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Cilj. Venske tromboze su jedan od naj�eš�ih uzroka komplikacija i  smrti kod trudnica i poro-
dilja. Njihova u�estalost se kre�e od 1 na 1 000 do 1 na 2 000 poro�aja. Mutacije FV G1691A
(FV Leiden), FII G20210A i MTHFR C677T predstavljaju zna�ajne genetske faktore rizika za
nastanak venskih tromboza. Cilj ove studije bio je utvr�ivanje  prisustva ovih mutacija u grupi
žena sa trombozom dubokih vena u toku trudno�e ili neposredno nakon poro�aja. Metode.
Studija je obuhvatila grupu od 45 žena kod kojih se prva epizoda tromboze dubokih vena po-
javila u toku trudno�e ili puerperijuma. Bolesnice kod kojih je otkriven nedostatak proteina C,
S ili antitrombina III, kao i maligni ili autoimunski poreme�aji, nisu uzimane u razmatranje.
Mutacije FV Leiden, FII G20210A i MTHFR C677T su otkrivene umnožavanjem željenog
segmenta gena reakcijom lan�anog umnožavanja polimerazom i digestijom dobijenih frag-
menata odgovaraju�im restrikcionim enzimima. Rezultati. U�estalost FV Leiden mutacije
iznosila je 44,4% za heterozigotne nosioce i 2,2% za homozigotne nosioce. Mutacija FII
G20210A javila se kod 13,3% bolesnica u heterozigotnom obliku, dok se nije javio ni jedan
homozigotni nosilac. U�estalost heterozigota za MTHFR C677T mutacije iznosila je 48,9%, a
homozigota 20%. Zaklju�ak. Mutacije FV Leiden i FII G20210A predstavljaju zna�ajne fak-
tore rizika i trebalo bi vršiti rutinsko testiranje na njihovo prisustvo kod žena sa trombozom u
toku trudno�e ili puerperijuma. Mutacija MTHFR C677T u homozigotnom obliku je manje
zna�ajan faktor rizika, ali je tako�e treba uzeti u razmatranje, pogotovu u kombinaciji sa dru-
gim faktorima rizika.

K lj u � n e  r e � i : geni; mutacija; faktor V; protrombin; krv, poreme�aji

koagulacije; tromboza; trudno�a; puerperium; faktori

rizika.

Uvod

Tromboze dubokih vena  (TDV) u toku trudno�e ili

puerperijuma javljaju se sa u�estaloš�u od 1 na 1 000 do 1

na 2 000 poro�aja i predstavljaju jedan od naj�eš�ih uzroka

smrti trudnica i porodilja. U trudno�i je prirodno stanje hi-

perkoagulabilnosti koje karakteriše povišen nivo fibrinoge-

na, von Willebrandovog faktora, faktora VII, VIII i X, a

sniženi nivo proteina S. Usled ovih promena u trudno�i se

rizik za pojavu venskih tromboza  pove�ava 2�4 puta  (1).

Tromboze su multifaktorno oboljenje koje nastaje  in-

terakcijom ste�enih i genetskih faktora rizika. Pored trudno-

�e najzna�ajniji ste�eni faktori rizika su: traume, hirurški

zahvati, imobilizacija, malignitet. Genetski faktori rizika se

odnedavno intezivno prou�avaju. Nedostatak inhibitora ko-

agulacije: proteina (C, S) i antitrombina III predstavljaju

zna�ajne faktore rizika, ali su veoma retki. Do sada su kao

naju�estaliji genetski faktori rizika  opisane  mutacije  u ge-

nu za faktor V (FV G1691A, poznatija kao FV Leiden), u

genu za protrombin  (FII G20210A) i genu za metilentetra-

hidrofolat reduktazu (MTHFR C677T) (2, 3).

Mutacija FV Leiden dovodi do zamene arginina glu-

taminom na 506. mestu u proteinu. Usled ove promene do-

lazi do smanjene osetljivosti faktora V na inhibitorno dejs-
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tvo aktivisanog proteina C (APC), što pove�eva poluživot

aktivisanog faktora V i finu ravnotežu hemostaznog sistema

pomera ka stanju hiperkoagulabilnosti. Mutacija FV Leiden

je prisutna kod 15�50% bolesnika sa venskim trombozama i

kod oko 5% belaca, dok je kod drugih rasa veoma retka.

Heterozigotni nosioci ove mutacije imaju 3�7 puta pove�an

rizik za nastanak tromboza, dok je kod homozigota ovaj ri-

zik  80�90 puta ve�i u odnosu na osobe koje nisu nosioci

mutacije (4�6).

Mutacija FII G20210A se nalazi u 3'-nekodiraju�em

regionu i dovodi do pove�ane ekspresije gena što se manife-

stuje povišenim nivoom protrombina u krvi. Javlja se kod

oko 6% bolesnika sa venskom trombozom i kod oko 2%

zdravih belaca i pove�ava rizik za nastanak venskih trom-

boza 2�3 puta (7, 8).

Mutacija MTHFR C677T dovodi do sinteze termolabil-

nog oblika proteina i njegove manje enzimske aktivnosti, us-

led �ega je smanjena konverzija homocisteina u metionin.

Kod homozigotnih nosilaca mutacije, koji unose manju koli-

�inu folata može da nastane, hiperhomocisteinemija. Mutacija

je sa velikom u�estaloš�u prisutna u svim dosad analizovanim

populacijama (30�50% heterozigota i oko 9�12% homozi-

gota je prisutno kod zdravih ljudi). Iako je pokazano da hi-

perhomocistinemija predstavlja rizik za pojavu venskih trom-

boza o ulozi MTHFR C677T mutacije u njihovoj patogenezi

još uvek postoje suprotna mišljenja (9�11).

Pravilan dijagnosti�ki pristup kod TDV koje se jav-

ljaju u toku trudno�e ili puerperijuma, kao i njihova preven-

cija, od velikog su zna�aja. Kako se radi o oboljenju, na �iji

nastanak uti�e više faktora prvi korak u ostvarivanju ovih

ciljeva je definisanje faktora rizika i njihovih udela u pato-

genezi poreme�aja. Cilj ove studije je odre�ivanje u�estalo-

sti FV Leiden, FII G20210A i MTHFR C677T mutacija u

grupi bolesnica kod kojih se prva TDV pojavila u toku tru-

dno�e ili puerperijuma. Kako se radi o prvoj ovakvoj studiji

kod nas, njen cilj je i da ukaže na zna�aj ovih faktora rizika

u našoj populaciji.

Metode

Studija je obuhvatila grupu od 45 žena (životne dobi

20�46 godina, medijana 30 godina) kod kojih se prva

epizoda TDV pojavila u toku trudno�e ili puerperijuma

(šest nedelja nakon poro�aja). Grupa je formirana od

bolesnica koje su u periodu od 2000. do 2003. godine

upu�ene na testiranje na prisustvo FV Leiden, FII

G20210A i MTHFR C677T mutacija u Institut za mole-

kularnu genetiku i geneti�ko inženjerstvo. Bolesnice kod

kojih su otkriveni nedostaci proteina C, S ili antitrombina

III, kao i maligni ili autoimunski poreme�aji, nisu uzima-

ne u razmatranje.

Uzorci periferne venske krvi bolesnica uzimani su

uz Na-citrat kao antikoagulans u odnosu 1 : 9. Kako re-

zultati testiranja ne zavise od fiziološkog stanja organiz-

ma, uzorci su uzimani u razli�itim periodima nakon poja-

ve tromboze.

Mutacije FV Leiden, FII G20210A i MTHFR C677T

su dokazivane umnožavanjem željenog segmenta gena rea-

kcijom lan�anog umnožavanja polimerazom (polimerase
chain-reaction � PCR) direktno iz uzoraka pune krvi, bez

prethodne izolacije DNK. Nakon toga vršena je digestija

odgovaraju�im restrikcionim enzimom i elektroforetsko

razdvajanje dobijenih fragmenata DNK na gelu od polia-

krilamida. Vizuelizacija traka na gelu je vršena bojenjem

gela solima srebra.

Reakcije lan�anog umnožavanja DNK za analizu FV

Leiden i FII G20210A odvijale su se simultano, koriš�enjem

metode multipleks PCR koja je prethodno standardizovana u

Institutu za molekularnu genetiku i geneti�ko inženjerstvo

(12). Reakcija lan�anog umnožavanja DNK se odvijala u

smeši zapremine 25 μl koja je sadržala: 50 mmol/l Tris-HCl

pH 9, 0,1% Triton X-100, 5 mmol/l MgCl2, 200 μmol/l

dNTPs (Amersham Pharmacia), po 10 pmol grani�nika za

umnožavanje gena za faktor V i po 4 pmol grani�nika za

umožavanje gena za faktor II, 2 U Taq polimeraze (Applied

Biosystems) i 1 μl venske krvi. Reakcija lan�anog umnožava-

nja DNK za analizu prisustva MTHFR C677T mutacije tako-

�e se odvijala u smeši zapremine 25 μl, slede�eg sastava: 50

mmol/l Tris-HCl pH 9, 0,1% Triton X-100, 5 mmol/l MgCl2,

200 μmol/l dNTPs (Amersham Pharmacia), 10 pmol svakog

od odgovaraju�ih grani�nika, 1 U Taq polimeraze (Applied

Biosystems) i 1 μl venske krvi. Uslovi umnožavanja, koriš�e-

ni prajmeri i reference dati su u tabeli 1. Za digestiju su koriš-

�eni MnlI i HindIII enzimi (New England BioLabs) kad je u

pitanju simultano otkrivanje FV Leiden i FII G20210A muta-

cije i HinfI (New England BioLabs) za otkrivanje MTHFR

C677T mutacije. Elektroforetsko razdvajanje je vršeno na

10% poliakrilamidnim gelovima, koji su nakon toga bojeni

solima srebra (10, 12, 13).

Statisti�ka obrada podataka ura�ena je u SPSS pro-

gramskom paketu. Koriš�en je  �2
 test sa nivoom statisti�ke

zna�ajnosti od 0,05 i  odre�ivani su OR (Odds Ratio) i 95%

CI (Confidence Interval) kao merilo faktora rizika. Faktori

rizika su odre�ivani u odnosu na ranije objavljene u�estalo-

sti ovih mutacija u zdravoj populaciji  u našoj zemlji (14).

Rezultati

Od 45 ispitanica njih 24 (medijana za pojavu prve

tromboze 25 godina) je imalo TDV u toku trudno�e, dok je

njih 21 (medijana za pojavu prve tromboze 27 godina)

imalo TDV nakon poro�aja. Dvadeset osam bolesnica

(62,2%) je imalo pozitivnu porodi�nu anamnezu, odnosno

bar jednu epizodu tromboembolizma kod nekog od bliskih

ro�aka.

Mutacija FV Leiden u heterozigotnom obliku je dete-

ktovana kod 20 bolesnica (44,4%), dok je jedna bolesnica

bila homozigotni nosilac ove mutacije (2,2%). Od 20 hete-

rozigotnih nosilaca mutacije njih 10 je imalo trombozu  u

toku trudno�e (41,7%), a ostalih 10, kao i homozigotni no-

silac mutacije, bilo je iz grupe žena sa trombozom nakon

poro�aja (47,6% i 4,8%) (tabela 2).
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Od 45 bolesnica njih 6 su bile heterozigotni nosioci FII

G20210A mutacije (13,3%). Homozigotnih nosilaca FII

G20210A mutacije nije bilo.  Od 6 nosilaca mutacije po 3

su bile u grupi sa trombozama u toku trudno�e i u grupi kod

koje je tromboza detektovana posle poro�aja (12,5% i

14,3%) (tabela 2).

Mutacija MTHFR C677T je u homozigotnom obliku

utvr�ena kod 9 bolesnica (4 u grupi sa trombozom u toku

trudno�e i 5 u grupi sa trombozom u  puerperijumu), dok su

njih 22 bile heterozigotni nosioci (po 11 u svakoj grupi). To

daje u�estalost od 20% (16,6 i 23,8%) za homozigotne nosio-

ce i 48,9 (45,8 i 52,4%) za heterozigotne nosioce (tabela 2).

Kod 84,4% bolesnica je prisutna bar jedna od analizi-

ranih mutacija, dok su njih 7 nosioci kombinovanih muta-

cija (1 heterozigotni nosilac FV Leiden i FII G20210A mu-

tacije, 4 heterozigotna nosioca za FV Leiden i homozigotna

nosioca za MTHFR C677T mutaciju, 1 heterozigotni nosi-

lac za FII G20210A i homozigotni nosilac za MTHFR

C677T mutaciju, dok je jedna bolesnica nosilac sve tri mu-

tacije).

Tabela 1

Uslovi umnožavanja i koriš�eni prajmeri za reakciju lan�anog umnožavanja polimerazom

Analizovana

mutacija

Koriš�eni prajmeri PCR Referenca

FV Leiden i 5' TGC CCA GTG CTT AAC AAG ACC 3' 98�C 3 min (12)

FII G20210A 5' TGT TAT CAC ACT GGT GCT AA 3' 55�C 3 min 5×

5' TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC 3' 98�C 5 min

5' ATA GCA CTG GGA GCA TTG AAG C 3 72�C 7 min � Taq*

94�C 5 min

94�C 1 min

57�C 1 min 30×

72�C 1 min

72�C 10 min

MTHFR 5' TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA 3' 98�C 3 min (10)

C677T 5' AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG 3' 55�C 3 min 5×

72�C 7 min � Taq*

94�C 5 min

94�C 0,5 min

60�C 0,5 min 30×

72�C 0,5 min

72�C 10 min
*
Taq polimeraza

Tabela 2

U�estalost mutacija FV Leiden, FII G20210A i MTHFR C677T kod bolesnica

sa trombozom dubokih vena u toku trudno�e ili u puerperijumu

Bolesnice sa TDV

U toku trudno�e

n = 24

U puerperijumu

n = 21

Ukupno

n = 45

*Kontrolna

grupa

n = 130

†OR

95% CI

heterozigoti
10

41,7%

10

47,6%

20

44,4%

7

5,4%

14,1

5,4�36,8

FV Leiden

homozigoti
0 1

4,8%

1

2,2%

0
_

heterozigoti
3

12,5%

3

14,3%

6

13,3%

6

4,6%

3,1

0,97�10,4

FII G20210A

homozigoti
0

0 0
0

_

heterozigoti
11

45,8%

11

52,4%

22

48,9%

56

43,1%

1,3

0,7�2,6

MTHFR C677T

homozigoti
4

16,6%

5

23,8%

9

20%

15

11,5%

1,9

0,7�4,7

TDV � tromboze dubokih vena; OR � Odds Ratio; CI � Confidence Interval
* 
Podaci se odnose na zdravu populaciju (testirani su dobrovoljni davaoci krvi), �or�evi� V i saradnici (14).

†
OR i 95% CI su izra�unavani u odnosu na kontrolnu grupu za ukupan broj bolesnica.
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Diskusija

U ispitivanoj grupi bolesnica dobijena je visoka u�es-

talost svih analizovanih mutacija. Kako je grupa formirana

po kriterijumu koji isklju�uje bolesnice sa malignim i au-

toimunskim poreme�ajima, kao i bolesnice sa nedostatkom

inhibitora koagulacije, njihova visoka u�estalost ukazuje na

veliki zna�aj ovih mutacija kod tzv. idiopatskih tromboza u

trudno�i.

Mutacija FV Leiden je prisutna kod �ak 44,4% boles-

nica. Dobijena u�estalost se poklapa sa dosad objavljenim

podacima o zastupljenosti ove mutacije kod 43�46% boles-

nica sa trombozom u toku trudno�e (15, 16). Ako u�estalost

FV Leiden mutacije posmatramo posebno u grupi žena sa

trombozom u toku trudno�e, dobijamo vrednost od 41,6%,

dok u grupi žena sa trombozom u puerperijumu taj procenat

iznosi 47,6%. Izme�u ovih grupa nema statististi�ki zna�aj-

ne razlike u zastupljenosti FV Leiden mutacije (tabela 2).

Razlog zašto jedna mutacija dovodi do tromboze u toku tru-

dno�e kod jedne grupe bolesnica, a kod druge tek nakon po-

ro�aja treba tražiti u �injenici da se radi o multifaktornom

oboljenju u �ijem nastanku ima udela ve�i broj gena. Kada

se dobijena u�estalost uporedi sa u�estaloš�u u zdravoj po-

pulaciji u našoj zemlji od 5,4% (14), dobija se da je FV

Leiden mutacija faktor rizika od 14,1 (95% CI 5,4�36,8;

p � 0,001) za pojavu tromboze u trudno�i ili puerperijumu.

Dobijeni faktor rizika je znatno ve�i od onog koji je dobijen

u pore�enju kontrolne grupe sa neselektovanom grupom

bolesnika sa TDV, koji iznosi 7,5 (95% CI 3,2�17,7) (14).

Kada se dobijena u�estalost za FII G20210A mutaciju

od 13,3% uporedi sa u�estaloš�u dobijenom u zdravoj po-

pulaciji (4,6%), dobija se faktor rizika od 3,1 (95% CI

0,97�10,4; p = 0,046), što je tako�e ve�i faktor rizika od

dobijenog za neselektovanu grupu bolesnika sa TDV � 2,5

(95% CI 0,92�6,8) (14). U�estalost FII G20210A mutacije

je vrlo sli�na u obe analizovane grupe (tabela 2).

Kod MTHFR C677T mutacije u pore�enju sa zdravom

populacijom u našoj zemlji dobijamo faktore rizika od 1,9

(95% CI 0,7�4,7; p = 0,155) za homozigotne nosioce i 1,3

(95% CI 0,7�2,6; p = 0,443) za heterozigotne, što su tako�e

ve�i faktori rizika od onih dobijenih za neselektovanu grupu

bolesnika. Ukupna u�estalost MTHFR C677T alela je ve�a

kod bolesnica sa trombozom u toku puerperijuma (50%) u od-

nosu na grupu bolesnica sa trombozom u toku trudno�e

(39,6%). Razlika nije statisti�ki zna�ajna, ali možda ima uzrok

u razli�itom nivou raspoloživog folata u toku same trudno�e i

nakon poro�aja.

Zaklju�ak

Mutacije FV Leiden i FII G20210A predstavljaju zna-

�ajne faktore rizika za pojavu TDV u toku trudno�e i u pu-

erperijumu i svakako ih treba uklju�iti u rutinsko testiranje.

To je naro�ito zna�ajno kod bolesnica sa pozitivnom poro-

di�nom anamnezom jer bi se time omogu�ila prevencija

oboljenja.

Mutacija MTHFR C677T u homozigotnom obliku je

manje zna�ajan faktor rizika, ali bi je trebalo razmatrati kao

dodatni faktor rizika u kombinaciji sa drugim mutacijama

ili kod bolesnica sa manjim unosom folata.
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FACTOR V LEIDEN, FII G20210A, MTHFR C677T MUTATIONS AS RISK
FACTORS FOR VENOUS THROMBOSIS DURING PREGNANCY AND

PUERPERIUM

Background. Venous thrombosis is the most common cause of obstetric morbidity
and mortality during pregnancy and puerperium. The incidence of pregnancy-
associated venous thrombosis varies from 1 in 1000 to 1 in 2000 deliveries. Factor
V G1691A (FV Leiden), FII G20210A and MTHFR C677T mutations are the most
common genetic risk factors for thromboembolism. The aim of this study was to
establish the presence of these risk factors  in a group of women with an episode of
deep venous thrombosis during pregnancy or puerperium. Methods. The study
was carried in a group of 45 women with the first episode of deep venous
thrombosis during pregnancy or puerperium. The patients with antiphospholipid
antibodies, antithrombin III, protein C or protein S deficiency, and autoimmune and
malignant diseases were excluded from the study. FV Leiden, FII G20210A, and
MTHFR C677T mutations were detected by polymerase chain reaction, followed by
digestion with specific restriction enzymes. Results. Twenty heterozygous carriers
of the FV Leiden mutation and one homozygous carrier were detected, which
represents the frequencies of 44.4% and 2.2%, respectively. For the FII G20210A
mutation, six heterozygous carriers were identified, giving the frequency of 13.3%.
The MTHFR C677T mutation was observed in 31 patients (22 heterozygous and 9
homozygous carriers) which represents the frequencies of 48.9% and 20%,
respectively. Conclusion. Our study suggested that the obligatory testing for FV
Leiden and FII G20210A mutations was strongly recommended in women with
history of venous thrombosis during pregnancy and puerperium. We found a slight
effect of MTHFR 677T allele, but it should be considered in association with other
risk factors.

K e y  w o r d s : genes; mutation; factor V; prothrombin; blood
coagulation disorders; thrombosis; pregnancy;
puerperium; risk factors.
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