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Rezumat

Homocisteina este un aminoacid care contine sulf si este un produs intermediar derivat din metabolismul metioninei. Metilentetrahidrofolat reductaza
(MTHFR) este 0 enzima cheie implicata in metabolismul folatului si catalizeaza conversia 5,10-metilentetrahidrofolat in 5 — metilterahidrofolat, transferand
grupul metil pentru remetilarea homocisteineiin metionind. Homocisteina si polimorfismul MTHFR C677T suntimplicate in dezvoltarea si aparitia patologiilor
obstetricale, legate de insuficienta placentard, precum: preeclampsia, pierderea recurenta a sarcinii, nagterea prematur, restrictia de cregtere intrauterind
a fatului si decolarea de placentd normal inseratd. Scopul acestui studiu a fost de a evalua concentratia sericd totald de homocisteina si polimorfismele
genei MTHFR la femeile cu avort spontan recurent. Cercetarea reprezinta un studiu descriptiv transversal si inclus 50 de femei care au prezentat cel putin
2 avorturi spontane consecutive in antecedente. Homocisteina sericd totald a fost determinatd prin metoda chemiluminiscentd si polimorfismele genetice
MTHFR C677T si MTHFR A1298C au fost evaluate. Pentru detectarea genotipurilor MTHFR C677T si MTHFR A1298( s-au realizat reactiile PCR/RFLP (reactie
de polimerizare in lant si pollmorﬁsmul lungimii fragmentelor de restrictie). La 25 paciente (50,0%, I, : 36,15 — 63,85) s-au determinat valori semnificativ
crescute ale homocisteinei serice totale. Genotiparea polimorfismelor MTHFR C677T si MTHFR A1298C releva faptul ca 24 paciente (48,0% II :34,16-61,84)
sunt heterozigote 677CT si 7 paciente (14,0% Il, - 4,39 — 23,61) sunt homozigote 677TT, 25 paciente (50,0% II 236,15 —63,85) sunt heterongote 1298ACsi
5 paciente (10,0%11_: 1,69 18,31) sunt homongote 1298(C. Incidenta hiperhomocisteinemiei a fost cea mai are la pacientele cu genotipul 677TT MTHFR
(23,64+2,56 umol/f)sln comparatie cu pacientele cu polimorfismul 677CC (11,81+1,43 pmol/1) (p <0.001).

Summary

Homocysteine is a sulfur-containing intermediate product in the normal metabolism of methionine. Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) is
an important enzyme in the metabolism of folic acid and converts 5,10-methylenetetrahydrofolate into 5-methyltetrahydrofolate, providing a methyl
group for conversion of homocysteine into methionine. Homocysteine and polymorphism MTHFR (677T are associated with an increased risk of a placental
vasculopathy, which in turn is related to preeclampsia, recurrent early pregnancy loss, premature delivery, low birth weight, and placental abruption
or infarction. The purpose of the study was to evaluate maternal homocysteine concentration and MTHFR polymorphisms in women with recurrent
miscarriages. This study has a cross-sectional design and included 50 women who had experienced the loss of at least two consecutive pregnancies. The
level of the total serum homocysteine was measured via the chemiluminescent method and C677T and A1298C polymorphisms of the MTHFR gene was
evaluated. The polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method was applied to detect the MTHFR C677T and
MTHFR A1298C genotypes. We found that 25 patients (50,0%, 95%Cl 36,15 — 63,85) had significantly high total serum homocysteine values. The genotype
and allele frequencies of the (677T and A1298C polymorphisms of MTHFR gene were analyzed: 24 patients were heterozygous for 677CT (48,0%, 95%Cl
34,16 — 61,84) and 7 patients were homozygous for 677TT (14,0%, 95%CI 4,39 — 23,61), 25 patients were heterozygous for 1298 AC (50,0%, 95%CI 36,15
—63,85) and 5 patients 11 were homozygous for 1298CC (10,0%, 95%Cl 1,69 — 18,31). Women homozygous for the 677T allele had significantly increased
fasting total serum homocysteine (23,64+2,56 pmol/l), compared with women homozygous for the wild-type allele 677C(11,81+1,43 umol/I) (p <0.001).

Introducere

Pierderea sarcinii reprezinta o afectiune multifactoriala,
cauzatd de diferiti factori, printre care mutatii genice, anomaliile
structurale ale uterului, varsta mamei, infectiile genitale, etc
[12]. In ultimii ani, detectia mutatiilor trombofilice a castigat
unul dintre locurile fruntase printre factorii de risc raspunzétori
de pierderile recurente de sarcini. In literatura de specialitate
exista lucrdri care sugereazd o strdnsd interrelatie intre
trombofiliile ereditare si pierderile recurente de sarcind [4].

Studii mai recente au evidentiat ca o serie de patologii
obstetricale, inclusiv pierderea recurentd de sarcind, sunt
conditionate de mutatii ereditare si polimorfisme cu potential
trombofilic, reprezentate prin hiperhomocisteinemie [23].
Implicatia homocisteinei in patologia vasculara a fost dovedita
in numeroase studii [6,8,16]. Exista dovezi circumstantiale

relevante care sugereaza cd concentratiile sporite dehomocisteina
conduc la disfunctia endoteliald, mediaté prin stresul oxidativ, §i
lezarea endoteliului, urmaté de activare plachetara si formare de
trombus [10,17]. In timpul sarcinii dereglarile de microcirculatie
afecteazd functia placentard [17,24].

Hiperhomocisteinemia este implicatd in dezvoltarea si
aparitiapatologiilor obstetricale,legate deinsuficienta placentara,
precum: preeclampsia, restrictia de crestere intrauterina a fatului,
avortul spontan, pierderea recurentd a sarcinii, decolarea de
placentd normal inseratd si nasterea prematura [1,3,7,9,18,24].
Acumularea homocisteinei in circulatie este generatd de
polimorfismul genei metilentetrahidrofolat reductazei MTHFR
[3,7,8].

Schimbarea Cin T'la pozitia 677 nucleotidicd a genei MTHFR
afost intensiv studiata, consecintele sale clinice fiind dependente
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de starea folatului, pe cind al doilea polimorfism - schimbarea
A in Cin pozitia 1298 nucleotidici este mai putin clar conturata
[19]. Este relevant faptul cé starea de heterozigot compus pentru
C677T si A1298C se asociaza cu activitate enzimaticd redusa,
nivel ridicat de homocisteind si concentratii plasmatice scazute
de folati [18]. Statutul heterozigot combinat 677CT / 1298AC
are un impact clinic similar ca statutul homozigot compus
C677T, fapt confirmat in cercetérile efectuate de catre Chango si
colab. si Chen si colab. [19].

Polimorfismele la nivelul genei MTHFR afecteazd
metabolismul homocisteinei si reprezinta factori de risc
independenti pentru avort spontan [4].

Studiile efectuate de Lissak si colab. si Durnwald si colab.
raporteazi asocierea polimorfismului homozigot mutant C677T
MTHEFR sinivelul scdzut al folatului seric, hiperhomocisteinemie
si avort precoce [21]. Mtiraoui si colab. au demonstrat ca statul
homozigot pentru polimorfismlele C677T si A1298C ale genei
MTHER reprezinta factori de risc pentru pierderea recurenta a
sarcinii, indiferent de concentratia serica a homocisteinei [19].

Scopul lucririi
Evaluarea nivelui seric al homocisteinei si polimorfismelor
la nivelul genei MTHEFR la femeile cu avort spontan recurent.

Materiale si metode

Studiul actual a fost realizat ca un studiu descriptiv, de tip
transversal, la care au participat 50 de femei cu pierderi spontane
de sarcind. Au fost recrutate doar paciente care prezentau
cel putin 2 avorturi spontane consecutive in antecedente.
Programul de examinare a inclus: anchetarea, determinarea
sericd a homocisteinei si efectuarea testelor molecular genetice
cu identificarea polimorfismelor MTHFR C677T si MTHFR
A1298C.

Homocisteina serica totald a fost determinatd prin metoda
chemiluminiscenta. Specimen recoltat: singe venos, recoltat
dimineata, in conditii ,,a jeun” — pe neméncate.

ADN-ul genomic a fost extras dupa kituri specializate
(GeneJet Whole Blood Genomic DNA purification Mini Kit,
Fermentas) din leucocitele sangelui periferic. Pentru testarea
geneticd a polimorfismelor MTHFR C677T, MTHFR A1298C
s-au realizat reactiile PCR/RFLP (reactie de polimerizare in
lant si polimorfismul lungimii fragmentelor de resctrictie).
ADN-ul genomic a fost amplificat utilizind polimeraza
Dream Taq (,Fermentas” USA), la termociclul , Tprofessional
Basic 96” (Biometra, Germania). Conditiile reactiei sunt
similare pentru toate polimorfismele cu exceptia temperaturii
de aliniere a primelor: 60.4°C pentru MTHFR C677T, 61°C
pentru MTHFR A1298C. Ampliconii au fost supusi restrictiei
timp de 3 ore la 37°C cu enzimele de restrictie specifice pentru
fiecare polimorfism: Hinf 1 pentru MTHFR C677T, Mbo II
pentru MTHFR A1298C. Verificarea produsilor de restrictie
s-a efectuat prin electroforezd in gel de PAAG (poliacrilamidd)
cu concentratia de 7,5% - sub conditiile: 200 V timp de 3 ore.
Gelul a fost colorat cu solutie de etidiu. Iar rezultatele au fost
vizualizate la sistemul UV SOLO (Germania).

Rezultatele obtinute au fost prelucrate matematico-statistic
prin intermediul aplicatiei Excel (din pachetul Microsoft Office
2010) si online, cu aplicatia OpenEpi v.2.3.1. [20]. Semnificatia
statisticd pentru valorile relative a fost stabilitd prin intervalul
de incredere (II) pentru 95%. Semnificatia statisticd pentru
comparatia valorilor medii a fost apreciatd prin calcularea

testului de semnificatie (t — Student) si pragul de semnificatie

(p).

Rezultatele si discutii

Valorile individuale ale homocisteinei inregistrate in lotul
de studiu s-au incadrat in limitele 2,19 - 34,7 umol/l. Valoarea
medie a nivelului seric de homocisteind totala a fost de 13,36+1,0
umol/L. Analiza nivelului homocisteinei totale a aratat ca la 25
paciente (50,0% 1195: 36,15 - 63,85) valorile homocisteinei se
incadreaza in limitele normale. Valoarea serica a homocisteinei
ce depasea 12 pmol/l s-a intélnit, de asemenea, la 25 paciente
(50,0% 1195: 36,15 - 63,85). Dintre acestea, 23 paciente (46,0%
1195: 32,19 - 59,81) au avut concentratia homocisteinei totale
cuprinsa intre 12-30 umol/l si 2 paciente (4,0% I195: -1,43 -
9,43) au avut concentratia homocisteinei totale > 30 pmol/l. Nu
a fost inregistrat nici un caz de hiperhomocisteinemie severa.

Rezultatele noastre sustin sursele de literaturd, precum cé
hiperhomocisteinemia usoara si moderati este frecvent asociaté
defectelor vitaminice si genetice, implicind mutatii la nivelul
genei MTHEFR, iar forma severa este asociata homocistinuriei
sau bolilor congenitale severe [13]. Vollset si colab. sugereaza ca
nivelul plasmatic al homocisteinei >10 umol/l este responsabil
de aparitia complicatiilor in sarcind. Iar perfuzia placentara
alterata din cauza hiperhomocisteinemiei produce efecte
negative asupra sarcinii [22].

Genotiparea polimorfismului MTHFR C677T releva faptul
ca 19 paciente (38,0% II: 24,55 - 51,45) au avut genotipul
normal CC, 24 paciente (48,0% ITQS: 34,16 - 61,84) au fost
heterozigote CT si 7 paciente (14,0% II: 4,39 - 23,61) au
fost homozigote pentru alela mutanta TT (Tabelul 1). Analiza
polimorfismului MTHFR C677T a identificat o frecventa a alelei
C de 62,0% (I, 52,49 - 71,51) si o frecventa a alelei mutante T
de 38,0% (I1,,: 28,49 - 47,51).

Evaluarea prezentei genotipului normal (CC) si genotipului
modificat (CT+TT) a evidentiat prezenta mutatiei genei
MTHER in pozitia 677 la 31 paciente (62.0% I1.: 48,55 - 75,45).

Cercetarea prezentei mutatiei A>C in pozifia 1298 a genei
MTHER aratd ca 20 paciente (40% IT%: 26,43 - 53,57) au
genotipul normal AA, 25 paciente (50,0% IL.: 36,15 - 63,85)
au fost heterozigote AC si 5 paciente (10,0% II,.: 1,69 - 18,31)
sunt homozigote pentru alela mutantd CC (Tabelul 1). Am
constatat cd purtatoarele alelei A pentru polimorfismul MTHFR
A1298C au prezentat o frecventd de 65,0% (ITQS: 55,66 — 74,34),
iar purtitoarele alelei mutante C au inregistrat o frecventd de
35,0% (I1,,;: 25,66 — 44,34).

Cand pacientele din lotul de studiu au fost impértite in doud
categorii, cu genotip normal si genotip modificat in pozitia 1298
a genei MTHFR, s-a observat ca 30 paciente (60,0% II : 47,3 -
72,7) au genotip modificat (AC+CC).

Tabelul 1
Frecventa genotipurilor polimorfismelor MTHFR C677T si A1298C la pacientele din
lotul de studiu cu ASR

Genotipurile polimorfismelor testate | Abs. | % | Ii”
MTHFR 677

(C (homozigot normal) 19 38,0 24,55-51,45

(T (heterozigot mutant) 24 48,0 34,16 - 61,84

TT (homozigot mutant) 7 14,0 439-23,61

TOTAL alele mutante 38 38,0 28,49 - 47,51
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MTHFR 1298
AA (homozigot normal) 20 40,0 26,43 - 53,57
AC (heterozigot mutant) 25 50,0 36,15 - 63,85
(C (homozigot mutant) 5 10,0 1,69-18,31
TOTAL alele mutante 35 35,0 25,66 — 44,34

Polimorfismele multiple de la nivelul aceleiagi gene ar
putea stimula expresia acesteia, expresia proteinei sau functia
proteinei, astfel incat am considerat ca ar fi interesant si
analizim genotipul de cosegregare pentru MTHFR (C677T si
A1298C) in grupul de studiu. Am analizat in continuare modul
de inlantuire a alelelor genei MTHFR 1298 si MTHFR 677 care
sunt in dezechilibru de inlintuire. In total exista 9 combinatii de
genotipuri: 677CC/1298AA; 677CC/1298AC; 677CC/1298CC;
677CT/1298AA; 677CT/1298AC; 677CT/1298CC;
677TT/1298AA;677TT/1298AC; 677TT/1298CC. Genotipurile
677TT/1298AC, 677CT/1298CC si 677TT/1298CC sunt foarte
rar observate [11,15].

In baza rezultatelor obtinute a fost efectuati distributia
polimorfismelor si combinatiile genotipice ale genei MTHFR
(Tabelul 2).

Tabelul 2
Combinatiile genotipice ale genei MTHFR (677/1298) in lotul de studiu
Combinatii de genotipuri MTHFR Cazuri
677 1298 Abs. [ % Ii,,
(C(homozigot normal) | AA (homozigot normal) | 3 6,0% | -0,58-12,58
(C (homozigot normal) | AC (heterozigot mutant) | 11 22,0% | 10,52 -33,48
(C (homozigot normal) | CC(homozigot mutant) | 5 10,0% | 1,69-18,31
(T (heterozigot mutant) | AA (homozigot normal) | 10 20,0% | 8,92-31,08
15,56 — 40,44

(T (heterozigot mutant) | AC (heterozigot mutant) | 14 | 28,0%
Q)

heterozigot mutant) | CC(homozigot mutant) 0 - -
TT (homozigot mutant) | AA (homozigot normal) | 7 14,0% | 4,39-23,61
TT (homozigot mutant) | AC (heterozigot mutant) | 0 - -
TT (homozigot mutant) | CC(homozigot mutant) 0 - -

Cele mai rdspandite s-au dovedit a fi variantele C677T/
A1298C (28,0% ILS: 15,56 - 40,44), C677C/A1298C (22,0%
11, : 10,52 - 33,48), C677T/A1298A (20,0% 11, : 8,92 - 31,08).
Incidenta moderata e la urmatoarele variante: T677T/A1298A
(14,0% I1,: 4,39 - 23,61), C677C/C1298C (10,0% 11, 1,69 -
18,31) i C677C/A1298A (6,0% ITQS: -0,58 - 12,58).

Din cele expuse se atestd ca in cercetarea noastra lipsesc
urmadtoarele combinatii alelice: C677T/C1298C, T677T/A1298C
si T677T/C1298C, ceea ce corespunde cu datele literaturii,
precum ca combinatiile polimorfismelor MTHEFR: C677T/
C1298C, T677T/A1298C sunt rar intalnite, iar combinatia
homozigot pentru ambele mutatii T677T/C1298C nu poate fi
intalnita [11,15].

In prezenta mutatiilor genice, este posibil ca valoarea
serica de homocisteind sa nu poatd fi reglementata in mod
corespunzitor. In acest context, scopul a fost determinarea si
compararea modificarilor concentratiei de homocisteind in
raport cu genotipurile MTHFR C677T si MTHFR A1298C.
Tinem sa mentiondm cd rezultatele cercetdrii au evidentiat
diferente intre nivelul homocisteinei serice in raport cu
genotipurile studiate (Tabelul 3).
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Tabelul 3
Homocisteina sericd in raport cu genotipurile polimorfismelor MTHFR C677T, MTHFR
A1298C la pacientele cu avort recurent

Genotipul polimorfismului MTHFR C677T
(s a il e |t | ant
n=19 n=24 n=7 tp tp tp
Nivelul . " . 0.1275 | 4.0343 | 43286
homodisteinei 11,81+1,43 | 11,58+1,10 | 23,64+2,56 5005 | <0.001 | <0001
serice totale, Genotipul polimorfismului MTHFR A1298C
(umol/l)
AA AC CC AA/AC | AA/CC | AC/CC
n=20 n=25 n=>5 tp tp Lp
0.4327 | 0.8863 | 0.6037
14,11£1,89 | 13,11£1,33 | 11,65%2,02 5005 | 005 | >0.05

Prezenta alelelor mutante au avut o influentd asupra
nivelului seric al homocisteinei, cu exceptia polimorfismului
MTHEFR A1298C. Pacientele care au fost homozigote pentru
alela mutantd pentru polimorfismlul MTHFR C677T au
prezentat valorile homocisteinei semnificativ. mai mari
decat cele inregistrate comparativ cu genotipul silbatic al
acestui polimorfism. Incidenta hiperhomocisteinemiei (>12
umol/l) a fost cea mai mare la pacientele cu genotipul 677TT
MTHEFR (23,64+2,56 umol/l) in comparatie cu pacientele cu
polimorfismul 677CC (11,81£1,43 umol/l) (p <0.001). Luand
in consideratie divergenta valorilor medii a homocisteinei in
dependenta de genotipurile polimorfismelor MTHFR C677T
si MTHFR A1298C, am analizat in continuare concentratia
sericd a homocisteinei dupa modul de inlantuire a alelelor
genelor MTHFR 1298 si MTHFR 677 (Tabelul 4), care sunt in
dezechilibru de inlantuire.

Tabelul 4
Concentratia sericd a homocisteinei in raport cu combinatiile genotipice ale genei
MTHER (677/1298) in lotul de studiu

Combinatii de genotipuri MTHFR Valoarea serici a
677 1298 homocisteinei (umol/l)
« AA 10,5:£0,07
« AC 12,2424
« « 11,65+2,02
a AA 8,49+0,88
a AC 13,80+1,57
a « 0

T AA 23,68+2,55
T AC 0

T « 0

Rezultatele testarilor concentratiei serice a homocisteinei
in ceea ce priveste polimorfismele genei MTHFR 677 si 1298
au evidentiat prezenta hiperhomocisteinemiei in prezenta
haplotipurilor 677CT/1298AC (starea de heterozigotie
compusd) si 677TT/1298AA.. Se pare ca mutatia din pozitia
1298 in forma homozigota sau heterozigotd duce la cresterea
homocisteinemiei numai daca se asociazd cu o mutatie in
pozitia 677, homozigotd sau heterozigotd. Aceastd ipoteza a
fost constatata si demonstratd in referinte detailate in literatura
de specialitate. Mutatiile genei MTHFR sunt factorul de risc
cel mai cunoscut si studiat pentru nivelul homocisteinei
crescute. Comparind rezultatele noastre cu studii similare
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am constatat atit unele similitudini cét si diferente in ceea ce
priveste polimorfismul MTHFR C677T si A1298C. Analizand
nivelul homocisteinei in raport cu genotipurile polimorfismului
MTHEFR A1298C la pacientele incluse in studiu, am constatat
cd genotipul mutant 1298CC MTHFR nu este asociat cu
hiperhomocisteinemie (11,65+2,02 umol/I).

Studiile lui van der Pune si colab. demonstreazi ca cel de-
al doilea polimorfism al genei MTHFR: A1298C nu pare a fi
asociat cu hiperhomocisteinemie [8]. Comparativ cu aceste
studiu, cercetarea noastra corespunde concluziilor autorilor
care sustin cd nu existd o asociere intre polimorfismul MTHFR
A1298C si hiperhomocisteinemie.

Purtatorii genotipului mutant 677TT MTHER in studiile lui
Jacques si colab. prezintd hiperhomocistinemie [14]. Mai mult,
prezenta mutatiei genei MTHEFR in sine a fost, de asemenea,
legaté cu avortul spontan recurent [2,5].

Concluzii
1. Evaluarea prezentei genotipului modificat (CT+TT) a

evidentiat prezenta mutatiei genei MTHEFR in pozitia 677 la 31
paciente (62.0% ITQS: 48,55 - 75,45), total alele mutante 38,0%
(II,.: 28,49 - 47,51). Genotip modificat (AC+CC) in pozitia
1298 a genei MTHEFR s-a observat la 30 paciente (60,0% II:
47,3 — 72,7), total alele mutante 35,0% (ITQS: 25,66 — 44,34).

2. Pacientele care au fost homozigote pentru alela mutanta
pentru polimorfismlul MTHFR C677T au prezentat valorile
homocisteinei semnificativ mai mari decét cele inregistrate
comparativ cu genotipul salbatic al acestui polimorfism.
Incidenta hiperhomocisteinemiei (=12 pmol/L) a fost cea mai
mare la pacientele cu genotipul 677TT MTHFR (23,64+2,56
umol/L) in comparatie cu pacientele cu polimorfismul 677CC
(11,81+1,43) (p<0.001).

3. Valoarea homocisteinei serice totale a fost mai mare in
prezenta haplotipurilor 677CT/1298AC (starea de heterozigotie
compusd) si 677TT/1298AA. Se pare ci mutatia din pozitia
1298 in forma homozigotd sau heterozigotd duce la cresterea
homocisteinemiei numai dacid se asociaza cu o mutatie in
pozitia 677, homozigotid sau heterozigota.
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