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A metiléntetrahidrofolat-reduktaz
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(O.s:s‘:ef()g/alc?.\‘: Bevezetés. A metiléntetrahidrofoldt-reduktdz C677T mutdcid el6for-
duldsi gyakorisagat nem vizsgaltdk még nagyobb szdmi HELLP szindrémas bete-
gek csoportjaban. Praeeclampsids, HELLP szindromas €s egészséges terhesek cso-
portjaban hatdroztuk meg az el6forduldsi gyakorisagat.

Modszer: Kvantitativ valés ideji PCR-t kdvetd olvaddsi gorbe analizissel hatdroztuk
meg a metiléntetrahidrofolat-reduktaz C677T mutdci6 eléfordulasi gyakorisagat 101
praceclampsids. 63 HELLP szindromds és 73 egészséges terhes DNS mintaiban.
Eredmények: Szignifikdnsan nagyobb aranyban mutattuk ki a TT genotipust a
HELLP szindrémads csoportban (25.4%), 6sszehasonlitva az egészséges terhesekkel
(8.2%) és a praceclampsidsokkal (8.9%). A C és T allélok el6forduldsi gyakorisaga
szintén ennek megfeleléen alakult.

Megbeszélés: Az MTHFR C677T mutdcié magasabb el6forduldsi gyakorisdgat fi-
aveltiik meg HELLP szindrémaban. mig a praeeclampsidsok az egészséges populaci-
¢ban megfigyelhetd eloszldst mutattdk. Az MTHFR genotipus meghatdrozads fontos
informaciot adhat a praeeclampsias és HELLP szindromds betegek kezel€se soran.

Kulcss=avak: praceclampsia, HELLP s=indréma. metiléntetrahidrofolat-
redukia=. mutdacio. allél

Bevezetes

A terhességek kozel 1-5%-a komplikalt olyan
stlyos klinikai korképpel, mint a praeeclampsia
(PE)(magas vérnyomads, proteinuria). E betegek
20%-4nél kialakulhat a HELLP szindroma, a pra-
eeclampsia életveszélyes formdja, ahol az anyai
mortalitds akdr a 24%-ot, a magzati mortalitas a
00%-ot is elérheti. Weinstein tartotta el6szor ondl-

16 entitdsnak és nevezete el a jellemzd laboratoriu-
mi eltérések alapjan (Haemolysis. Elevated Liver
enzymes. Low Platelet count) [1. 2, 3, 4].

A praeeclamsia és a HELLP szindroma kiala-
kuldsi okdt még ma sem ismerjiik, de feltételezik
a genetikai faktor szerepétis [3,4]. Az elmalt 10
évben a véralvaddsi rendszer aktivalodasanak
kutatdsa el6térbe kertilt. Szamos tanulmany sze-
rint a véralvadasban, a fibrinolizisben bekovet-
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kezd viltozdsok szerepet jdtszhatnak a pathome-
hanizmusban [5, 6].

Héarom mutdcio vizsgdlata folyik intenziven a
praceclampsia kialakuldsdban jatszott esetleges
szerepének a kimutatdsdra. Ezek koziil ellentétes
eredmények sziilettek az V. factor Leiden és a
metiléntetrahidrofolat-reduktaz C677T mutdcio-
kat vizsgdlo tanulmanyok kozott praeeclampsi-
as betegek csoportjaiban [1, 2].

Nagyobb beteganyagon a HELLP szindromas
betegek csoportjdban és homogén populdcioban
nem vizsgaltdk meg az el6forduldsi gyakorisagot.

A meuléntetrahidrofoldt-reduktdz a foldtanyag-
csere enzime, amely katalizdlja az 5,10-metilén-
tetrahidrofolat S-metiltetrahidrofolattd alakula-
sdt, a folyamat sordn felszabadulé metilcsoport
sziikséges a homocisztein—metionin atalakulds-
hoz. Leggyakrabban a C677T (Ala-»Val) muta-
ci6 fordul el§ ezen a génen. A homozigéta mu-
tans (TT) esetekben az enzimaktivitds kozel
70%-kal csokken. A homocisztein-metionin
atalakulds hidnyos volta miatt a homocisztein-
szint n6, ami atherosclerosis, stroke, peripherids
vascularis és cardiovascularis betegségek kiala-
kuldsahoz vezethet [7, §].

El6z0leg praeeclampsids betegek csoportjaban
vizsgaltuk meg az MTHFR C677T mutacio eléfor-
dulasi gyakorisdgat PCR-RFLP madszerrel [9].

A technika fejl6dése lehet6vé teszi a mutdcid
kimutatdsat kvantitativ valés idejd PCR modszer-
rel, laboratériumunkban bevezettik Aslanidis és
Schmitz modszerét [10], és megvizsgaltuk a mutdcio
eléforduldsi gyakorisagat praeeclampsias, HELLP
szindromas €s egészséges terhesek csoportjdban.

Anvagok es modszerek

Betegek

A vizsgalatokba bevont betegeket hdrom csoportba
soroltuk, egészséges terhes (n=73), stlyos praceclamp-
sids (PE)(n=101) és HELLP szindrémads (n=63). A sd-
lyos PE és a HELLP szindromis csoportba az Amerikai
Sziilészeti és Nogyogydszati Kollégium ajdnlasa szerint
soroltuk be a betegeket. Roviden, PE esetén a szisztolés
vényomds >160 Hgmm, a diasztolés vérmyomds >90
Hgmm, szignifikins proteinuridaval, HELLP esetén, he-
molysis (laktat dehidrogeniz >600 TU/L). emelkedett
mdjenzim értékek (emelkedett aszpartdt-aminotranszfe-
rdz és alanin-aminotranszferdz (>70 IU/L) és thrombo-
cytopenia megléte voltak a besoroldsi kritériumok.

A Semmelweis Egyetem Etikai Bizoltsaga enge-
délyezte a vizsgdlatot, a betegeket tdjékoztattuk, és 6k
belegyezd nyilatkozatot frtak ald.

MTHFR C677T meghatarozas

A betegektdl 3 ml EDTA-s vér levétele utdn 200 ul vér-
b6l a DNS-izolilds szilika-adszorpcids médszerrel (6r1ént
a gydrto utasitasai szerint (High Pure PCR Template Pre-
paration kit. Roche, Mannheim, Németorszdg) [11].

A kvantitativ valds ideji PCR meghatdrozas Asla-
nidis és Schmir- médszerével (ortént, az dltaluk terve-
zett primerek és probak (TIB Molbiol, Berlin, Német-
orszag) kertiltek, felhaszndldsra [10]. Egy mikroliter
DNS-t mértiink be a 0,25 uM forward és reverse pri-
mert, a 0.2 pM hibridizdciés prébdkat, a 2.5 mM
MgCly-tés azegy ul LightCycler FastStart DNA Mas-
ter Hybridization Probes-t (Roche, Penzdorf. Német-
orszag) tartalmazo PCR elegyhez, 10 ul végtérfogatba.

A PCR sordn a kezdeti 10 perces 95 °C-on 16rténd de-

naturdlds utan 36 ciklusban, denaturacids (95 °C: 0
sec), anhealing (55 °C: 10 sec) és extenzids (72 °C: 20
sec) Iépesek kovetkeztek. Minden futtatishoz homozi-
gota €s heterozigdta standardokat tettiink fel. Az am-
plifikdciot olvadasi gorbe analizis kovette [5]. A C al-
Ié] PCR termékének olvadaspontja 61 °C. a T allél
PCR termékének olvadaspontja 53 °C, a CT genoti-
pus mindkett6t mutatja.

Statisztikai kiértékelés

Az adatok statisztikai kiértékelése Chi* proba-
val tortént, a szignifikancia szintje p<0.05 érték-
ben hataroztuk meg, 95%-os konfidencia inter-
vallummal.

Lredmenyek

A MTHFR C677T kvantitativ valosideji
PCR modszerrel torténé meghatarozdsat Asla-
nidis és Schmitz moédszere szerint vezettiik be
laboratoriumunkban [10]. Az . ¢bra a TT, a

Fluorescence -d(F3)/dT

Temperature (°C)

1. dbra A metiléntetrahidrofolat-reduktz C677T muta-
cié meghatérozésa valésideji PCR-t kévets olvadasi
gorbe ana/izisse/.

(Az &brén a metiléntetrahidrofoldt-redukiéz C677T mu-
tacié kimutatdsa sordn keletkez jellegzefes olvadasi
gorbék lathatok. A C allélt hordozé PCR termék olvadasi
pontja 63°C-ndl, a T allélt hordozé PCR termék olvadasi
pontia 55 °C-ndl jelentkezik, heterozigéta minta
esetében mindkét termék kimutathats.)
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CC és a TC genotipusok jellemz§ olvadasi gor-
béit mutatja. Az egyes tipusok megbizhatéan el-
kiilonithet6k a PCR termékek olvaddspontjanak
a meghatarozdsaval.

Az [. tabldzat mutayja a MTHFR C677T
meghatdrozdsok eredményét. Szignifikdnsan
magasabb ardnyban fordult el6 a TT genotipus
(25,4%) a HELLP szindromdas csoportban,

I tablazat.

Metiléntetrahidrofolat-reduktaz C677T
genotipus eléfordulési gyakorisdga egész-
séges terhes, silyos praeeclampsiés és HELLP
szindrémds betegek csoportjaiban

Csoport NVad” fipus  Heterozigbta  Homozigéta
(cQ) (@) (m)

Egészséges

ferhes

(n=73) 32(43,8%) 35(47,9%)  6(8,2%)

Stlyos prae-

eclampsias

(n=101) 49 (48,5%) 43 (42,5%)  9(8,9%)

HELLP

szindrémés

(n=63) 22(34,9%)  25(39,6%)  16(25,4%)

p=0,03

Il tablazat

Metiléntetrahidrofolat-reduktaz C677T allélok
eléfordulési gyakorisdga egészséges terhes,
sulyos praeeclampsias és HELLP szindrémas
betegek csoportjaiban

Csoport C allel T allél
Egészséges terhes

(n=73) 99 (67,8%) 47 (32,2%)
Sulyos praeeclampsias

(n=101) 141 (69,8%) 61 (30,2%)
HELLP szindrémas

(n=63) 69 (54,8%) 57 (45,2%) '*

' p=0,03 (Odds ratio 1.74)
HELLP 5sszehasonlitva az egészséges terhesekkel
? p=0,008 (Odds ratio 1.909)

HELLP &sszehasonlitva a sulyos praeeclampsiasokkal

osszehasonlitva az egészséges terhesek (8,2%)
és stlyos PE (8,9%) csoportjaival (p=0,03).

A Il tablazar a C és T allélok eldforduldsi gya-
korisagat mutatja a harom csoportban, a T allé|
45.2%-ban fordul el a HELLP szindréomdban,
mig 32,2% (p=0,03) az egészséges terhesekben és
30,2% a stlyos PE-ben (p=0,008). Nem mutatko-
zott kiilonbség a két utébbi csoportban.

Megbeszélés

Az MTHFR C677T mutdcio el6forduldsi
gyakorisdgat kvantitativ valésidejii PCR-t ko-
vetd olvadasi gorbe analizissel hataroztuk meg
magyar terhes populdcioban. A vizsgélt szemé-
lyek kozil 101 sulyos praeeclampsids, 63
HELLP szindromds és 73 egészséges terhes
volt. Az egészségesek és a praeeclampsidsok
kozott nem mutatkozott kiilonbség az MTHEFR
C677T genotipusok kozott. El6zbleg mar ha-
sonlé eredményeket kaptunk PCR-RFLP maod-
szerrel 1s [9]. Viszont a HELLP szindromas
csoportban a TT genotipus gyakoribb el6fordu-
ldsa volt megfigyelhetd, amely lényegesen kii-
1onbozik a masik két tanulmanyozott csoporttol.
A kimutatott C és T allél el6forduldsi gyakori-
saganal is ezt figyeltiik meg.

A PE csoportban kapott eredményeink meg-
er6sitik Laivuort és mtsai, O'Saughenessy és
mtsai, valamint tobb kutatd eredményeit, ame-
lyek kiilonbozd populdciokbol szarmaznak. A
legnagyobb beteganyag 283 PE eset adatait tar-
talmazza [7, 12, 13, 14, 15, 16]. Viszont ezekkel
ellentmondé eredményeket kozoltek Grandone
és misai, valamint Sohda és mtsai [17. 18]
(olasz—japan). Erdekes, hogy egy populdcion
beliil (két olasz tanulmdny) is egymassal ellenté-
tes eredményeket kozol [14, 17].

A nemzetkozi irodalmat dttekintve egy publi-
kaciot talaltunk, amely 31 beteg, koztik HELLP
szindromas €s egyéb betegek 0sszegyjtott cso-
portjaban tanulmanyozta az MTHFR C677T
eléforduldsi gyakorisagat. A kevert betegcso-
port ellenére eredményeik megegyeznek az dlta-
lunk most kozoltekkel [19].

Az 1rodalomban harom thrombophilidval
kapcsolatos gén mutdcidjanak a vizsgalata for-
dul el6 leggyakrabban praeeclampsids bete-
geknél. Ezek kozil egyediil a 1. faktor proth-
rombin-mutacio-vizsgélatai hoztak egyértelmi
eredményeket: nincs 0sszefiiggés az eléfordu-

Magyar Néorvosok Lapja 70 (3) 2007.

173



lasi gyakorisdg és a praceclampsia kialakuldsa-
val [ 1, 2]. Az V. faktor Leiden mutdcié megha-
tarozdsa viszont mar cllentétes eredményeket
hozott, vannak, akik magasabb el&fordulasi
gyakorisdgot talaltak PE-ban, koztiik mi 1s, va-
lamint olyanok is, akik azt talaltak, hogy nincs
[ényeges eltérés az egészségesektol. Az elté-
rések a beteg csoportok kialakitasa és a vizsgd-
latba bevont populdcid kozotti kiilonbségekbdl
adédhatnak. Ez figyelhet6 meg az MTHFR
C677T mutacié vizsgalat sordn is. Itt egyértel-
mien megdllapithatd, hogy PE-ban nincs kii-
[6nbség az el6forduldst gyakorisdagban, vi-
szont HELLP szindrémdban van.

Az egészséges magyar populdcioban az allél
eléfordulasi gyakorisdga megegyezik egy hor-
vat vizsgalat eredményeivel [20].

A vizsgélataink sordn talalt magas T allél el6-
forduldsi gyakorisdg segit megmagyardazni a
HELLP szindréma silyos kimenetelét
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antitative real-time PCR method in patients with
HELLP syndrome

The frequency of methylenetetrahydrofolate reductase
CO677T polymorphism has not been studied in patients
with HELLP syndrome. We decided to determine it in
Hungarian severe preeclamptic and HELLP syndrome
patients.

We determined the distribution of the MTHFR
CO77T mutation in DNA samples of 73 healthy preg-
nant, 101 severe preeclamptic and 63 HELLP syndrome
effected women using the quantitative real-time PCR
method.

We found a significantly higher number of TT ge-
notype (25.4%) in the HELLP syndrome group as com-
pared to the healthy (8.2%) and also in the severe preec-
lamptics (8.9%)(p=0.03). However, we found almost
the same genotype distribution in the healthy pregnant
and preeclamptic groups. The distribution of the C and
T alleles showed the same phenomenon. The frequency
of the mutant T allele was 45.2% in HELLP syndro-
me, while it was 32.2% in the healthy pregnant
(p=0.03). and 30.2% (p=0.008) in the severe preec-
lamptic patients.

We detected a higher frequency of MTHFER C677T
mutation in HELLP syndrome patients, using the quan-
titative real-time PCR method. It can explain the pre-
mature vascular disease and venous thrombosis obser-
ved in these patients. Determination of MTHFR ge-
notype and the measurement of homocystein levels co-
uld be a helpful information in the management of pati-
ents having preeclampsia and HELLP syndrome.

\
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