygotycznego -323P0/-323P10
(24,14% vs. 22,78% w grupie kontrolnej, p=0,52). Jednak biorgc pod uwage fakt, ze
zalezno$¢ polegajaca na wyzszej czgstosci niezmutowanego genotypu homozygotycznego
-323P0/-323P0 oraz nizszej genotypu heterozygotycznego -323P0/-323P10 byla
obserwowana w podgrupie kobiet z utratami cigz wystgpujacymi tylko w I trymestrze, mozna
zatozy¢ protekcyjng role zmutowanego allela -323P10 w stosunku do poronien majacych
miejsce we wczesnych etapach cigzy, zwlaszcza w podgrupie kobiet z wystgpowaniem co

najmniej 3 utrat cigz.

5.1.3. Polimorfizm -122T>C genu czynnika VII Kkrzepniecia a ryzyko wystepowania
poronien nawracajacych

Nalezy zaznaczy¢, ze przeprowadzona w prezentowanej rozprawie doktorskiej analiza
korelacji polimorfizmu -122T>C genu czynnika VII krzepniecia z ryzykiem wyst¢powania
poronien nawracajacych jest pierwszym tego typu badaniem. Dostgpna ogolnoswiatowa

literatura nie zawiera zadnych pozycji dotyczacych tego zagadnienia.

Otrzymane wyniki wskazujg na mozliwa role polimorfizmu -122T>C genu czynnika
VII krzepnigcia w zwigkszeniu ryzyka nawracajacych utrat cigzy. Wskazuje na to nieco
wyzsza czestos¢ wystgpowania niezmutowanego genotypu -122TT u wszystkich pacjentek z
grupy badanej (80,26% vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,25) oraz wyzsza czestos¢
genotypu heterozygotycznego -122TC u kobiet z grupy z nieobcigzonym wywiadem
potozniczym (18,42% vs. 22,78% w grupie kontrolnej, p=0,20). Zaleznosci te sg widoczne
znacznie wyrazniej po dokonaniu podziatu calej grupy badanej w zaleznosci od ilosci

poronien w wywiadzie oraz trymestru, w ktérym miaty miejsce utraty cigzy.
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Wsrod pacjentek, u ktorych wystapily co najmniej 3 poronienia zaobserwowano
wyzsza czestos¢ wystepowania niezmutowanego genotypu homozygotycznego -122TT
(86,84% vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,12). Z kolei genotyp heterozygotyczny -122TC
wykazywal wyzszg frekwencj¢ w grupie kontrolnej (13,16% w grupie kobiet z co najmniej 3
poronieniami vs. 22,78% w grupie kontrolnej, p=0,13). Co wigcej czgstos¢ wystepowania
alleli powyzszego polimorfizmu réznita si¢ pomigdzy analizowanymi grupami Kobiet.
Czestos¢ wystepowania niezmutowanego allela -122T byta wyzsza w podgrupie pacjentek z
wystepowaniem co najmniej 3 poronien (93,42% vs. 88,06% w grupie kontrolnej, p=0,12).
Odwrotng sytuacje obserwowano dla zmutowanego allela -122C, ktory czgsciej wystepowat
w grupie kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym (6,58% vs. 11,94% w grupie
kontrolnej, p=0,12). Natomiast w podgrupie kobiet, u ktorych poronienia mialy miejsce tylko
w [ trymestrze zwracalo uwagg¢ czestsze wystgpowanie niezmutowanego genotypu
homozygotycznego -122TT (81,30% vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,21) oraz nizsza
czesto$¢ genotypu heterozygotycznego -122TC (17,07% vs. 22,78% w grupie kontrolnej,
p=0,14).

Otrzymane wyniki sugeruja mozliwa protekcyjng role zmutowanego allela -122C w
stosunku do ryzyka wystgpienia poronien nawracajgcych, szczegdlnie w podgrupie kobiet z

co najmniej 3 utratami cigz.

Ciekawag obserwacjg dotyczacg wariantow -323P0/P10 oraz -122T>C genu czynnika
VII krzepnigcia jest identyczna czeSto$S¢ wystepowania poszczegolnych genotypow 1 alleli
tych polimorfizméw w grupie pacjentek z wystgpowaniem poronien oraz W grupie kontrolnej.
Taki sam rozktad genotypow i alleli obserwowano rowniez po dokonaniu podziatu catej grupy
badanej na podgrupy w zaleznos$ci od tygodnia cigzy, w ktorym miato miejsce niepowodzenie
oraz w zaleznos$ci od ilo$ci poronien. Van’t Hooft 1 wsp. przeprowadzili jedng z nielicznych
analiz, w ktorej jednoczesnie oceniono czgstoS¢ wystgpowania genotypow i alleli
polimorfizmow -323P0/P10, -122T>C, -401G>T, -402G>A oraz Arg353GIn genu czynnika
VII krzepnigcia. Badanie, do ktoérego wiaczono 183 zdrowych mezczyzn w §rednim wieku
dotyczylo zwigzku powyzszych wariantow genetycznych ze stezeniem czynnika VII w
surowicy krwi. Nalezy zaznaczy¢, ze autorzy tego opracowania roéwniez zwrécili uwage na

identyczng czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizméw -323P0/P10 oraz -
122T>C [169].
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5.2. Znaczenie polimorfizmow genu czynnika VII krzepni¢cia w rozwoju
chorob o etiologii zakrzepowej

Uwaza sie, ze jedng z przyczyn wystepowania nawracajacych utrat cigz sg zaburzenia
prowadzace do rozwoju trombofilii. Co wigcej, wiele badan dowodzi roli trombofilii rowniez
w patogenezie innych powiktan potozniczych, takich jak stan przedrzucawkowy i rzucawka,
przedwczesne oddzielenie lozyska, wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania plodu czy
zgon wewnatrzmaciczny. Z drugiej strony nie jest do konca jasne czy proces zakrzepowy jest
zjawiskiem pierwotnym, czy tez wtornym w etiologii poronien u pacjentek z trombofilia.
Jednak liczne badania wykazuja, Zze stosowanie heparyny moze zmniejszaé czgstose
wystepowania poronien nawracajacych u pacjentek z trombofilia wrodzong. Wskazuje to na
istotny efekt antykoagulacyjny heparyny w zapobieganiu rozwojowi tego powikiania
potozniczego [14, 17, 51, 58, 60, 101].

Analizowane w prezentowanej rozprawie doktorskiej polimorfizmy genu czynnika VII
sa w wiekszosci po raz pierwszy badane w aspekcie zwigzku ze zwigkszeniem ryzyka
poronien nawracajacych. Jedyne dostepne w mig¢dzynarodowej literaturze doniesienie na ten
temat dotyczy korelacji mutacji Arg353GIn z wystgpowaniem powyzszego powiklania
potozniczego. Polimorfizmy -323P0/P10 oraz -122T>C zostaly ocenione w kontekscie
poronien nawracajacych po raz pierwszy w przedstawianej pracy. Przy wyborze badanych w
pracy wariantow genetycznych czynnika VII kierowano si¢ zalozeniem, ze polimorfizmy te
moga warunkowac¢ trombofili¢ wrodzong a tym samym by¢ czynnikiem ryzyka wystgpowania
poronien nawracajacych. Hipoteze te oparto na licznych doniesieniach, gldwnie z zakresu
kardiologii, dowodzacych zwigzku badanych polimorfizmoéw z rozwojem chorob o etiologii
zakrzepowej. Nalezy przede wszystkim podkresli¢c wplyw analizowanych wariantow
genetycznych na zwigkszenie stezenia 1 aktywnosci czynnika VII, co warunkuje nadmierng
gotowo$¢ prozakrzepows. W trakcie cigzy, przy towarzyszacym fizjologicznym wzroscie
stezenia niektorych czynnikéw krzepniecia moze to skutkowaé zwigkszeniem ryzyka

wystapienia licznych powiktan potozniczych, w tym poronienia.
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5.2.1. Znaczenie polimorfizmu Arg353GIn genu czynnika VII krzepniecia w etiologii
choroéb o podlozu zakrzepowym

W ciagu ostatnich lat wykazano, ze podwyzszone st¢zenie czynnika VII w surowicy
jest czynnikiem ryzyka niedokrwiennych chordb sercowo-naczyniowych. Potwierdzaja to
m.in. dane uzyskane przez grupe Northwick Park Heart Study wskazujace na podwyzszone
stezenie czynnika VII jako na marker predykcyjny zawatu serca. Zwickszenie aktywnos$ci
czynnika VII w osoczu o warto$¢ jednego odchylenia standardowego (25% normy) wigzato
si¢ ze zwigkszeniem ryzyka zawatu serca o 62% w ciggu kolejnych 5 lat. Dla por6wnania
wzrost stezenia cholesterolu o jedno odchylenie standardowe zwigksza ryzyko zawatu serca 0
47% [98].

W badaniu lacoviello i wsp. analizowano polimorfizm Arg353GIn genu czynnika VII
w aspekcie ryzyka wystgpienia zawalu serca. Do grupy badanej zakwalifikowano 165 0sob
powyzej 45 roku zycia z obcigzonym wywiadem w kierunku wystgpienia zawatu serca oraz
ktorych krewny 1 stopnia rowniez przebyl zawatl serca i/lub udar moézgu przed 65 rokiem
zycia. Do grupy kontrolnej zakwalifikowano 225 0s6b powyzej 45 roku zycia, u ktérych
wykluczono wystepowanie zawatu serca, choroby niedokrwiennej serca, niedokrwiennego
udaru moézgu oraz przemijajagcych atakow niedokrwiennych (TIA — transient ischemic
attacks). Roéwniez wywiad rodzinny os6b z grupy kontrolnej byl nieobcigzony
wystepowaniem powyzszych choréb. U wszystkich os6b oznaczono ponadto aktywnos$¢ i
stezenie czynnika VII w surowicy. Badanie przeprowadzono wsrod populacji wiloskiej. U
nosicieli zmutowanego genotypu homozygotycznego GIn353/GIn353 odnotowano nizsze
ryzyko wystgpienia zawatlu serca. Natomiast niezmutowany genotyp homozygotyczny
Arg353/Arg353 wigzat sie¢ z najwyzszym ryzykiem zawalu serca. Czesto$¢ wystepowania
zmutowanego allela GIn353 byta nizsza u pacjentow w grupie badanej w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Co wigcej u nosicieli genotypu GIn353/GIn353 aktywno$¢ i stezenie
czynnika VII w surowicy byly istotnie nizsze niz u nosicieli genotypu Arg353/Arg353. U
pacjentow z niska aktywnoscig czynnika VII ryzyko wystapienia zawalu serca bylo mniejsze
niz w przypadku prawidlowej lub podwyzszonej aktywnos$ci czynnika VII. Nizsza czgsto$¢
wystepowania zmutowanego allela GIn353 wsrod osob z wywiadem rodzinnym obcigzonym
w kierunku wystgpowania zawatu serca oraz niedokrwiennego udaru mézgu sugeruje jego
ochronng rolg w rozwoju chordb o etiologii zakrzepowej [69].

Celem pracy Mrozikiewicz i wsp. byta ocena wptywu polimorfizmu Arg353GIn genu
czynnika VII krzepnigcia na ryzyko wystgpienia powiktan po przezskornej srédnaczyniowe;]

angioplastyce wiencowej (PTCA - percutaneous transluminal coronary angioplasty),
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kierunkowej tnacej aterektomii (DCA — directional coronary atherectomy) oraz zakladaniu
stentow. Istnieja dowody na rolg zewnatrzpochodnego szlaku krzepniecia, w ktorego
aktywacj¢ zaangazowany jest wlasnie czynnik VII, w wewnatrznaczyniowym tworzeniu
skrzepodw po uszkodzeniu $ciany naczynia. W oparciu o te doniesienia oraz o dowody na
zwigzek allela GIn353 ze zmniejszonym ryzykiem wystgpienia chorob o etiologii
zakrzepowej, w tym zawalu serca, Mrozikiewicz i wsp. analizowali polimorfizm Arg353GIn
w aspekcie powiklan po przezskornych interwencjach wiencowych, ktorych podstawowym
mechanizmem  patofizjologicznym  jest  formowanie  zakrzepow. Do  badania
przeprowadzonego w populacji niemieckiej wlaczono 666 pacjentow z chorobg
niedokrwienng serca, ktérzy poddani byli przezskornej interwencji wiencowej. Wystapienie
powiktan (zawatl serca, zgon, potrzeba rewaskularyzacji) oceniano w przeciggu 30 dni po
zabiegu. Powiklania te wystapily u 43 pacjentdéw, przy czym u 42 rozwinely si¢ w pierwszych
7 dniach po zabiegu. Odnotowano jeden przypadek zgonu. Wsrod tych 43 pacjentow 4 osoby
byty nosicielami genotypu heterozygotycznego Arg353/GIn353, a 39 nosicielami genotypu
homozygotycznego Arg353/Arg353. Nie odnotowano wystepowania zmutowanego genotypu
homozygotycznego GIn353/GIn353 w grupie pacjentow z wystgpieniem powiktan. Czgstosé
wystepowania powiktan wynosita 2,5% u nosicieli zmutowanego allela GIn353 oraz 7,7% u
nosicieli niezmutowanego genotypu homozygotycznego Arg353/Arg353 (p=0,013). Co
wiecej, zaobserwowano redukcje ryzyka wystgpienia powiktan u nosicieli zmutowanego
allela GIn353 w poréwnaniu do nosicieli niezmutowanego genotypu homozygotycznego
Arg353/Arg353 (odpowiednio: ponowna rewaskularyzacja 1,9% vs. 5,3%, zawat serca 0,6%
vs. 2,2%, zgon 0% vs. 0,2%) [107].

Oceniono rowniez aktywno$¢ 1 stezenie czynnika VII w surowicy. Aktywnosé
czynnika VII byta nizsza odpowiednio o 20,7% (p=0,001) oraz 36,3% (p=0,04) u nosicieli
genotypu heterozygotycznego Arg353/GIn353 oraz  zmutowanego genotypu
homozygotycznego GIn353/GIn353 w porownaniu do nosicieli niezmutowanego genotypu
homozygotycznego Arg353/Arg353. Podobnie, odnotowano zmniejszenie st¢zenia czynnika
VII odpowiednio o 30,9% (p=0,05) i 0 49,0% (p=0,12). Autorzy sugeruja, ze polimorfizm
Arg353GIn jest polimorfizmem funkcjonalnym, przy czym obserwuje si¢ tzw. gene-dose
effect. Wyraza si¢ to redukcja aktywnosci czynnika VII o 21% u nosicieli genotypu
heterozygotycznego Arg353/GIn353 oraz o 36% u nosicieli zmutowanego genotypu
homozygotycznego GIn353/GIn353. Analogiczna zalezno$¢ dotyczy stezenia czynnika VII w
surowicy, gdzie w przypadku nosicieli zmutowanego genotypu homozygotycznego
GIn353/GIn353 stezenie to obniza si¢ 0 49% [107].
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Kolejnym badaniem dowodzacym zwigzku omawianego polimorfizmu z
wystepowaniem powiklan zakrzepowych jest analiza Pushkov i wsp. przeprowadzona w
populacji rosyjskiej. Do badania wlaczono 1145 pacjentéw hospitalizowanych w oddziatach
kardiologicznych z wywiadem obcigzonym w kierunku wystgpowania ostrego niedokrwienia
miesnia sercowego. U wszystkich 0sdb oznaczono czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli
polimorfizmu Ala455Val genu trombomoduliny oraz Arg353GIn genu czynnika VII
krzepniecia. Wyniki analizy genetycznej zestawiono z wystgpowaniem w trakcie obserwacji
trwajacej 62,5 miesigca zawalu serca lub udaru niedokrwiennego mozgu. Wsrod kobiet
ryzyko wystapienia tych choréb bylo wyzsze u nosicielek zmutowanego allela Val455 oraz
genotypu heterozygotycznego niezmutowanego Arg353/Arg353. Takiej zalezno$ci nie
odnotowano u m¢zczyzn. U kobiet, ktore byty nosicielkami zmutowanego allela Val455 oraz
niezmutowanego genotypu heterozygotycznego Arg353/Arg353 ryzyko wystapienia powiktan
w trakcie leczenia po epizodzie ostrego niedokrwienia mig¢$nia sercowego (zawat serca, udar
niedokrwienny mozgu) byla znacznie wyzsze niz wsrod kobiet, ktore byly nosicielkami
niezmutowanego homozygotycznego genotypu Ala455/Ala455 oraz zmutowanego allela
GIn353. Co wigcej powiklania te pojawialy si¢ wczesniej w pierwszej podgrupie pacjentek
(po 40,5 vs. 50,6 miesigca). Badanie to ponownie dowodzi prawdopodobnej ochronnej roli
allela GIn353 w stosunku do rozwoju zmian zakrzepowych [123].

Badanie przeprowadzone w bardzo duzej liczebnie grupie os6b przedstawiono w
publikacji Fujimaki i wsp. Do grupy badanej wiaczono 1339 pacjentow z przewleklg chorobg
nerek (z czego u 496 wystapit zawat serca) oraz 843 os6b stanowigcych grupe kontrolng.
Badanie dotyczyto populacji japonskiej. Analizowano 248 polimorfizmow 181 genéw w celu
ustalenia genetycznej predyspozycji do wystgpienia zawalu serca wsrdd pacjentow z
przewlekla choroba nerek. Wykazano istotny zwigzek polimorfizmu Arg353GIn genu
czynnika VII krzepnigcia ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia niedokrwienia mig$nia
sercowego. Co wigcej, dowiedziono, ze zmutowany allel GIn353 peini role ochronng w
stosunku do wystapienia tego powiktania zakrzepowego [49].

Protekcyjnej roli allela GIn353 dowodzg réwniez wyniki badania Ekstrom i wsp.
Autorzy tej pracy oceniali zwigzek pomiedzy stanem zapalnym a wariantami genetycznymi
czynnika VII krzepnigcia u 387 pacjentdéw po zawale serca oraz u 387 zdrowych osdb
stanowigcych grupe kontrolng. U wszystkich 0s6b oceniono stezenie biatka C-reaktywnego
(CRP — C-reactive protein), stezenie i aktywno$¢ czynnika VII, stezenie fibrynogenu i
ineterleukiny-6 oraz czesto$¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu Arg353Gin.

Stezenie CRP, fibrynogenu oraz interleukiny-6 bylo wyzsze wsréd pacjentdéw z grupy
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badanej. Stezenie czynnika VII bylo nizsze wérdd osdb po zawale serca w poréwnaniu do
grupy kontrolnej, natomiast aktywno$¢ czynnika VII pozostawala podobna w obydwu
analizowanych grupach. Nie odnotowano istotnych roéznic co do czgstosci allela GIn353,
jednak jego obecno$¢ wigzala si¢ z nizszym stezeniem i aktywnos$cia czynnika VII u oséb z
obu analizowanych grup. Obserwowany stan zapalny o niewielkim nasileniu 3 miesigce po
zawale serca nie jest najwazniejszym czynnikiem wptywajacym na st¢zenie czynnika VII
krzepnigcia. Obecnos$¢ allela 353GIn poprzez wpltyw na obnizenie stgzenia i aktywnosci
czynnika VII w surowicy moze odgrywac¢ protekcyjng role w stosunku do ryzyka zawatu

serca [43].

5.2.2. Znaczenie polimorfizmu -323P0/P10 genu czynnika VII Krzepniecia w rozwoju
chordéb o etiologii zakrzepowej

Choroba niedokrwienna serca jest jedna z gldwnych przyczyn zgondéw w krajach
rozwijajacych sie. Jest to patologia uwarunkowana wieloczynnikowo, na rozwdj ktorej duzy
wplyw maja zardwno czynniki $rodowiskowe, jak rowniez komponenta genetyczna.
Aktywacja koagulacji odgrywa istotng role¢ w formowaniu si¢ zakrzepu, w zwigzku z czym
zmiany w ukladzie krzepnigecia wplywaja na nasilenic choroby niedokrwiennej serca.
Wysokie stezenie czynnika VII moze wzmaga¢ aktywacje kaskady krzepnigcia w trakcie
przerywania blaszki miazdzycowej, co istotnie zwigksza ryzyko zmian zakrzepowych. Te
obserwacje, acznie z doniesieniami na temat wptywu wariantdw genetycznych na stezenie i
aktywno$¢ czynnika VII sklonity badaczy Mo 1 wsp. do przeprowadzenia metaanalizy
dotyczacej zwigzku wybranych polimorfizméw genu czynnika VII krzepnigcia, w tym
polimorfizmu -323P0/P10 z ryzykiem rozwoju choroby niedokrwiennej serca w roéznych
populacjach. Przeanalizowano facznie 39 badan przeprowadzonych w duzych liczebnie
populacjach, z czego 12 dotyczyto wariantu -323P0/P10. Ostatecznie ryzyko zawatu serca w
zwigzku z powyzszym wariantem genetycznym oceniono u 2862 osob stanowiacych grupe
badang oraz u 4240 osob zakwalifikowanych do grupy kontrolnej. Warto§¢ p byla nizsza niz
0,001, co potwierdza znaczenie zmutowanego allela -323P10 w etiologii choroby
niedokrwiennej serca [104].

Kolejnych dowodow na zwigzek polimorfizmu -323P0/P10 genu czynnika VII
krzepnigcia z ryzkiem rozwoju zmian zakrzepowych dostarcza praca Ben-Hadj-Khalifa i
wsp., gdzie grupe badang stanowilo 308 pacjentow z rozpoznanym ostrym incydentem

sercowo-naczyniowym oraz 312 os6b wiaczonych do grupy kontrolnej. Oceniono stezenie
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czynnika VII w surowicy, ktore byto statystycznie istotnie wyzsze wsrdd pacjentdw z grupy
badanej. Stezenie to korelowalo z cigzkoscig przebiegu choroby. W trakcie analizy
genetycznej autorzy opracowania poza polimorfizmem -323P0/P10, analizowali réwniez
wariant Arg353GIn genu czynnika VII. Nosicielstwo zmutowanego allela GIn353 zwigzane
bylo z redukcja stezenia czynnika VIl w surowicy, jednak co ciekawe, rozktad genotypow
tego polimorfizmu byl poréwnywalny w grupie badanej i kontrolnej. U nosicieli
zmutowanego allela -323P10, mimo iz nie odnotowano jego wplywu na stezenie czynnika
VII, zaobserwowano wzrost ryzyka wystgpienia ostrego incydentu sercowo-naczyniowego
[10].

Celem pracy Sakowicz i wsp. byla ocena zwigzku polimorfizmu -323P0/P10 oraz
IVS7 genu czynnika VII krzepnigcia z ryzykiem wystgpienia zawatu serca u oso6b ponizej 45
roku zycia. Badanie przeprowadzono w populacji polskiej. Do grupy badanej wigczono 266
pacjentow z wywiadem obcigzonym w kierunku wystgpienia zawatu serca ponizej 45 roku
zycia, natomiast grupg¢ kontrolng stanowito 137 zdrowych os6b w wieku powyzej 45 lat. U
nosicieli zmutowanego allela -323P10 odnotowano zmniejszone ryzyko zawatu serca (WR =
0,40; 95%PU = 0,20 — 0,80). Mimo iz badanie to potwierdza zwigzek polimorfizmu -
323P0/P10 z rozwojem chordb o podiozu zakrzepowym, to otrzymane przez autorow wyniki
odbiegaja od obserwacji innych badaczy. W cytowanych w niniejszej rozprawie
opracowaniach obecno$¢ zmutowanego allela -323P10 wigzala si¢ ze zwigkszeniem ryzyka
rozwoju powiklan o etiologii zakrzepowej. W pracy Sakowicz i wsp. odnotowano jednak
protekcyjny wplyw tego allela w stosunku do ryzyka wystgpienia zawalu serca. Nie
zaobserwowano zwigzku polimorfizmu 1VS7 z ryzykiem wystgpienia niedokrwienia mi¢$nia
sercowego [137].

Podobnych wnioskow dostarcza analiza Huang i wsp., gdzie rowniez wykazano
protekcyjng role zmutowanego allela -323P10 w stosunku do rozwoju zawalu serca. Analize
przeprowadzono w duzej liczebnie grupie 1020 pacjentow z potwierdzong w badaniu
angiograficznym chorobg niedokrwienng serca. Do grupy kontrolnej wiaczono 1112
zdrowych osob. Badanie genetyczne dotyczylo rozkiadu genotypow 1 alleli polimorfizmow -
323P0/P10, R353Q oraz HVR4 genu czynnika VII krzepnigcia. Wyniki badania wskazuja na
protekcyjna rolg zmutowanego allela -323P10 [67].
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5.2.3. Znaczenie polimorfizmu -122T>C genu czynnika VII krzepnigecia w rozwoju
chordb o etiologii zakrzepowej

Wigkszo$¢ analiz dotyczacych polimorfizmu -122T>C genu czynnika VII krzepnigcia
przedstawiana jest w aspekcie zwigzku haplotypoéw, ktére wspoéttworzy rowniez ten wariant
genetyczny z ryzykiem wystgpienia konkretnych choréb. Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze
istniejg jedynie nieliczne doniesienia na temat powyzszego polimorfizmu, a dotycza one
glownie zagadnien z zakresu kardiologii. Autorami jednego z nich sg Reiner i wsp., ktorzy
analizowali zwigzek haplotypéw genu czynnika VII z ryzykiem chorob sercowo-
naczyniowych w dwodch duzych badaniach populacyjnych przeprowadzonych w Stanach
Zjednoczonych. Jedno z badan (n=671) dotyczylo zwiazku haplotypéw genu czynnika VII z
ryzykiem wystapienia powiklan zakrzepowych, w tym zawalu serca w grupie kobiet w
srednim wieku. Drugie natomiast (n=1040), byto badaniem kohortowym na temat czynnikow
ryzyka chorob sercowo-naczyniowych w grupie mlodych mezczyzn. W analizie
uwzgledniono 20 polimorfizméw pojedynczego nukleotydu, przy czym zwrocono uwage na
wystepowanie trzech glownych grup haplotypow (stanowigcych 98%), jedng z nich
wspottworzyty allele polimorfizmu -122T>C. W badaniu dotyczacym kobiet odnotowano
redukcje stezenia czynnika VII 1 obnizenie ryzyka wystgpienia zawatu serca u nosicielek tego
haplotypu. Ochronny wplyw powyzszego haplotypu nie byl natomiast obserwowany po
uwzglednieniu dodatkowych czynnikéw ryzyka, takich jak wysoki wskaznik BMI,
hipercholesterolemia, cukrzyca, niskie st¢zenie cholesterolu frakcji HDL. Podobnie w analizie
dotyczacej me¢zczyzn haplotyp wspottworzony przez allele polimorfizmu -122T>C korelowat

z nizszym stezeniem czynnika VII [129].

5.2.4. Znaczenie innych polimorfizméw genu czynnika VII Kkrzepniecia w etiologii
choroéb o podlozu zakrzepowym

Polimorfizmy -402G>A oraz -401G>T genu czynnika VI znajduja si¢ w jego odcinku
promotorowym. W pracy van’t Hooft i wsp. wykazano, Ze s3 one istotnie zwigzane z
poziomem transkrypcji genu czynnika VIl w badaniu in vitro na komorkach z linii HepG2, a
ponadto majg istotny udzial w zmienionym osoczowym stezeniu czynnika VII in vivo.
Zaobserwowano, ze allel -401T jest zwigzany z obnizeniem nasilenia podstawowej
transkrypcji genu, natomiast allel -402A wywotuje odwrotny efekt. Odnotowano istotng
korelacj¢ pomigdzy obydwoma powyzszymi polimorfizmami a catkowitym steZzeniem oraz

stezeniem aktywowanego czynnika V11 w osoczu [169].
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W analizie van’t Hooft i wsp. grupe badang stanowito 183 zdrowych mezczyzn w
srednim wieku z populacji szwedzkiej. f.aczna analiza powyzszych polimorfizméw wykazata
18% zmiang w przypadku catkowitego stezenia i 28% zmiang stezenia aktywnego czynnika
VII. Ponadto zaobserwowano, ze wptyw polimorfizmu -401G>T na aktywnos$¢ czynnika VII
byt znacznie silniejszy niz polimorfizmu -402G>A. Przy czym oba warianty genetyczne
wykazywaty podobny efekt co do stezenia czynnika VII [169].

Uwaza si¢, ze obecnos¢ allela -401T wiaze si¢ z wyrazng redukcja transkrypcji genu
czynnika VII i obnizeniem calkowitego stezenia czynnika VII w surowicy. Natomiast
wzmagajacy transkrypcje wpltyw allela -402A jest relatywnie staby. Jednak na poziomie
populacyjnym catkowity efekt obecnosci polimorfizmow -402G>A oraz -401G>T genu
czynnika VII jest porownywalny z uwagi na 3-krotnie wyzszg czgstos¢ wystgpowania allela
-402A w poréwnaniu do allela -401T. Prawdopodobnie powyzsze warianty genetyczne
wplywaja na wigzanie si¢ biatek jadrowych do promotora genu czynnika VII w hepatocytach
przez co zmieniajg jego ekspresje 1 stopien sekrecji czynnika VII przez watrobe. Skutkuje to
zmniejszonym (allel -401T) lub zwigkszonym (allel -402A) stezeniem czynnika V11 w 0soczu.

Molekularne podstawy tych zaleznosci nie sg do konca wyjasnione [169].

Réwniez w przypadku polimorfizmu -402G>A genu czynnika VII krzepnigcia
odnotowano zwigzek z ryzykiem wystgpienia choroby niedokrwiennej serca. W publikacji
Kang i wsp. analizie genetycznej majgcej na celu ocene czestosci wystgpowania genotypow i
alleli powyzszego wariantu genetycznego poddano 60 pacjentéw z chorobg niedokrwienng
serca oraz 149 zdrowych oséb stanowigcych grupe kontrolng. Ponadto oznaczono aktywnos¢ i
stezenie czynnika VII w surowicy, ktore byly statystycznie istotnie wyzsze w grupie badane;.
Co wiecej, w przypadku stezenia czynnika VII zaobserwowano pozytywng korelacje ze
zmutowanym genotypem homozygotycznym -402AA. Pozwolilo to autorom wysungé
wniosek o posredniej roli polimorfizmu -402G>A w rozwoju choroby niedokrwiennej serca
poprzez regulacje stgzenia czynnika V11 w surowicy [77].

Stezenie czynnika VII krzepnigcia koreluje nie tylko z ryzykiem wystapienia zawatu
serca, ale rowniez, jak wynika z obserwacji tego samego zespotu badaczy Kang i wsp., z
ryzykiem udaru niedokrwiennego mézgu. Autorzy cytowanej publikacji analizowali zwiagzek
wariantow genetycznych czynnika VII, w tym polimorfizméw -402G>A, -401G>T,
5°F741/42, 1VS7 oraz Arg353GIn ze stgezeniem czynnika VII w surowicy oraz z
wystepowaniem ostrego niedokrwienia osrodkowego uktadu nerwowego. Wybor powyzszych

wariantow  genetycznych byl podyktowany istnieniem doniesien potwierdzajacych
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uwarunkowanie st¢zenia czynnika VII czynnikami $rodowiskowymi, jak rowniez
genetycznymi. Substytucja argininy glutaming w pozycji 353 oraz 10-nukleotydowa insercja
w odcinku promotorowym genu (5°F7) moga odpowiada¢ za jedng trzecig zmian st¢zenia
czynnika VII w surowicy. Natomiast polimorfizm -401G>T - za 18% tych zmian. Co wigcej
te warianty genetyczne zwykle zwigzane s3 z obnizeniem st¢zenia czynnika VII. Natomiast
zmutowany allel -402A, ktory odpowiada za 28% zmian, zwigzany jest ze wzrostem tego
stezenia. Badaniem objgto 62 pacjentéw, u ktoérych potwierdzono udar niedokrwienny mézgu
Za pomocg rezonansu magnetycznego, grupe kontrolng stanowito 149 zdrowych oséb. Wyniki
analizy Kang 1 wsp. wskazuja jednoznacznie, ze podwyzszone stezenie czynnika VII w
surowicy odgrywa istotng role w etiopatogenezie powiktan zakrzepowych w przebiegu udaru
niedokrwiennego mozgu. Nie odnotowano natomiast istotnych rdznic w czestosci
wystepowania genotypéw 1 alleli badanych polimorfizméw pomiedzy analizowanymi
grupami. Jednak wykazany zwigzek badanych polimorfizméw z modulacjg stezenia czynnika
VII krzepnigcia w surowicy pozwala zaklada¢ ich wudziat w etiologii powiktan
niedokrwiennych, w tym udaru mézgu [78].

Podobne konkluzje wynikajg z obserwacji Bozzini i wsp., ktorzy w swojej analizie
oceniali zwigzek polimorfizméw genu czynnika VII krzepnigcia, w tym polimorfizmu
-402G>A z ryzykiem wystgpienia zawalu serca wsrod 934 pacjentow z zaawansowang
chorobg niedokrwienng serca. Odnotowano, ze obecno$¢ zmutowanego allela -402A
korelowala z istotnym statystycznie zwickszeniem stezenia czynnika VII w surowicy u
me¢zczyzn. Co wiecej, wsrod mezcezyzn nosicieli zmutowanego allela -402A  z cigzka postacia
choroby niedokrwiennej serca zaobserwowano wzrost ryzyka zawatu serca (WR=1,79; 95%
PU 1,15-2,80) [15].

Warfaryna begdaca antagonista witaminy K stosowana jest jako doustny $rodek
przeciwkrzepliwy. Dawka warfaryny stosowana w celu wywolana efektu antykoagulacyjnego
jest osobniczo zmienna. Prawdopodobnie jest to uwarunkowane licznymi czynnikami
genetycznymi, z ktorych tylko czes$¢ jest zwigzana z wariantami cytochromu CYP2CO9.
Wydaje sig, ze polimorfizmy gendéw kodujacych czynniki krzepnigcia zalezne od witaminy K,
w tym czynnika VII moga odpowiada¢ za zmienng wrazliwo$¢ na warfaryne. Te zaloZenia
byly podstawa analizy D’Ambrosio i wsp., ktérzy w grupie 147 pacjentoéw przyjmujacych
warfaryne ze wskazan kardiologicznych badali frekwencj¢ genotypow 1 alleli wybranych
polimorfizméw, w tym wariantow -402G>A oraz -401G>T genu czynnika VII krzepnigcia.
Ocenianym punktem koncowym analizy byt wplyw tych mutacji na osobniczag wrazliwo$¢ na

warfaryng w celu uzyskania pozadanego efektu antykoagulacyjnego. Zaobserwowano, ze u
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nosicieli niezmutowanego homozygotycznego genotypu -401GG stosowana dawka warfaryny
byla wyzsza niz u nosicieli zmutowanego allela -401T. Posrednio dowodzi to mozliwej roli
powyzszych wariantow genetycznych w regulacji kaskady krzepnigcia i ewentualnych jej

zaburzen [31].

Tabela 45. Czgstos¢ wystepowania w populacji ogélnej prezentowanych powyzej
polimorfizmow genu czynnika VII krzepnigcia.

Czestos¢
Polimorfizm Allele wystepowania w Autor
populacji ogolnej
Arg353 0,80 Green i wsp., 1991
Arg353GIn GIn353 0,20
-402G 0,71 Van’t Hooft i wsp.,
-402G>A -402A 0,29 1999
-401G 0,91 Van’t Hooft i wsp.,
-401G>T -401T 0,09 1999
-323P0 0,77 (0,91) Marchetti i wsp., 1993;
(Van’t Hooft i wsp.,
-323P0/10 -323P10 0,23 (0,09) 1999)
-122T 0,91 Van’t Hooft 1 wsp.,
-122T>C -122C 0,09 1999
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Tabela 46. Badania potwierdzajace udziat analizowanych w pracy i innych polimorfizméw genu czynnika VII krzepnigcia w rozwoju chordb o

podiozu zakrzepowym.
Polimorfizm Autor Populacja Grupa Grupa Oceniany punkt konicowy
badana kontrolna
Arg353GIn laciovello i wsp., 1998 wloska 165 225 zwiekszone ryzyko zawalu serca
Arg353GIn Mrozikiewicz i wsp., 2000 niemiecka 666 - zwigkszone ryzyko powiktan po PTCA i DCA
Arg353GIn Pushkov i wsp., 2011 rosyjska 1145 - zwigkszone ryzyko zawatu serca, udaru mézgu
Arg353GIn Fujimaki i wsp., 2009 japonska 1339 843 zwickszone ryzyko zawatu serca
Arg353GIn Ekstrom i wsp., 2007 szwedzka 387 387 zwigkszone ryzyko zawatu serca
Arg353GIn Mo i wsp., 2011 metaanaliza 9151 14099 zwigkszone ryzyko choroby niedokrwiennej serca
Arg353GIn Wu i wsp., 2001 USA 2574 - zwiekszone ryzyko choroby niedokrwiennej serca
-323P0/P10 Mo i wsp., 2011 metaanaliza 2862 4240 zwiekszone ryzyko choroby niedokrwiennej serca
-323P0/P10 Ben-Hadj-Khalifa i wsp., 2013 tunezyjska 308 312 zwiekszone ryzyko ostrego incydentu sercowego
-323P0/P10 Sakowicz i wsp., 2010 polska 266 137 zwigkszone ryzyko zawatu serca <45 r.z.
-323P0/P10 Huang i wsp., 2009 chinska 1020 1112 zwigkszone ryzyko zawatu serca
-402G>A Kang i wsp., 2002 chinska 60 149 zwickszone ryzyko zawatu serca
-402G>A mozliwy wplyw na ryzyko wystapienia udaru
-401G>T Kang i wsp., 2004 chifiska 62 149 niedokrwiennego mézgu
Arg353GIn
-402G>A D’Ambrosio i wsp., 2004 wloska 147 - Zmienna wrazliwo$¢ na warfaryng
-401G>T
-402G>A Bozzini 2004 wiloska 934 - zwigkszone ryzyko zawatu serca

PTCA — percutaneous transluminal coronary angioplasty, przezskorna srodnaczyniowa angioplastyka wiencowa; DCA — directional coronary

atherectomy, kierunkowa tngca aterektomia
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5.3. Warianty genetyczne inhibitora aktywatora plazminogenu-1 (PAI-1) a
ryzyko wystepowania powiklan polozniczych

Warianty genetyczne inhibitora aktywatora plazminogenu-1 sg cze¢stym przedmiotem
analiz dotyczacych powiklan potozniczych. Poza wystgpowaniem poronien nawracajacych
badania te wskazujg na korelacje polimorfizméw genu PAI-1 z ryzykiem rozwoju stanu
przedrzucawkowego, nadci$nienia cigzowego, wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania
plodu czy obumarcia wewnatrzmacicznego. Uwaza si¢, ze jednym z mechanizméw
prowadzacych do tego typu niepowodzen w przebiegu cigzy sg zmiany w hemostazie
warunkujgce trombofilie. Trombofilia uwarunkowana genetycznie w polaczeniu z
fizjologicznie wystgpujacym stanem gotowo$ci prozakrzepowej w trakcie cigzy
spowodowanym wzrostem stezenia czynnikéw prozakrzepowych, spadkiem stezenia biatka S,
nabyta opornos$cig na biatko C oraz zmniejszong fibrynoliza, moze prowadzi¢ do zaburzen w
krazeniu maciczno-tozyskowym. Nieprawidlowe funkcjonowanie jednostki maciczno-
fozyskowej natomiast, jest w kazdym przypadku niekorzystne dla wiasciwego przebiegu
cigzy. Co wigcej, nadmierne uwalnianie z komoérek endotelium PAI-1, ktory jest kluczowym
regulatorem  endogennej aktywnosci  fibrynolitycznej, prowadzi do  powstania
mikrozakrzepow w tetnicach spiralnych 1 redukuje przeptyw lozyskowy. Potwierdzaja to
badania wskazujagce na wyzsze stezenie PAI-1 m.in. u pacjentek ze stanem
przedrzucawkowym [9, 19, 106].

Jednym z czesciej badanych w aspekcie powiktan potozniczych wariantow
genetycznych genu PAI- 1 jest funkcjonalny polimorfizm -675 4G/5G. Allel -675 4G
warunkuje bardziej nasilong transkrypcjg genu niz zmutowany allel -675 5G, w zwigzku z
czym warunkuje wyzsze stezenie PAI-1 1 zwigkszong gotowo$¢ prozakrzepowa. Sugeruje si¢
udzial polimorfizmu -675 4G/5G w etiologii wewnatrzmacicznego obumarcia plodu,
przedwczesnego oddzielenia tozyska, wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrastania ptodu,
poronien nawracajagcych oraz stanu przedrzucawkowego [53, 106, 172]. Roéwniez w
przypadku pozostalych analizowanych w  prezentowanej rozprawie doktorskie]
polimorfizméw genu PAI-1, -844G>A oraz Hindlll C>G wykazano zwiazek ze zwigkszonym
ryzykiem wyst¢gpowania niepowodzen w przebiegu ciazy, w tym poronien nawracajacych czy
stanu przedrzucawkowego [32, 44]. Uwaza si¢, ze powyzsze warianty genetyczne wptywaja
na regulacje ekspresji genu, zwickszajac st¢zenie PAI-1 w surowicy, tym samym warunkujac

rozwoj stanu prozakrzepowego.
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5.3.1. Polimorfizm -675 4G/5G genu PAI-1 a ryzyko wystepowania poronien
nawracajacych

Homozygotycznos$¢ pod wzgledem genotypu delecyjnego -675 4G/-675 4G wigze si¢
ze zwigkszonym stezeniem PAI-1 w surowicy i w zwigzku z tym z redukcja nasilenia
fibrynolizy w porownaniu do nosicieli genotypu insercyjnego -675 5G/-675 5G. U nosicieli
genotypu heterozygotycznego obserwuje si¢ natomiast posrednig warto$¢ stezenia PAI-1.
Wynika z tego, ze zmutowany allel -675 5G moze pehic¢ protekcyjng role w stosunku do
ryzyka wystepowania poronien nawracajacych.

Nalezy podkresli¢, ze dla prawidlowego procesu implantacji niezwykle istotna jest
inwazja cytotrofoblastu w §cian¢ macicy, co ma miejsce zwykle migdzy 8 a 10 tygodniem
cigzy. PAI-1, natomiast wspolnie z innymi czynnikami fibrynolitycznymi odgrywa istotng
role w kontroli proceséw proteolitycznych, przebudowy w obrebie tkanek oraz migracji
komorek w czasie inwazji trofoblastu. W zwigzku z tym uwaza sie, ze zmienione stezenie
PAI-1 uwarunkowane wystepowaniem polimorfizméw jego genu moze skutkowaé

wystgpieniem poronien zwlaszcza w [ trymestrze cigzy.

W prezentowanej pracy nie odnotowano istotnych rdéznic pomigdzy czgstoscig
wystepowania genotypow 1 alleli badanego polimorfizmu w analizowanych grupach.
Zaobserwowano  podobng  czesto$¢  wystgpowania  niezmutowanego  genotypu
homozygotycznego -675 4G/-675 4G w grupie kontrolnej oraz w grupie kobiet z obcigzonym
wywiadem polozniczym (35,0% w grupie kontrolnej vs. 32,9%, p=0,39). Genotyp
heterozygotyczny -675 4G/-675 5G byt obserwowany w zblizonej czestosci w grupie badanej
w porownaniu do grupy zdrowych kobiet (49,3% vs. 47,2% w grupie kontrolnej, p=0,39).
Rowniez zmutowany allel -675 5G wystepowat z podobng czgstoscig w grupie badanej oraz
kontrolnej (42,4% vs. 41,4%, p=0,42).

Istotnej roli mutacji genu PAI-1 i innych genetycznych czynnikow warunkujacych
trombofili¢ wrodzong w procesie implantacji dowodzi badanie Coulam i wsp. W analizie tej
oceniono czestos¢ wystgpowania 10 polimorfizméw warunkujacych stan hiperkoagulacji, w
tym wariantu -675 4G/5G genu PAI-1 u 42 pacjentek z powtarzajacymi si¢ niepowodzeniami
implantacji po zaptodnieniu pozaustrojowym (IVF — in vitro fertilisation) oraz u 20 zdrowych
kobiet stanowigcych grupe kontrolng. U pacjentek z grupy badanej odnotowano istotng
przewage wystepowania wariantu -675 4G/5G genu PAI-1 (p=0,007). Co wigcej, nie

zaobserwowano roznic w czgstosci wystgpowania innych badanych polimorfizméw [29].
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W aktualnej literaturze znajduja si¢ doniesienia potwierdzajace korelacje
polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1 ze zwigkszeniem ryzyka poronien nawracajacych.
Jednym z nich jest analiza Subrt i wsp., ktérej celem byla ocena czestosci wystepowania
genotypow i alleli powyzszego wariantu genetycznego i ich zwigzku z obecnos$cig przeciwciat
antyfosfolipidowych w grupie 157 pacjentek z wywiadem polozniczym obcigzonym w
kierunku wystgpowania poronien nawracajacych. Odnotowano statystycznie istotng korelacje
pomigdzy tym powiklaniem a genotypem -675 4G/-675 4G. Natomiast nie obserwowano
zwigzku polimorfizmu -675 4G/5G z obecnoscig przeciwcial antyfosfolipidowych w tej
grupie pacjentek. Autorzy badania wywnioskowali, Ze niezmutowany genotyp
homozygotyczny -675 4G/-675 4G warunkujgcy wyzsze st¢zenie PAI-1 w surowicy zwigksza
ryzyko wystepowania poronien nawracajagcych niezaleznie od ewentualnej obecnos$ci
przeciwcial antyfosfolipidowych [155].

Na niezalezng od innych prozakrzepowych czynnikow role polimorfizmu -675 4G/5G
genu PAI-1 w etiologii poronien nawracajacych zwlaszcza w I trymestrze cigzy wskazuja
rowniez wyniki uzyskane przez Ivanov 1 wsp. W grupie 110 pacjentek z wywiadem
obcigzonym w kierunku wystepowania poronien nawracajacych przed 10 tc. oraz u 97
zdrowych kobiet, u ktérych potwierdzono wystepowanie co najmniej jednej donoszonej cigzy
oceniono czesto$¢ wystepowania genotypow 1 alleli powyzszego wariantu genetycznego oraz
polimorfizméw 20210G>A genu protrombiny, 677C>T genu MTHFR oraz czynnika V
Leiden. Odnotowano wiekszg czestos¢ polimorfizmu genu PAI-1 w grupie badanej w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (41,8% vs. 26,8%, WR 1,96; p=0,034). Co wiecej, roznica ta
byta nadal obserwowana po wykluczeniu z obydwu grup nosicielek czynnika V Leiden,
mutacji 20210G>A genu protrombiny oraz 677C>T genu MTHFR [70].

Dowodow na statystycznie istotng zalezno$¢ pomigdzy polimorfizmem -675 4G/5G
genu PAI-1 a wystegpowaniem poronieh w I trymestrze cigzy dostarcza analiza Sun i wsp.
Badanie przeprowadzono w grupie 142 pacjentek z zespotem policystycznych jajnikow (u 83
z nich wystgpilo co najmniej jedno poronienie) oraz u 107 zdrowych kobiet. Wykazano, ze
czgsto$¢ wystepowania genotypu -675 4G/-675 4G oraz allela -675 4G byly statystycznie
istotnie wieksze w grupie pacjentek z poronieniami niz w grupie kontrolnej (p<0,05). Co
wiecej, korelowalo to z podwyzszonym stgzeniem PAI-1 w surowicy [156].

Bardzo ciekawg praca dotyczaca genetycznych uwarunkowan trombofilii 1 ich
zwigzku z wystgpowaniem poronien nawracajacych jest analiza Coulam i wsp. Autorzy
zatozenia pracy oparli o udokumentowany juz fakt, ze trombofilia wrodzona jest czynnikiem

ryzyka choréb sercowo-naczyniowych, w tym przede wszystkim zakrzepicy zyl glebokich
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oraz niepowodzen polozniczych, takich jak powtarzajace si¢ utraty cigzy. Celem badania bylo
porownanie czestosci wystepowania dziewieciu mutacji warunkujacych trombofile wrodzona,
w tym polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1 w grupie kobiet z wywiadem obcigzonym w
kierunku poronien nawracajacych oraz w grupie pacjentow, u ktorych wystapita zakrzepica
zyt glebokich. Do badania wilaczono 550 pacjentek z poronieniami nawracajacymi, 43
pacjentow z zylng chorobg zakrzepowo-zatorowa oraz 41 zdrowych kobiet. U wszystkich
0s6b przeprowadzono analize genetyczng pod katem obecnosci polimorfizméw 1691G>A
oraz H1299R genu czynnika V, 20210G>A genu protrombiny, V34L genu czynnika XIII, -
455G>A genu beta-fibrynogenu, L33P genu ludzkiego antygenu ptytkowego la/b, 677C>T i
1298A>C genu MTHFR oraz -675 4G/5G genu PAI-1. U pacjentow z zakrzepicg zyt
glebokich odnotowano istotnie wyzszg czestoS¢ wystepowania Wszystkich wariantow
genetycznych w poréwnaniu do grupy pacjentek z poronieniami oraz grupy zdrowych kobiet.
Warianty genetyczne V34L genu czynnika XIII oraz -675 4G/5G genu PAI-1 wystepowaly
statystycznie czeSciej wsrod kobiet z poronieniami niz w grupie kontrolnej. W grupie
pacjentek z poronieniami oraz w grupie z zakrzepica zyt glebokich dominujacymi wariantami
genetycznymi byly V34L genu czynnika XIII oraz -675 4G/5G genu PAI-1. Wynika z tego, ze
badania w kierunku wrodzonej trombofilii ukierunkowane tylko na polimorfizmy genu
MTHFR, protrombiny oraz czynnika V Leiden czesto moga by¢ niemiarodajne i dawac
fatszywie ujemny wynik. W zwigzku z tym autorzy powyzszego opracowania sugeruja
wilgczenie oznaczania wariantu -675 4G/5G genu PAI-1 do panelu badan przesiewowych w

kierunku trombofilii [30].

5.3.2. Polimorfizm -844G>A genu PAI-1 a ryzyko wystepowania poronien
nawracajacych

Wyniki aktualnych analiz wskazuja na udziat polimorfizmu -844G>A genu PAI-1 w
regulacji jego ekspresji i modulacji stgzenia PAI-1 w surowicy. Uwaza sig, ze allel -844A jest
zwigzany ze wzrostem stezeniem PAI-1 w surowicy, co skutkuje hipofybrynolizg 1
zwigkszong podatno$cia na rozwdj chordb o etiologii zakrzepowej [35, 159]. W zwiazku z
tym nalezatoby si¢ spodziewac, ze zmutowany allel -844A koreluje z ryzykiem wystgpowania
poronien nawracajacych. W prezentowanej rozprawie doktorskiej nie zaobserwowano takiej
zalezno$ci. Odnotowano podobng czegsto§¢ wystgpowania niezmutowanego genotypu
homozygotycznego -844GG w obydwu analizowanych grupach kobiet (14,5% w grupie

badanej vs. 14,4% w grupie kontrolnej, p=0,56). Co wiecej, zmutowany genotyp
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homozygotyczny -844AA byt obserwowany nieco czesciej w grupie zdrowych kobiet z
nieobcigzonym wywiadem polozniczym niz w grupie badanej (40,0% vs. 34,9%, p=0,20).
Czgstos¢ wystepowania niezmutowanego allela -844G byta podobna w obydwu badanych
grupach kobiet (39,8% vs. 37,2% w grupie kontrolnej, p=0,27). Réwniez zmutowany allel -
844A wystepowat ze zblizong czestoscig w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej zdrowych
kobiet (62,8% vs. 60,2% w grupie badanej, p=0,27). Po dokonaniu podziatu grupy badanej na
podgrupy w zaleznos$ci od iloSci poronien oraz trymestru cigzy, w ktérym miaty miejsca
utraty cigz takze nie zaobserwowano istotnych roéznic w wystepowaniu genotypoéw 1 alleli
analizowanego polimorfizmu. Uzyskane wyniki nie pozwalaja stwierdzi¢ korelacji wariantu

-844G>A genu PAI-1 z wystepowaniem poronien nawracajacych.

Nalezy podkreslié, Zze prezentowane opracowanie jest jedng z nielicznych w
ogolnoswiatowej literaturze analiz dotyczacych zwigzku polimorfizmu -844G>A genu PAI-1
z ryzykiem nawracajacych utrat cigz. Natomiast wyniki dostgpnych badan pozostajg ze soba
w sprzecznosci. Jeon 1 wsp. ocenili frekwencje genotypow 1 alleli pigciu polimorfizmoéw genu
PAI-1 (-844G>A, -675 4G/5G, 43G>A, 9785G>A oraz 11053T>G) w grupie 308 pacjentek z
nawracajgcymi utratami cigz. Do grupy kontrolnej wigczono 227 zdrowych kobiet. Badanie
przeprowadzono w populacji poludniowo-koreanskiej. Wykazano, ze genotyp -675 4G/-675
4G oraz haplotyp -844AA/-675 4G/-675 4G/11053GG pozostawaly w pozytywnej korelacji z
ryzykiem poronien nawracajacych. Haplotyp -844A/-675 4G/43G/9785G/11053G
warunkowat natomiast wystepowanie stanu hipofibrynolitycznego, ktory charakteryzowat si¢
zwickszonym stezeniem PAI-1 w surowicy, zwiekszong liczbg ptytek krwi, skroceniem czasu
protrombinowego oraz redukcja czasu czesciowej tromboplastyny po aktywacji. Na
podstawie uzyskanych wynikéw autorzy sugeruja, ze polimorfizmy -844G>A, -675 4G/5G
oraz 11053T>G s3 markerami zwigkszonego ryzyka wystepowania poronien nawracajacych
[72].

Takiej zalezno$ci nie potwierdzaja jednak wyniki otrzymane przez Magdoud 1 wsp.,
ktorzy ocenili czestos¢ wystepowania genotypdw i alleli polimorfizmow -844G>A oraz -675
4G/5G u 304 Kkobiet z poronieniami nawracajacymi w wywiadzie oraz u 371 kobiet
stanowigcych grupe kontrolng. Analize¢ przeprowadzono w populacji tunezyjskie;j.
Odnotowano statystycznie istotng korelacje z ryzykiem powtarzajacych si¢ utrat cigz jedynie
w przypadku wariantu -675 4G/5G (p<0,001), natomiast nie w stosunku do polimorfizmu
-844G>A (p=0,507). Rowniez analiza haplotypéw nie potwierdzita udziatu wariantu

-844G>A w etiologii poronien nawracajacych. Zwigkszone ryzyko wystgpienia tego
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powiktania potozniczego byto uwarunkowane obecnosciag w obrgbie haplotypu allela -675 4G
niezaleznie od alleli polimorfizmu -844G>A [92].

Polimorfizm -844G>A genu PAI-1 jest przedmiotem jedynie Kilku opracowan. Wybor
tego wlasnie wariantu genetycznego do analizy w prezentowanej rozprawie doktorskiej
podyktowany byl gldwnie istnieniem pewnych dowoddéw na jego zwigzek z ryzykiem
rozwoju chorob o etiologii zakrzepowej. Dostarcza ich m.in. badanie Abboud i wsp., ktérzy
oceniali zwigzek wariantow -844G>A oraz -675 4G/5G ze zmianami st¢zenia PAI-1 i
tkankowego aktywatora plazminogenu (tPA) u 305 pacjentéw z zawalem serca. Grupe
kontrolng stanowito 328 zdrowych os6b. W przeciwienstwie do stezenia tPA, srednie stezenie
PAI-1 bylo wyzsze wsrdd pacjentdow z grupy badanej. Zwigkszenie stezenia PAI-1 bylo
bardziej wyrazone u nosicieli alleli -844A oraz -675 4G. Statystycznie wigksza czgstosé
wystepowania alleli -675 4G i -844A oraz genotypow -844AA i -675 4G/-675 4G
obserwowana byla u 0s6b z obcigzonym wywiadem w kierunku wystgpienia zawalu serca.
Obserwowano roéwniez wyzszag czestosS¢ wystgpowania haplotypu -675 4G/-844A oraz
odpowiednio nizszg czesto$¢ wystgpowania haplotypu -675 5G/-844G w grupie badanej w
poréwnaniu do oséb wiaczonych od grupy kontrolnej. Otrzymane wyniki jednoznacznie
sugeruja zwiazek alleli -675 4G oraz -844A ze zwigkszeniem ryzyka zawatu serca posrednio
poprzez wptyw na stezenie PAI-1 w surowicy krwi [1].

Do nieco innych wnioskow doszli autorzy badania Saidi i wsp., ktorzy oceniali
czesto$¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmoéw -675 4G/5G oraz -844G>A w
grupie 135 pacjentéw z udarem niedokrwiennym moézgu oraz u 118 zdrowych osob.
Dodatkowo oznaczono st¢zenie PAI-1 1 tPA u wszystkich uczestnikow badania. U pacjentow
z grupy badanej st¢zenie PAI-1 bylo istotne wyzsze, a tPA nizsze niz wsrdd zdrowych osob.
Ponadto odnotowano czestsze wystgpowanie polimorfizmu -675 4G/5G w grupie pacjentow z
udarem, natomiast czg¢sto$¢ genotypow 1 alleli wariantu -844G>A byla poréwnywalna w
obydwu grupach. Jednak analiza haplotypéw wykazata, ze haplotyp -675 4G/-844A bardziej
niz haplotypy -675 5G/-844A i -675 4G/-844G korelowal z redukcjg ryzyka wystapienia
udaru niedokrwiennego mézgu (WR=0,43; 95%PU = 0,20-0,97) [136].
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5.3.3. Polimorfizm Hindlll C>G genu PAI-1 a ryzyko wystepowania poronien
nawracajacych

Analiza dostepnej literatury pozwala stwierdzi€, ze prezentowana rozprawa doktorska
jest pierwsza przeprowadzong probg oceny zwigzku polimorfizmu Hindlll C>G genu PAI-1 z
ryzykiem wystgpowania poronien nawracajgcych. Mimo iz réznice w czgsto$ci wystepowania
genotypow i alleli powyzszego wariantu genetycznego w grupie pacjentek z wystgpowaniem
poronien oraz w grupie kontrolnej nie byty istotne pod wzgledem statystycznym, zwraca
uwagg fakt czgstszego wystepowania zmutowanego genotypu homozygotycznego Hindlll GG
oraz zmutowanego allela Hindlll G w grupie badanej. Czesto$¢ wystepowania genotypu
Hindlll GG w grupie kobiet z obcigzonym wywiadem polozniczym wynosita 25,7%,
natomiast wérod kobiet z grupy kontrolnej 20,0% (p=0,14). Zmutowany allel Hindlll G
réwniez czesciej byl obserwowany w grupie pacjentek z wystepowaniem poronien (45,7% Vs.
42,2% w grupie kontrolnej, p=0,20).

Réznice te byly jeszcze bardziej wyrazne po dokonaniu podziatu grupy badanej na
podgrupy w zaleznos$ci od iloSci poronien oraz trymestru cigzy, w ktorym mialy miejsce
niepowodzenia. Widoczne jest to zwlaszcza w podgrupie pacjentek, u ktérych wystgpity 3 lub
wiecej poronien. U tych pacjentek czestos¢ wystgpowania zmutowanego genotypu
homozygotycznego Hindlll GG byta wyraznie wyzsza niz w grupie kontrolnej (31,6% vs.
20,0% w grupie kontrolnej, p=0,09). Podobng zalezno$¢ obserwowano w przypadku
zmutowanego allela Hindlll G, ktorego frekwencja rowniez byta wyzsza (50,0% vs. 42,2% w
grupie kontrolnej, p=0,13). W podgrupie kobiet z dwoma poronieniami w wywiadzie
frekwencja zmutowanego genotypu homozygotycznego Hindlll GG wynosita 23,7% Vs.
20,0% w grupie kontrolnej, p=0,27, a czesto$¢ wystgpowania zmutowanego allela Hindll G -
44,3% vs. 42,2% w grupie kontrolnej, p=0,34. Tendencja do czgstszego wystgpowania
zmutowanego genotypu Hindlll GG i zmutowanego allela Hindlll G byta takze szczegolnie
wyrazna w podgrupie pacjentek, u ktérych poronienia miaty miejsce zarowno w I, jak i w II
trymetrze cigzy (odpowiednio: genotyp Hindlll GG: 31,0% vs. 20,0% w grupie kontrolnej,
p=0,14; allel Hindlll G: 51,7% vs. 42,2% w grupie kontrolnej, p=0,11).

Uzyskane wyniki wskazuja na mozliwy udziat zmutowanego allela Hindlll G oraz
zmutowanego genotypu homozygotycznego Hindlll GG w etiologii poronien nawracajgcych
w [ 11I trymestrze cigzy. To postawienia takiej hipotezy sklaniaja réwniez dowody na zwigzek
zmutowanego allela Hindlll G z zakloceniem prawidlowej regulacji translacji genu PAI-1, co

prawdopodobnie skutkuje wzrostem stezenia PAI-1 w surowicy krwi [35].
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Tabela 47. Badania dotyczace udziatu analizowanych w pracy polimorfizméw genu PAI-1 w etiologii poronien nawracajacych.

Polimorfizm Autor Populacja Grupa badana Grupa Najwazniejsze wnioski
kontrolna
-675 4G/5G Subrt i wsp., 2013 czeska 157 - wzrost ryzyka RM niezaleznie od obecnosci
przeciwciat antyfosfolipidowych
-675 4G/5G Ivanov i wsp., 2010 bultgarska 110 97 wzrost ryzyka RM w I trymestrze cigzy niezaleznie od
obecnosci innych mutacji warunkujacych trombofilig
wrodzong
-675 4G/5G Sun i wsp., 2010 tajwanska 83 107 wzrost ryzyka RM w I trymestrze cigzy u pacjentek z
PCOS
-675 4G/5G Coulam i wsp., 2008 USA 550 84 wzrost ryzyka RM
istotny czynnik warunkujacy trombofilie wrodzong
-675 4G/5G Coulam i wsp., 2006 USA 42 20 powtarzajace sie niepowodzenia implantacji po IVF-
ET
-675 4G/5G Jeon i wsp., 2013 potudniowo- 308 227 wzrost ryzyka RM
oraz koreanska
-844G>A
-675 4G/5G Magdoud i wsp., 2013 tunezyjska 304 371 wzrost ryzyka RM jedynie w przypadku polimorfizmu
oraz -675 4G/5G
-844G>A

RM — recurrent miscarriages, poronienia nawracajace; PCOS —polycystic ovary syndrome, zespol policystycznych jajnikow; IVF-ET — in vitro

fertilisation - embryo transfer, zaptodnienie pozaustrojowe

145




Tabela 48. Badania dotyczace udzialu analizowanych w pracy polimorfizméw genu PAI-1 w
rozwoju chor6b o podlozu zakrzepowym.

Polimorfizm

Autor

Populacja Grupa

badana

Grupa
kontrolna

Najwazniejsze wnioski

-675 4G/5G
oraz
-844G>A

Abboud i
wsp., 2010

tunezyjska 305

328

zwiazek alleli -675 4G
oraz -844A ze

zwigkszeniem ryzyka
zawalu serca

-675 4G/5G
oraz
-844G>A

Saidi i wsp.,
2007

tunezyjska 135

118

zwickszenie ryzyka
udaru
niedokrwiennego
moézgu jedynie w
przypadku
polimorfizmu
-675 4G/5G

-844G>A
oraz
Hind 11l C>G

De la Cruz-
Mosso i wsp.,
2012

meksykanska 48

52

polimorfizm -844G>A
jest zwigzany ze
zwickszonym
ryzykiem rozwoju
zespotu
metabolicznego,
otylosci oraz
aterogennego profilu
lipidowego;
polimorfizm HindlIl1I
C>G warunkuje
podwyzszone st¢zenie
cholesterolu we krwi,
CO sprzyja rozwojowi
zespotu
metabolicznego

-675 4G/5G

Ferrara i wsp.,
2013

wloska 50

118

wzrost rozlegtosci
zakrzepicy zyt
gtebokich konczyn
dolnych po operacjach
chirurgicznych,
ortopedycznych i
urologicznych

-675 4G/5G

Gong i wsp.,
2012

metaanaliza 12461

14993

zwigkszenie ryzyka
zawatu serca

-675 4G/5G

Li, 2012

metaanaliza
dotyczaca 879
populacji
chinskie;j

628

zwigkszenie ryzyka
choroby
niedokrwiennej serca u
nosicieli allela
-675 4G
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5.4. Post¢epowanie u pacjentek z trombofilia wrodzona i wyst¢gpowaniem
poronien nawracajacych — przeglad aktualnych doniesien

Wedlug WHO terminem ,,poronienia nawracajace” powinno si¢ okresla¢ co najmnie;j
trzy nastgpujace po sobie utraty cigzy. Jednak w praktyce klinicznej wystapienie juz dwoch
poronien sktania do poszerzenia diagnostyki w celu ustalenia podloza tej patologii, wdrozenia
odpowiedniego leczenia oraz oceny ryzyka kolejnego niepowodzenia. Po wykluczeniu
przyczyn anatomicznych, immunologicznych, hormonalnych czy zakaznych poszerzeniem
diagnostyki powinny by¢ badania ukierunkowane na wykrycie ewentualnych mutacji w
genach kodujacych czynniki krzepnigcia oraz fibrynolizy, a takze warunkujacych niedobor
inhibitorow krzepniecia. Jest to postepowanie zgodne z rekomendacjami Polskiego

Towarzystwa Ginekologicznego [130, 131].

Celem wytycznych wydanych w 2013 roku przez American College of Obstetricians
and Gynecologists (ACOG) byl przeglad najczestszych przyczyn trombofilii, ocena ich
zwigzku z ryzykiem zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej u matki 1 nieprawidlowego
przebiegu cigzy, wskazan do wykonywania badan w kierunku wrodzonej nadkrzepliwosci
oraz dostepnych metod terapeutycznych stosowanych u takich pacjentek. W opracowaniu tym
zwrocono szczegolng uwage na czynnik V Leiden, mutacje G20210A genu protrombiny,
niedobdr biatka C 1 S oraz antytrombiny 1 mutacje genu MTHFR. Wspomniano rowniez o
rzadziej badanych przyczynach trombofilii uwarunkowanych przez inne mutacje czynnika V,
warianty w odcinku promotorowym genu PAI-1, niedobor biatka Z oraz mutacje wzmagajace
aktywnos$¢ prozakrzepowsg innych biatek zaangazowanych w regulacje kaskady krzepnigcia.
Co ciekawe, jakkolwiek dostepne metaanalizy i duze retrospektywne badania kohortowe
potwierdzity zwigzek miedzy wrodzong trombofilia a poronieniami wystepujagcymi w [
trymestrze cigzy, nie wykazano takiej korelacji w prospektywnych badaniach kohortowych.
Jest to kolejny dowod na to, ze wspoltczesnie nadal istnieje ogromna potrzeba prowadzenia
analiz majacych na celu wyjasnienie roli mutacji czynnikow zaangazowanych w hemostazg w
etiologii utraty cigzy [2].

Autorzy opracowania podkreslili rowniez, Zze badania przesiewowe w kierunku
trombofilii przynosza korzysci jedynie w przypadku, gdy uzyskane wyniki moga wptynaé¢ na
wybor metody leczenia. Nie ma jednak potrzeby wykonywania tego typu diagnostyki u
pacjentek z juz ustalong przyczyna wystgpowania poronien. Lekiem z wyboru u pacjentek z
wrodzong trombofilia wydaje si¢ by¢ heparyna drobnoczasteczkowa. Na decyzj¢ dotyczaca

wyboru metody terapii (profilaktyka przeciwzakrzepowa, leczenie antykoagulacyjne czy tez
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odstapienie od leczenia farmakologicznego) wplyw ma wywiad dotyczacy wystgpowania
zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej, ciezkosci trombofilii wrodzonej oraz wspotistnienie
dodatkowych czynnikéw ryzyka (m.in. planowane rozwigzanie cigzy cigciem cesarskim,
otyto$¢, przedtuzone unieruchomienie, obcigzony wywiad rodzinny w kierunku epizodow
zakrzepowo-zatorowych). Wszystkie pacjentki powinny by¢ poddane indywidualnej ocenie
[2].

Rekomendacje co do stosowania heparyny celem zapobiegania poronieniu w ostatnim
czasie podlegaja gwaltownym zmianom w oparciu o dowody uzyskane z prospektywnych
analiz. Obecnie heparyng stosuje si¢ u pacjentek z zespolem antyfosfolipidowym. Jednak
kryteria diagnostyczne APS zostaly ostatnio zaostrzone. Nadal nie ma konsensusu co do
wilasciwego czasu rozpoczgcia terapii, nie jest jasne bowiem czy glowny efekt terapeutyczny
polega na inhibicji zmian zakrzepowych od I trymestru cigzy, czy dotyczy to raczej poprawy
warunkow implantacji, co sugerowaloby rozpoczecie leczenia juz od okresu

okotoowulacyjnego [21].

5.5. Podsumowanie

Powtarzajace si¢ niepowodzenia cigzy majg ogromny wplyw na status psychosocjalny
par doswiadczajacych tej patologii. Dlatego tez badania majace na celu poprawg metod
diagnostycznych oraz rozwdj nowych metod terapeutycznych sg niezbedne. Zwigzek
pomiedzy trombofilia a wystepowaniem poronien byl obserwowany w licznych badaniach,
jednak nadal podkresla si¢ fakt, ze mechanizmy patofizjologiczne odpowiedzialne za te
korelacje sg niedostatecznie poznane. Skuteczno$¢ leczenia przeciwkrzepliwego u kobiet z
wywiadem potozniczym obcigzonym w kierunku utrat cigzy jest badana juz od ponad 30 lat
[34, 146]. Optymalna terapia u pacjentek z poronieniami nawracajacymi oraz potwierdzong
trombofilia ciagle pozostaje w sferze dyskusji. Warto podkresli¢ rowniez, ze zespot
antyfosfolipidowy jest jedynym jak dotad rodzajem trombofilii, ktérego zwiazek z
nieprawidlowym przebiegiem cigzy zostal jednoznacznie udowodniony. Badania dotyczace
nadkrzepliow$ci 1 poronien nawracajacych ograniczone sa zwykle do mniejszych
obserwacyjnych analiz heterogennych populacji. Leczenie oparte na stosowaniu heparyny
oraz kwasu acetylosalicylowego jest bardzo czgsto stosowane u kobiet z zespolem
antyfosfolipidowym oraz innymi rodzajami trombofilii, mimo iz nie ma niezbitych dowodow

na to, ze jest to najskuteczniejsza metoda terapeutyczna.
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Przedstawione powyzej zagadnienia po raz kolejny podkreslaja wage badan majacych
na celu okreslenie etiologii poronien nawracajacych. Ostatnio w celu zidentyfikowania
pacjentek o bardzo wysokim ryzyku poronien nawracajacych analizuje si¢ facznie wrodzona
nadkrzepliows$¢ oraz wspotistniejace czynniki srodowiskowe. Etiologia nawracajacych utrat
cigzy jest wieloczynnikowa, a ustalenie skutecznej terapii nadal pozostaje wyzwaniem. Jak
dotad szeroko stosuje si¢ sposoby terapeutyczne dobierane na podstawie metod
empirycznych. Jednak korzystniejsza opcja wydaje si¢ by¢ zachgcanie pacjentek obcigzonych
wystepowaniem poronien nawracajagcych do brania udzialu w wysokiej jakosci badaniach
prowadzonych z zachowaniem zasad prawidlowej metodologii, ktére majg na celu okreslenie
optymalnych zalecen terapeutycznych. Diagnostyczne testy laboratoryjne wymagaja
standaryzacji, niezbedne sg réwniez prawidlowo zaplanowane badania wieloosrodkowe, aby

aktualng wiedz¢ moc oprze¢ na niezbitych dowodach [97, 147, 158].
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6. WNIOSKI

1. W pracy wskazano na prawdopodobng ochronng role zmutowanego allela GIn353
polimorfizmu Arg353GIn genu czynnika VII krzepnigcia w stosunku do

wystepowania poronien nawracajacych w I oraz II trymestrze cigzy.

2. Wskazano na mozliwg protekcyjng role zmutowanego insercyjnego allela -323P10
polimorfizmu -323P0/P10 oraz zmutowanego allela -122C polimorfizmu -122T7>C
genu czynnika VII krzepnigcia w stosunku do wystepowania poronien nawracajacych,

szczegblnie w podgrupie kobiet z co najmniej 3 utratami cigz.

3. W badaniu nie wykazano zwigzku polimorfizméw -675 4G/5G oraz -844G>A genu

PAI-1 z ryzykiem wystgpowania poronien nawracajacych.

4. Zmutowany allel Hindlll G oraz zmutowany genotyp homozygotyczny Hindlll GG
polimorfizmu Hindlll C>G genu PAI-1 prawdopodobnie zwickszaja ryzyko

wystepowania poronien nawracajacych.

5. Ocena wspotwystepowania genotypéw dodatkowo potwierdza mozliwe znaczenie
polimorfizméow Arg353GIn, -323P0/P10 i -122T>C genu czynnika VII krzepnigcia

oraz Hindlll C>G genu PAI-1 w etiologii poronieh nawracajgcych.
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7. STRESZCZENIE

Do najczgstszych 1 najlepiej udokumentowanych trombofilli wrodzonych, majacych
zwigzek z wystgpowaniem niepowodzen potozniczych, w tym poronien nawracajacych nalezg
przedtuzona aktywno$¢ czynnika V Leiden, wzrost stezenia protrombiny oraz zaburzenia
termolabilnosci reduktazy metylenotetrahydrofolianowej. W ostatnich latach zwrocono
réwniez uwage na mozliwy zwigzek wariantow genetycznych czynnika VII krzepnigcia oraz
inhibitora aktywatora plazminogenu-1 (PAI-1) ze zwigkszonym ryzykiem wyst¢powania
poronien nawracajacych.

Celem pracy bylo okreslenie znaczenia wybranych polimorfizméw genow czynnika
VII krzepnigeia (Arg353GIn, -323P0/P10, -122T>C) oraz PAI-1 (-675 4G/5G, -844G>A,
Hindlll C>G) w etiologii poronien nawracajacych. Przy wyborze badanych w pracy
wariantow genetycznych kierowano si¢ zalozeniem, ze polimorfizmy te mogg warunkowac
trombofili¢ wrodzong, a tym samym by¢ czynnikiem ryzyka powtarzajacych si¢ utrat cigz.
Nalezy przede wszystkim podkreslic, ze wiekszo$¢ z przedstawianych wariantow
genetycznych zostata po raz pierwszy oceniona w konteks$cie zwigzku z wystepowaniem
poronien nawracajacych w prezentowanej rozprawie doktorskie;j.

Do analizy wiaczono dwie grupy pacjentek: 152 kobiety ($rednia wieku 30,16 + 3,82
lat, zakres 21-45 lat, mediana 30 lat) z obcigzonym wywiadem w kierunku wystepowania
poronien (dwoch lub wiecej) w I i II trymestrze cigzy oraz 180 kobiet (Srednia wieku 29,46 +
4,26 lat, zakres 19-42 lata, mediana 29 lat), u ktérych potwierdzono w wywiadzie co
najmniej jedng cigz¢ o niepowiklanym przebiegu, zakonczong urodzeniem zdrowego,
donoszonego noworodka oraz wykluczono wystgpienie poronien. Podczas analizy dwukrotnie
dokonano podziatu grupy badanej na podgrupy. Pierwszy podzial dotyczacy ilosci poronien
wylonit dwie podgrupy pacjentek: 114 kobiet z dwoma poronieniami w wywiadzie oraz 38
kobiet z trzema i wigcej poronieniami w wywiadzie. Drugi podziat dotyczyl natomiast
trymestru cigzy, w ktorym wystgpilo poronienie: 123 pacjentki, u ktorych poronienia
wystepowaly tylko w I trymestrze cigzy, ponizej 13 tc. oraz 29 kobiet, u ktérych poronienia
mialy miejsce zarowno w I, jak 1 w II trymestrze ciazy, ponizej 21 tc. Do badan zastosowano
tancuchowa reakcje polimerazy (PCR) oraz metod¢ polimorfizmu dlugosci fragmentéw
restrykcyjnych (RFLP).

W  przypadku polimorfizmu Arg353GIn genu czynnika VII krzepnigcia
zaobserwowano nizszg czesto$¢ wystgpowania genotypu heterozygotycznego Arg353/GIn353

w podgrupie kobiet z dwoma, a zwlaszcza w podgrupie pacjentek z co najmniej trzema
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poronieniami w poréwnaniu do grupy kontrolnej (odpowiednio: 21,1% vs. 13,2% vs. 23,9% w
grupie kontrolnej). Czgstos¢ wystepowania zmutowanego allela GIn353 byta wyraznie nizsza
w podgrupie kobiet z wystepowaniem co najmniej 3 poronien w poroéwnaniu do grupy kobiet
z nieobcigzonym wywiadem polozniczym (6,6% vs. 11,9%, p=0,12). Obserwowano nizsza
czesto$¢ wystepowania genotypu heterozygotycznego Arg353/GIn353 zarowno w podgrupie
kobiet z poronieniami w I trymestrze cigzy (19,5% vs. 23,9%, p=0,22), jak i w podgrupie
pacjentek z utratami cigz w I 1 Il trymestrze w porownaniu do grupy kontrolnej (17,2% vs.
23,9%, p=0,30). Ponadto zwraca uwage¢ wyraznie nizsza czgsto$¢ wystepowania
zmutowanego allela GIn353 w podgrupie pacjentek z wystepowaniem poronien zarowno w 1,
jak 1 w II trymestrze cigzy w poroOwnaniu do grupy kobiet z nieobcigzonym wywiadem
potozniczym (8,6% vs. 11,9%, p=0,31).

W trakcie analizy polimorfizmu -323P0/P10 genu czynnika VII krzepnigcia zwrdécono
uwage na nieco wyzszg czestos¢  wystgpowania  hiezmutowanego  genotypu
homozygotycznego -323P0/-323P0 (80,26% vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,25) oraz
nizszg czgstos¢ wystepowania genotypu heterozygotycznego -323P0/-323P10 w grupie
badanej (18,42% vs. 22,78% w grupie kontrolnej, p=0,20). Szczegbdlniec wyraznie rdznice te sa
widoczne w podgrupie pacjentek z wystepowaniem co najmniej 3 poronien (genotyp -323P0/-
323P0: 86,84% vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,12; genotyp -323P0/-323P10: 13,16%
vs. 22,78% w grupie kontrolnej, p=0,13). W tej podgrupie pacjentek zwraca roOwniez uwage
nizsza czg¢sto$¢ wystepowania zmutowanego allela -323P10 (6,58% vs. 11,94% w grupie
kontrolnej, p=0,12).

Odnotowano nieco wyzsza cze¢stos¢ wystepowania niezmutowanego genotypu -122TT
polimorfizmu -122T>C genu czynnika VII krzepniecia u wszystkich pacjentek z grupy
badanej (80,26% vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,25) oraz wyzsza czgsto$é genotypu
heterozygotycznego -122TC u kobiet z grupy z nieobcigzonym wywiadem potozniczym
(18,42% vs. 22,78% w grupie kontrolnej, p=0,20). Wérod pacjentek, u ktorych wystapilty co
najmniej 3 poronienia zaobserwowano wyzsza czesto$¢ wystepowania niezmutowanego
genotypu homozygotycznego -122TT (86,84% vs. 76,67% w grupie kontrolnej, p=0,12). Z
kolei genotyp heterozygotyczny -122TC wykazywat wyzsza frekwencje w grupie kontrolnej
(13,16% w grupie kobiet z co najmniej 3 poronieniami vs. 22,78% w grupie kontrolnej,
p=0,13). Czestos¢ wystepowania niezmutowanego allela -122T byta wyzsza w podgrupie
pacjentek z wystepowaniem co najmniej 3 poronien (93,42% vs. 88,06% w grupie kontrolnej,

p=0,12). Odwrotng sytuacje obserwowano dla zmutowanego allela -122C, ktéry czesciej
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wystepowal w grupie kobiet z nieobcigzonym wywiadem potozniczym (6,58% vs. 11,94% w
grupie kontrolnej, p=0,12).

Czgstos¢ wystepowania genotypu Hindll1 GG polimorfizmu Hindlll C>G genu PAI-1
w grupie kobiet z obcigzonym wywiadem polozniczym wynosita 25,7%, natomiast wsrdd
kobiet z grupy kontrolnej 20,0% (p=0,14). Zmutowany allel Hindlll G rowniez cze¢sciej byt
obserwowany w grupie pacjentek z wystgpowaniem poronien (45,7% vs. 42,2% w grupie
kontrolnej, p=0,20). W podgrupie pacjentek z 3 i wigcej poronieniami czgstos¢ wystepowania
zmutowanego genotypu homozygotycznego Hindlll GG byta wyraznie wyzsza niz w grupie
kontrolnej (31,6% vs. 20,0% w grupie kontrolnej, p=0,09). Podobng zaleznos¢ obserwowano
w przypadku zmutowanego allela Hindlll G, ktorego frekwencja rowniez byla wyzsza w tej
podgrupie (50,0% vs. 42,2% w grupie kontrolnej, p=0,13). Tendencja do czestszego
wystepowania zmutowanego genotypu Hindlll GG i zmutowanego allela Hindlll G byta
takze szczegdlnie wyrazna w podgrupie pacjentek, u ktorych poronienia miaty miejsce
zarowno w 1, jak i w II trymetrze cigzy (odpowiednio: genotyp Hindlll GG: 31,0% vs. 20,0%
w grupie kontrolnej, p=0,14; allel Hindlll G: 51,7% vs. 42,2% w grupie kontrolnej, p=0,11).

W przypadku polimorfizméw -675 4G/5G oraz -844G>A nie odnotowano istotnych
roznic w czgstoSci  wystgpowania poszczegOlnych genotypow 1 alleli pomiedzy

analizowanymi grupami kobiet.

Analiza otrzymanych wynikow pozwala wysuna¢ nastgpujace wnioski:

1. W pracy wskazano na prawdopodobng ochronng role zmutowanego allela GIn353
polimorfizmu Arg353GIn genu czynnika VII krzepniecia w stosunku do
wystepowania poronien nawracajacych w I oraz II trymestrze cigzy.

2. Wskazano na mozliwg protekcyjng role zmutowanego insercyjnego allela -323P10
polimorfizmu -323P0/P10 oraz zmutowanego allela -122C polimorfizmu -122T>C
genu czynnika VII krzepnigcia w stosunku do wystepowania poronien nawracajacych,
szczeg6lnie w podgrupie kobiet z co najmniej 3 utratami cigz.

3. W badaniu nie wykazano zwigzku polimorfizméow -675 4G/5G oraz -844G>A genu
PAI-1 z ryzykiem wystgpowania poronien nawracajacych.

4. Zmutowany allel Hindlll G oraz zmutowany genotyp homozygotyczny Hindlll GG
polimorfizmu Hindlll C>G genu PAI-1 prawdopodobnie zwickszaja ryzyko
wystgpowania poronien nawracajacych.

5. Ocena wspotwystepowania genotypow dodatkowo potwierdza mozliwe znaczenie
polimorfizméw Arg353GIn, -323P0/P10 i -122T>C genu czynnika VII krzepniecia
oraz Hindlll C>G genu PAI-1 w etiologii poronien nawracajacych.
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8. SUMMARY

Factor V Leiden, increased prothrombin concentration and changed thermolability of
methyltetrahydrofolate reductase are the most common and well documented reasons of
inherited thrombophilia, which is the risk factor of recurrent miscarriages. Some of the recent
studies has also focused on a possible correlation of genetic variants of coagulation factor VII
and plasminogen activator inhibitor (PAI-1) with an increased risk of recurrent pregnancy
loss.

The aim of the study was to evaluate the role of polymorphisms of factor VII gene
(Arg353GIn, -323P0/P10, -122T>C) and PAI-1 gene (-675 4G/5G, -844G>A, Hindlll C>G)
in the etiology of recurrent miscarriages. According to many nowadays studies those genetic
variants may result in inherited thrombophilia and be the risk factor of recurrent abortions. It
is worth remarking that most of these polymorphisms has been evaluated in correlation with
recurrent pregnancy loss for the first time in the presented study.

To the study group 152 women (mean age 30,16 + 3,82 years, range 21-45 years,
median 30 years) with a positive history of at least two pregnancy losses in the first and in the
second trimester were enrolled. The control group consisted of 180 women (mean age 29,46 +
4,26 years, range 19-42 years, median 29 years) with a positive history of at least one
uncomplicated pregnancy ended with a delivery at term and a negative history of
miscarriages. The study group has been divided twice. The first division concerned the
amount of abortions (114 women with two miscarriages and 38 women with at least three
miscarriages). And the second division concerned the trimester of pregnancy when the
abortion occurred (123 women with miscarriages in the first trimester, <13 gw. and 29 women
with misacrriages in the first and in the second trimester, <21 gw.). Genetic analysis was
performed with the use of polymerase chain reaction and restriction fragment length
polymorphism method (PCR/RFLP).

As to the Arg353GIn factor VII gene polymorphism lower frequency of heterozygotic
Arg353/GIn353 genotype in the subgroup of women with two miscarriages and especially in
the subgroup of women with at least three miscarriages in comparison to the control group
has been observed (respectively: 21,1% vs. 13,2% vs. 23,9% in the control group). The
frequency of mutated GIn353 allele was significantly lower in the subgroup of women with at
least three miscarriages (6,6% vs. 11,9% in the control group, p=0,12). There has been
observed lower frequency of Arg353/GIn353 genotype in the subgroup of women with

miscarriages in the first trimester (19,5% vs. 23,9%, p=0,22), as well as in the subgroup with
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pregnancy loss in the first and in the second trimester (17,2% vs. 23,9%, p=0,30) in
comparison to the control group. Moreover, lower frequency of mutated GIn353 allele in the
subgroup of women with pregnancy loss in the first and in the second trimester in comparison
to the control group has been noted (8,6% vs. 11,9%, p=0,31).

Analysis of -323P0/P10 factor VII gene polymorphism revealed slightly higher
frequency of homozygotic -323P0/-323P0 genotype (80,26% vs. 76,67% in the control group,
p=0,25) and lower frequency of heterozygotic -323P0/-323P10 genotype in the whole study
group (18,42% vs. 22,78% in the control group, p=0,20). Those differences were more
remarkable in the subgroup of women with at least three miscarriages (genotype -323P0/-
323P0: 86,84% vs. 76,67% in the control group, p=0,12; genotype -323P0/-323P10: 13,16%
vs. 22,78% in the control group, p=0,13). In this subgroup of women lower frequency of
mutated -323P0 allele has been noted (6,58% vs. 11,94% in the control group, p=0,12).

In the whole study group slightly higher frequency of homozygotic -122TT genotype
(80,26% vs. 76,67% in the control group, p=0,25) of -122T>C factor VII gene polymorphism
was observed. Moreover, -122TC genotype was more frequent in the control group (18,42%
vs. 22,78% in the control group, p=0,20). In the subgroup of women with three or more
miscarriages the frequency of homozygotic -122TT genotype was higher in comparison to the
control group (86,84% vs. 76,67% in the control group, p=0,12). And -122TC genotype was
more frequent in the control group (13,16% in the subgroup of women with at least three
miscarriages vs. 22,78% in the control group, p=0,13). The frequency of -122T allele was
higher in the subgroup of patients with three or more abortions (93,42% vs. 88,06% in the
control group, p=0,12). And mutated -122C allele was observed more frequently in the
control group in comparison to the subgroup of women with at least three miscarriages
(6,58% vs. 11,94% in the control group, p=0,12).

The frequency of Hindlll GG genotype of Hindlll C>G PAI-1 gene polymorphism in
the whole study group was 25,7% and in the control group — 20,0% (p=0,14). Mutated
Hindlll G allele was also observed more frequently in the whole study group (45,7% vs.
42,2% in the control group, p=0,20). In the subgroup of women with at least three abortions
the frequency of mutated homozygotic Hindlll GG genotype was visibly higher than in the
control group (31,6% vs. 20,0% in the control group, p=0,09). Similar correlation was
observed as to the mutated Hindlll G allele which was also noted more frequently in the
subgroup of women with three or more miscarriages (50,0% vs. 42,2% in the control group,
p=0,13). A tendency of higher frequency of mutated homozygotic Hindlll GG genotype and

mutated Hindlll G allele was also revealed in the subgroup of patients with miscarriages in
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the first and in the second trimester (realtively: Hindlll GG: 31,0% vs. 20,0% in the control
group, p=0,14; Hindlll G: 51,7% vs. 42,2% in the control group, p=0,11).

The study did not reveal any significant differences as to the frequency of genotypes
and alleles of -675 4G/5G and -844G>A PAI-1 gene polymorphisms in analyzed groups of

women.

Analysis of obtained results allows to state the following conclusions:

1. Obtained results suggest probable protective role of mutated GIn353 allele of
Arg353GIn factor VII gene polymorphism as to the risk of recurrent miscarriages in

the first and in the second trimester of pregnancy.

2. Presented study points out possible protective role of mutated -323P10 allele of
-323P0/P10 factor VII gene polymorphism and mutated -122C allele of -122T>C
factor VII gene polymorphism as to the occurrence of recurrent abortions, especially

in the subgroup of women with three or more pregnancy losses.

3. Performed analysis did not reveal any correlation of -675 4G/5G and -844G>A PAI-1

gene polymorphisms with the risk of recurrent miscarriages.

4. Mutated Hindlll G allele and mutated homozygotic Hindlll GG genotype of HindllI

C>G PAI-1 gene polymorphism probably increase the risk of recurrent abortions.

5. Evaluation of coexistence of analyzed genotypes additionally confirms possible role of
Arg353GIn, -323P0/P10 and -122T>C factor VII gene polymorphisms and Hindlll

C>G PAI-1 gene polymorphism in the etiology of recurrent miscarriages.
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zaburzen hemostazy mogacych by¢ przyczyng poronien nawracajacych [wg Salwa 2006].
Tabela 2. Charakterystyka porownawcza kobiet z grupy badanej i kontrolne;.
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Tabela 5. Sktad mieszaniny do reakcji PCR (podano stezenie wyjSciowe na 1 probke w plL).
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Tabela 7. Sktad mieszaniny do hydrolizy produktu PCR enzymem restrykcyjnym (podano
stgzenie wyjsciowe na 1 probke w pl).

Tabela 8. Wielkosci fragmentow po reakcji hydrolizy oraz zastosowane enzymy restrykcyjne.
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Tabela 13. Czgsto$¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu -323P0/P10 genu
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VII krzepnigcia w grupie kobiet z poronieniami oraz w grupie kontrolne;j.

Tabela 15. Czgsto$¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1
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Tabela 26. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu -122T>C genu czynnika
VII krzepnigcia w podgrupach kobiet z poronieniami w | oraz w I i Il trymestrze ciazy oraz w
grupie kontrolnej.
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122T>C genu czynnika VII pomigdzy badanymi grupami kobiet.

Tabela 43. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizméw Hindlll C>G genu PAI-1 oraz -
122T7>C genu czynnika VII pomigdzy badanymi grupami kobiet.

Tabela 44. Wspotwystepowanie genotypoéw polimorfizmow -323P0/10 oraz -122T>C genu
czynnika VIl pomigedzy badanymi grupami kobiet.

Tabela 45. Czestos¢ wystepowania w populacji ogdlnej prezentowanych powyzej
polimorfizméw genu czynnika VII.

Tabela 46. Badania potwierdzajace udziat analizowanych w pracy i innych polimorfizmoéw
genu czynnika VII krzepnigcia w rozwoju chorob o podlozu zakrzepowym.

Tabela 47. Badania dotyczace udzialu analizowanych w pracy polimorfizméw genu PAI-1 w
etiologii poronien nawracajacych.

Tabela 48. Badania dotyczace udzialu analizowanych w pracy polimorfizméw genu PAI-1 w
rozwoju chordb o podiozu zakrzepowym.
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Rycina 1. Przyczyny poronien nawracajacych.

Rycina 2. Podziat trombofilii na wrodzong i nabyta oraz jej najczestsze przyczyny.

Rycina 3. Schemat kaskady krzepnigcia z uwzglednieniem przyczyn trombofilii wrodzone;j.
Rycina 4. Schemat przedstawiajacy analizowane w pracy polimorfizmy genu czynnika VII
krzepniecia.

Rycina 5. Udzial inhibitora aktywatora plazminogenu (PAI-1) w uktadzie fibrynolizy [wg
Mtynarska i wsp., 2000 w modyfikacji wlasnej].

Rycina 6. Polimorfizm -675 4G/5G genu PAI-1.

Rycina 7. Schemat przedstawiajacy analizowane w pracy polimorfizmy genu PAI-1.

Rycina 8. Czgsto$¢ wystgpowania genotypoéw polimorfizmu Arg353GIn genu czynnika VII
krzepnigcia w grupie badanej 1 kontrolne;.

Rycina 9. Czesto$¢ wystgpowania alleli polimorfizmu Arg353GIn genu czynnika VII
krzepnigcia w grupie badanej 1 kontrolne;.

Rycina 10. Czgstos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu -323P0/P10 genu czynnika VII
krzepnigcia w grupie badanej 1 kontrolne;.

Rycina 11. Czestos¢ wystepowania alleli polimorfizmu -323P0/P10 genu czynnika VII
krzepnigcia w grupie badanej 1 kontrolne;.

Rycina 12. Czegsto$¢ wystepowania genotypow polimorfizmu -122T>C genu czynnika VII
krzepnigcia w grupie badanej i kontrolne;.

Rycina 13. Czgsto$¢ wystepowania alleli polimorfizmu -122T>C genu czynnika VII
krzepnigcia w grupie badanej 1 kontrolne;.

Rycina 14. Czestos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1 w
grupie badanej oraz kontrolnej.

Rycina 15. Czestos¢ wystgpowania alleli polimorfizmu -675 4G/5G genu PAI-1 w grupie
badanej oraz kontrolnej.

Rycina 16. Czestos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu Hindlll genu PAI-1 w grupie
badanej i kontrolne;j.

Rycina 17. Czestos¢ wystepowania alleli polimorfizmu Hindlll genu PAI-1 w grupie badanej
i kontrolne;j.

Rycina 18. Czestos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu -844G>A genu PAI-1 w grupie
badanej i kontrolne;j.

Rycina 19. Czesto$¢ wystepowania alleli polimorfizmu -844G>A genu PAI-1 w grupie
badanej i kontrolne;j.

Fotografia 1. Analiza genotypéw polimorfizmu Arg353GIn genu czynnika VII po hydrolizie
enzymem restrykcyjnym Mspl. Tor 1 marker wiclkosci (50 pz), tory 3, 4, 5, 8, 10
homozygoty niezmutowane Arg353/Arg353, tory 1, 6, heterozygoty Arg353/GIn353, tory 7, 9
homozygota zmutowana GIn353/GIn353.

Fotografia 2. Analiza genotypoéw polimorfizmu -323P0/P10 genu czynnika VII po hydrolizie
enzymem restrykcyjnym Ecol30I. Tor 1 marker wielkosci (50 pz), tory 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10
homozygoty niezmutowane -323P0/-323P0, tor 8 heterozygota -323P0/-323P10, tor 2
homozygota zmutowana -323P10/-323P10.

Fotografia 3. Analiza genotypow polimorfizmu -122T>C genu czynnika VIl po hydrolizie
enzymem restrykcyjnym Sdul. Tor 1 marker wielkosci (50 pz), tory 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10
homozygoty niezmutowane -122TT, tor 8 heterozygota -122TC, tor 2 homozygota zmutowana
-122CC.

Fotografia 4. Analiza genotypéw polimorfizmu -6754G/5G genu PAI-1 po hydrolizie
enzymem restrykcyjnym Bsll. Tor 1 marker wielkosci (50 pz), tory 5, 6 homozygoty
niezmutowane -675 4G/-675 4G, tory 3, 9, 10 heterozygoty -675 4G/-675 5G, tory 2, 4, 7 ,8
homozygota zmutowana -675 5G/-675 5G.
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Fotografia 5. Analiza genotypoéw polimorfizmu Hindlll genu PAI-1 po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Hindlll. Tor 1 marker wielkosci (50 pz), tory 3, 4, 6, 10 homozygoty
niezmutowane Hindlll CC, tory 2, 5, 8 heterozygoty Hindlll CG, tory 7, 9 homozygota
zmutowana Hindlll GG.

Fotografia 6. Analiza genotypéw polimorfizmu -844G>A genu PAI-1 po hydrolizie
enzymem restrykcyjnym Xhol. Tor 1 marker wielkosci (50 pz), tor 3 homozygota
niezmutowana -844GG, tory 2, 4, 6 ,8 heterozygoty -844GA, tory 5, 7, 9 homozygoty
zmutowane -844GG.
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