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SUMMARY

FOLATE AND METHIONINE CYCLE GENES MUTATION IN THE WOMEN WITH OF RECURRENT PREGNANCY LOSS
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Background: Pathogenesis in recurrent pregnancy loss (RLP) is complex and involves the interaction of multiple
genetic and environmental factors. Is supposed that genetic polymorphisms in MTHFR (C677T and A1298C), MTR
(A2756G) and MTRR (G66A) genes may be associated with the risk of recurrent pregnancy loss. In this study, we aimed
to investigate the association between the polymorphism of MTHFR, MTR, MTRR genes and the pregnancy loss.
Methods: In this study we determined the genotypic frequencies of the MTHFR, MTR, MTRR gene polymorphisms in a
sample of 274 women from Moldova, 166 with 2 and more miscarriages and 108 without history of miscarriages, with
2 healthy births. The genomic DNA was extracted from the peripheral blood collected on EDTA. The methods used to
study polymorphisms were PCR and PCR-RFLP. Statistical analysis was performed using www.gen-exp.ru site.
Results: The results of this study showed that women with recurrent pregnancy loss have a higher proportion of the
MTHFR677TT, MTHFR 677CT, MTR2756AG, MTRR66GG genotype compared with the control group, does not
present significant differences between the study group and control (p>0.05). The test Hardy-Weinberg was applied for
the control and research group.
Have been established no statistically significant differences (p>0.05) between the observed and theoretically expected
genotypic frequencies for MTHFRCG677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G polymorphisms, but for MTRR G664
polymorphism have found the Hardy-Weinberg disequilibrium in control and research groups (y*=22.81, p=0.000,
respectively y’=28.31, p=0.000).
Conclusion: Our study revealed the role of folate and methionine cycle genes polymorphisms (MTHFR, MTR, MTRR)
in the etiology of recurrent pregnancy loss showed no correlation between the results obtained from the two groups
(<5, p>0.05), but the risk of pregnancy loss is higher for women carrying MTR 2756AG genotype, OR=1.38, 95% CI
[0.81-2.34], as well as MTRR 6644 genotype (OR=1.19, 95% CI [0.21-6.59]).

PE3IOME

HAPYHIEHUE B 'EHAX ®OJATHOI'O U METUOHMHOBOI'O HUKJIA Y )KEHIIIUH C IPUBbIYHBIM
HEBBIHAIIMBAHUEM BEPEMEHHOCTH

Knroueswie cnosa: MTHFR cen, MTR 2en, MTRR 2en, nonumopghusm, HegvblHAwUBAHUE OepeMeHHOCMU.
Axmyanvnocmyv: I[lamoeene3 npugvluHo2o HegviHawusanus oOepemennocmu (IIHB) cnooicneiti u  exirouaem
83aumooelicmeue HecKONbKUX 2eHemuyeckux u sKonoeuveckux gakmopos. Ilpeononazaemcs, umo eeHemuuecKue
nonumopusmsi 8 cenax MTHFR (C677Tu A1298C), MTR (A2756G) u MTRR (G66A4) mozym 6bims ces3aHbl ¢ pUCKOM
IIHF. B smom uccnedosanuu, Mbl U3yuamu Kopperayuu mexncoy smumu norumopgusmamu u I1HE.

Memoowt: Onpeoensinucey cenHomunuyeckue yacmomot noaumop@uvix cenoe MTHFR, MTR, MTRR y 274 owcenwun u3
Monooewi, uz komopwix 166 sncenwun ¢ 08yms u > nomepsamu u 108 6e3 nomeps ¢ 2 nopmanvhvimu pooamu. I enomuyro
JHK skcmpazuposanu u3 nepugepuyeckoi Kposu. Buliu UCHOIb308aHbL CLe0VIOuUe MOLEKVISPHO-2eHeMUYecKie
memoovt: PCR u PCR-RLFP. Cmamucmuueckas 00pabomka ¢ ucnoib308aHuem cauma www.gen-exp.ri.
Pezynomamut: Pesynvmamel 0aHHO20 UCCIE008AHUS NOKA3AAU, YMO HCEHWUHbL C NPUBLIYHBIM  HEBbIHAWUBAHUEM
umerom bonee gvicoxyio oono MTHFR677TT, MTHFR 677CT, MTR 2756AG, MTRR 66GG cenomuna no cpagueHuio
C KOHMPONbHOU 2PYNNoU, HO OAdHHble GelUYUHbI He SAGIAImcs cmamucmuyecku 3Hauumvivu (p>0,05). Tecm
Xapou-Baiinbepea bvin npogedén 6 epynne ucciedyemoll u KOHMPOIbHOU epynne u npu CPasHeHuu Habiroodembix
2eHOMunuYeckux yacmom u meopemuyecku oxcudaemvim 011 MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G, ne
ObL10 8bIABIEHO cMamMucmuyecku sHavumelx pazuduti (p>0,05), no 0na nonumopgusma MTRR G664 nabnooanoce
cmamucmuyecKku 3HaYuMoe OmKIoHe e om pacnpedenerus Xapou-Batinbepea 8 ucciedyemoti u KOHMpOoabHOU pynne
(’=22,81, p=0,000, coomeéemcmesenno y’=28,31, p=0,000).

Bu1600b1: Hccnedosanue He 8bIABULO CYUECMBEHHBIX PAZTUYULL MENHCOY YACOMAMU 2eHOMUNO8 8 08YX UCCAe0YeMbIX
epynnax (’°<5, p>0,05), no puck ITHF svuwe 6 1,5 paza ons scenupun, necyuux MTR 2756AG cenomun, OR=1.38, 95%
CI [0.81-2.34], a maxoice necywux MTRR 66A4A eenomun (OR=1.19, 95% CI [0.21-6.59])
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Introducere. Pierderea reproductivd constituie una
din componentele importante ale esecului reproductiv la
specia umand. Literatura de specialitate, arata ca intre 40
si 60% cazuri, cu toate investigatiile efectuate, aceasta
maladie este declaratd, in final, idiopatica. In acest con-
text, cercetarea medicala isi indreaptd atentia, in ultimii
ani, spre diverse mecanisme care ar putea sd conduca la
elucidarea cauzelor pierderilor reproductive. Unele din
aceste mecanisme vizeaza dezvoltarea si functionarea pla-
centei, vascularizatia acesteia, sau alterarea altor procese
fiziologice si moleculare care pot influenta in sens negativ
dezvoltarea produsului de conceptie [7].

La nivel molecular, se studiaza metabolismul folatilor
si al homocisteinei, fiind conditionate nu doar de aportul
extern de folati, dar aflindu-se si sub influenta modului in
care functioneaza o serie de proteine §i enzime implicate,
expresia genelor ce codifica aceste proteine este subiect
important de studiu. Variantele alelice ale unor gene ce
codificd compusi implicati in metabolismul folatilor si
homocisteinei au fost cercetate, in incercarea de a gasi
eventualii factori de risc genetici ce se pot asocia cu pier-
deri de sarcina. Cu acest scop, in populatia din Republica
Moldova, se cerceteaza polimorfismele genelor MTHFR
(C677T $i A1298C), MTR (A2756G) si MTRR (G66A4).

Metilentetrahidrofolat reductaza (MTHFR) este o
enzima care catalizeaza reducerea 5,10-metilenetetrahi-
drofolatului la 5-metilenetetrahidrofolat, un cofactor in
remetilarea homocisteinei la metionina [3]. S-a demon-
strat cd purtatorii genotipului 6777T au o activitate en-
zimaticd de 30%, comparativ cu genotipul 677CC, iar
heterozigotii compusi (677CT+12984C) au o activitate
enzimaticad de 65% din activitatea normald a enzimei [1].
Variantele genotipice ale MTHFR A1298C determind o
scadere a activitatii enzimatice mai pronuntata la genoti-
pul homozigot (C/C) decat la cel heterozigot (4/C) [10].

Metionin sintaza (MTR) catalizeazd reactia de re-
metilare a homocisteinei la metionind, esentiald pentru
mentinerea intracelulard a metioninei si a concentratiilor
normale de homocisteina [5].

Metionin-sintaza-reductaza (MTRR) catalizeaza re-
generarea metilcobalaminei, un cofactor pentru MTR.

Astfel, activitatea MTR este intretinutd de catre MTRR.
Polimorfismele genelor MTR (42756G) si MTRR
(G66A) determina nivelul de homocisteina si hipometi-
larea ADN-ul [4]. Deci formele mutante si heterozigote
ale acestor gene sunt asociate cu risc crescut de a dez-
volta hiperhomocisteinemie si anumite complicatii ale
sarcinii ce includ anomalii cromozomiale, malformatii
congenitale, pierderi recurente de sarcina, afectiuni ale
placentei si preeclampsia [3, 11]. Mai mult, pe langa
consecintele asupra embrionului sau fatului, se pot ob-
serva si fenomenele tromboembolice survenite tardiv in
sarcind si chiar in perioada post-partum [11].

Scopul lucrarii: Studierea rolului polimorfismelor
genelor ciclului folat si metioninei (MTHFR, MTR,
MTRR) 1n etiologia pierderilor reproductive la femei din
Republica Moldova.

Materiale si metode

Grupuri de studiu. Cercetarea actuala a fost realizata
ca un studiu observational de tip caz control, la care
au participat 274 de femei. Participantele la studiu au
fost recrutate din randul pacientelor care s-au prezentat
pentru consult, investigatii si sfat genetic in Laboratorul
de Geneticd Moleculard Umana, in cadrul Institutului
Mamei si Copilului, intre 2011-2014, precum si femei
recrutate pe baza de voluntariat din populatia generala.
Cele 274 de femei, majoritatea moldovence, cu vartsta
medie de 32 ani, au fost impartite in doud loturi: 166
de femei au constituit lotul de paciente - femei de
varsta fertila, cu cel putin 2 pierderi de reproducere in
antecedente si 108 femei ce au avut cel putin 2 sarcini
normale, fara antecedente de avort au constituit lotul de
control. Au fost colectate probe de sange periferic (2.5
ml/proba) de la ambele grupuri, din care a fost extras
ADN-ul genomic.

PCR-RFLP. Polimorfismul genelor MTHFR (C677T
si A1298C), MTR (42756G) si MTRR (G66A4) a fost
determinat prin reactia de polimerizare in lant, efectuata
in amplificatorul Eppendorf MastercyclerPro, utilizand
anumite programe de amplificare (tabelul 1), urmata de
restrictia fragmentelor (PCR-RFLP).

Tabelul 1
Secventa primerilor utilizati in cercetare
Denumirea . Temperatura | Enzima de
Nr. .. Secventa primerilor .. .
mutatiei de aliniere restrictie

1 |MTHFR(C677T)

5’-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’ 60°C Hinfl

R: 5’-AGGCGGTGCGGTGAGAGTTG-3’

5’-CTTTGCGGAGCTGAAGGACTACTAC-3* |61°C

2 |MTHFR (A1298C) Mboll
R: 5°-CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG-3’
F: 5-GGTGCCAGGTATACAGTGACTCT-3’
3 |MTR(A2756G) : 58°C Haelll
5" GATCCAAAGCCTTTTACACTCCTC-3’
F: 5-AAGGCCATCGCAGAAGACAT-3’
4 |MTRR(G66A) R:5- 580C Ndel

CACTTCCCAACCAAAATTCTTCAA-3’




Polimorfismul C677T a fost determinat utilizand
enzima de restrictie Hinfl (Thermo scientific), iar
mutatia 4/298C a fost determinatd prin digestie cu
enzima de restrictie Mboll (Thermo scientific). Reactiile
are loc la temperatura de 37°C timp de 12 ore, dupi
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care se efectucaza electroforeza pentru vizualizarea
rezultatelor (figura 1, A si B). Polimorfismele in genele
MTR(A2756G) si MTRR(G66A4) au fost identificate in
urma restrictiei cu enzimele Haelll si Ndel (Thermo
scientific). In urma electroforezei se observa benzi de
diferita lungime (figura 1, C si D).

Figura 1. Electroforeogramele analizei polimorfismelor genelor MTHFR, MTR, MTRR.

Figura - 1A (MTHFR
C677T)

Figura - 1B (MTHFR
A1298C)

M — marker O'GeneRuler
DNA Ladder, 100-1000
bp (Thermo scientific);
677CC-1,2,3,5 (197 pb);
677CT-4 (175 pb si 197
pb);

M — marker O'GeneRuler
DNA Ladder, 100-1000
bp (Thermo scientific);

1298AA-5, 7 (30, 56pb)

1298AC-2, 3, 4, 6 (30,

56, 80pb)

677TT-(175pb). 1298CC-1 (30 si 80pb)

Analize statistice. Genotipurile au fost introduse
intr-o baza de date de tip Excel. Frecventele genotipice
au fost calculate pentru ambele grupuri si testul y* a fost
aplicat pentru a stabili daca distributia genotipurilor este
in echilibru Hardy-Weinberg. S-a calculate riscul relativ -
odds ratio (OR), pentru un interval de confidenta de 95%.
Rezultatele au fost considerate statistic semnificative la o
valoare p<0,05. Calculele statistice au fost efectuate cu
ajutorul calculatorului online gen-exp.ru.

Rezultate si discutii. Ciclul acidului folic reprezintd o
cascada de procese reglate de enzime care au drept coenzime
derivati ai acidului folic. Elementul principal al acestor
procese este sinteza metioninei din homocisteina [2].

Aceasta se realizeazd in procesul conversiei
folatilor: din 5,10-metilenetetrahidrofolat la
S-metilenetetrahidrofolat, care detine gruparea metil
necesard conversiei homocisteinei in metionina.
Restabilirea folatilor are loc cu participarea enzimei
metilentetrahidrofolat-reductaza (MTHFR). Gruparea
metil este transferatd vitaminei B12 care o cedeaza la
randul sdu homocisteinei cu formarea metioninei prin
participarea enzimei metionin-sintaza (MTR), activitatea
careia depinde de metilarea cu ajutorul metionin-
sintazei-reductazei (MTRR) [9].

La indivizii sanatosi, nivelul homocisteinei in plasma
si metabolismul ei sunt reglate de diferiti factori ai
mediului si genetici, care determind cresterea nivelului
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Figura - 1D
(MTR A2756G)

Figura - 1C (MTRR
G66A)

M — marker O'GeneRuler
DNA Ladder, 100-1000 bp

(Thermo scientific);
2756AA-1, 2, 3 (420, 83
pb)

2756GA-4 (420, 268, 152,

M — marker O'GeneRuler
DNA Ladder, 100-1000
bp (Thermo scientific);

66AA-(145 pb)

66AG-1,2,4,5,6,7 (122,

145 pb)

83pb) 66GG-(122 pb)

de homocisteind [8]. Variantele genetice ale genelor
implicate in metabolismul folatului i homocisteinei pot
actiona ca factori predispusi in dezvoltarea anormala a
fatului si in pierderi reproductive [6].

Astfel, aceste gene (MTHFR, MTR, MTRR) au
fost cercetate la populatia Republicii Moldova. Se
observd dominarea genotipului heterozigot al genei
MTHFR (MTHFR 677CT) in grupul de cercetare
(52%) comparativ cu grupul control (47%), (OR=0.83,
95%CI=0.51-1.35), precum si genotipul MTHFR
677TT, cu o frecventa de 10% in grupul pacientelor si
de 8% la femei sanatoase (OR=0.85, 95%CI=0.36-2.00).
Diferente observam si in cazul genei MTR, al cérei
genotip heterozigot (MTR 2756AG) predomina in grupul
pacientelor (OR=1.38, 95%CI=0.81-2.34) (tabelul 2). in
ceea ce priveste formele normale ale genelor, purtétorii
genotipului MTHFR 129844 domina in randul femeilor
cu pierderi reproductive (50%), comparativ cu femeile
sandtoase (45%) (OR=1.20, 95%CI=0.73-1.99), la fel si
in cazul genotipului MTRR 66GG (25% femei din grupul
de cercetare si 19% femei din grupul control), (OR=1.36,
95%CI1=0.74-2.52) (tabelul 2). Dar se constatad cd nu
existd diferente statistic semnificative intre distributia
tuturor polimorfismelor in grupurile control si de
cercetare (p>0.05), probabil, din cauza grupurilor mici
incluse in cercetare.



Tabelul 2.

Distributia polimorfismului in grupul control si cel de cercetare

Grupul de
Genotip cerfetare Grupul control ¥ P OR
N=166 % N=108 % v | df OR 95% Cl

MTHEFR 677CC 64 38 48 44 1.28 0.78-2.08
MTHFR 677CT 86 52 51 47 095 | 2 0.62 0.83 0.51-1.35
MTHFR 677TT 16 10 9 8 0.85 0.36-2.00
MTHFR 1298AA 83 50 44 45 1.20 0.73-1.99
MTHFR 1298AC 73 44 46 42 0.57 | 2 0.75 0.87 0.53-1.44
MTHFR 1298CC 10 6 7 7 0.82 0.30-2.24
MTR 2756 AA 102 61 69 67 0.79 0.47-1.32
MTR 2756 AG 60 36 30 29 1.71 | 2 0.43 1.38 0.81-2.34
MTR 2756GG 4 2 4 4 0.61 0.15-2.50
MTRR 66GG 41 25 19 19 1.36 0.74-2.52
MTRR 66GA 121 73 77 79 1.07 | 2 0.59 0.73 0.41-1.32
MTRR 66AA 4 2 2 2 1.19 0.21-6.59

Distributia polimorfismului genei MTHFR
La nivelul genei MTHFR au fost studiate 2
polimorfisme: C677T si AI1298C. Fiecare a fost supus

inregistrate in tabelele 3 si 4. Datele obtinute au fost
comparate cu cele teoretic asteptate, iar deviatia statistic
semnificativad de la echilibrul Hardy-Weinberg nu a fost

testului Hardy-Weinberg, rezultatele caruia sunt inregistrata (<5, p>0.05).
Tabelul 3 Tabelul 4
Testul Hardy-Weinberg pentru grupul Testul Hardy-Weinberg pentru grupul
control si de cercetare pentru gena MTHFR control si de cercetare pentru gena MTHFR
Genotip Control | HWE | 2 P Genotip Control | HWE | 72 P
MTHEFR 677CC 0.444 0.463 MTHFR 1298AA | 0.454 0.477
MTHFR 677CT 0.472 0.435 | 0.40 | 0.53 MTHFR 1298AC | 0.474 0.427 | 0.58 | 0.45
MTHEFR 677TT 0.083 0.102 MTHFR 1298CC 0.072 0.096
Genotip Cercetare | HWE | 2 P Genotip Cercetare | HWE | 2 P
MTHEFR 677CC 0.386 0.415 MTHEFR 1298AA | 0.500 0.518
MTHEFR 677CT 0.518 0.458 | 1.48 | 0.22 MTHFR 1298AC | 0.440 0.403 | 0.70 | 0.40
MTHFR 677TT 0.096 0.126 MTHFR 1298CC 0.060 0.078

Distributia polimorfismului genelor MTR si MTRR

La compararea repartitiei frecventei genotipurilor ob-
servate si celor teoretic asteptate, in cazul polimorfis-
mului MTR A2756G, nu s-a elucidat o deviatie statistic
semnificativd de la echilibrul Hardy-Weinberg pentru
grupul control si de cercetare (¥>=0.01, p=0.91 si respec-
tiv y>=1.18, p=0.28) (tabelul 5). Frecventa genotipica
a polimorfismului genei MTRR in grupul control este:
Tabelul 5

Testul Hardy-Weinberg pentru grupul

control si de cercetare pentru gena MTR A2756G

pA(GG)=0.194, 2pq(GA)=0.786, q*(AA)=0.020. Aceste
date sunt diferite de cele teoretic asteptate, provocand
o deviatie statistic semnificativa de la echilibrul Hardy-
Weinberg (y>=22.81, p=0.000). in grupul de cercetare,
la fel, se constata diferente statistic semnificative intre
frecventa genotipicd observata si cea teoretic asteptata
(x*=28.31, p=0.000) (tabelul 6).

Tabelul 6
Testul Hardy-Weinberg pentru grupul
control si de cercetare pentru gena MTRR

Genotip Control | HWE | 92 P Genotip Control | HWE e P
MTR 2756AA 0.670 0.665 MTRR 66GG 0.194 0.344
MTR 2756AG 0.291 0.301 | 0.01 | 0.91 MTRR 66GA 0.786 0.485 |22.81 | 0.000
MTR 2756GG 0.039 0.034 MTRR 66AA 0.020 0.171

Genotip Cercetare | HWE | 2 P Genotip Cercetare| HWE e P
MTR 2756AA 0.614 0.632 MTRR 66GG 0.247 0.374
MTR 2756AG 0.361 0.326 | 1.18 | 0.28 MTRR 66GA 0.729 0.475 |28.31 |0.0000
MTR 2756GG 0.024 0.042 MTRR 66AA 0.024 0.151
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Cercetarea  noastra a  demonstrat  rolul
polimorfismelor genelor ciclului folat si metioninic
(MTHFR, MTR, MTRR) in etiologia pierderilor
reproductive la femei din Republica Moldova. Rezultatele
aratd ca genele ciclului metioninic (MTR, MTRR) au
0 asociere mai pronuntatd cu pierderea de sarcind, in
special genotipul heterozigot MTR 2756AG si cel mutant
MTRR 66A4A. Aceste polimorfisme determina nivelul de
homocisteind si hipometilarea ADN-ului, fiind asociate
cu risc crescut de a dezvolta hiperhomocisteinemie si
anumite complicatii ale sarcinii.

Concluzii
1. Rezultatele cercetarii au demonstrat ca distributia

polimorfismelor MTHFR C677T, MTHFR A1298C,
MTR A2756G, MTRR G664 in grupul control si in
randul pacientilor nu a prezentat diferente statistic
semnificative (p>0.05).

2. A fost aplicat testul Hardy-Weinberg pentru grupul
control si de cercetare. La compararea frecventelor
genotipice observate si cele teoretic asteptate pentru
polimorfismele MTHFR C677T, MTHFR A1298C,
MTR A2756G, nu s-au observat diferente statistic
semnificative (p>0.05). In cazul polimorfismului
MTRR G664, frecventele genotipice observate si
cele teoretic asteptate deviaza de la echilibrul Hardy-
Weinberg pentru grupul control si cel de cercetare
(x*=22.81, p=0.000 si respectiv ¥>=28.31, p=0.000).

3. Nu a fost stabilitd asocierea polimorfismelor gene-
lor MTHFR, MTR, MTRR cu pierderile reproductive
(¥*<5, p>0.05), dar riscul este mai mare pentru femei
purtatoare a genotipului MTR AG, OR=1.38, 95%CI
[0.81-2.34], precum si a genotipului MTRR 66A4A
(OR=1.19, 95%CI [0.21-6.59]), insd rezultatele nu
sunt statistic semnificative.
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