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Vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF)
egynukleotidos polimorfizmusanak meghatarozasa
HELLP szindromaval szovodott terhességekben
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Osszefoglalds: A vaszkuliris endotelidlis novekedési faktor (VEGF) fontos szerepet jatszik a vaszkulo-
genezisben és a vaszkuldris permeabilitisban. A VEGF génen eddig legaldbb 30 egynukleotidos poli-
morfizmust (SNP) irtak le. Ezek koziil a G+405C, C-2578A4 és a C-460T is kapcsolatba hozhaté a VEGF
termelddésével.

A szerzOk DNS-t izolaltak 93 egészséges virandés nd és 71 HELLP- szindrémas beteg vérmintaibol
szilika adszorpciés médszerrel. A hirom VEGF egynukleotidos polimorfizmusat kvantitativ valosidejt
PCR és olvaddsi gorbe analizis moédszerrel hatiroztik meg.

Szignifikans kulonbség mutatkozott az allél és a genotipus eld6forduldsi gyakorisigokban a C-460T
SNP esetében. A T"allél jelen volt 71,1%-ban HELLP-szindrémds csoportban, mig a kontroll csoportban
csak 53,8%-ban (p=0,0014). A 7T genotipus 45,1% volt kimutathaté a HELLP-szindrémds csoportban
és 21,5%-ban a kontrollokban (p=0,0011). Ez a genotipus logisztikai regresszios analizis sordn fligget-
len rizikofaktornak mutatkozott az életkorra és a primiparitdsra korrigilva (p=0,002).

Habir a VEGF G+405C allél és genotipus eloszlis nem kiillonbozott 1ényegesen, a CC genotipus
szintén fliggetlen riziké faktornak mutatkozott (p=0,041). Viszont a VEGF C-2578A egynukleotidos
polimorfizmusa nem hozhat6 0sszeftiggésbe a HELLP szindréma kialakuldsdval.

A T-4060T és a C+405C genotipusok megléte esetén a HELLP-szindroma nagyobb valészintiség-
gel fejlodik ki, mds genetikai és kornyezeti faktorokkal egytitt hatva, szerepet jitszhatnak a HELLP-
szindroma kialakuldasiban.

Kulcsszavak: VEGE egynukleotidos polimorfizmus (SNP), HELLP-szindréma, valésidejii PCR

Nagy B, Molvarec A, Hupuczi P, Rigo6 J jr.:
Determination of the vascular endothelial growth factor (VEGF)
polimorphism in patients with HELLP syndrome.

Summary: The vascular endothelial growth factor polimorphism plays an important role in the
vasculogenesis and vascular permeability. There are at least 30 SNP polimorphism on the VEGF gene.
From these the G+405C, C-2578A and C+460T has effect on the protein production.

The authors have isolated DNA from the blood of 93 healthy pregnant and 71 HELLP syndrome
patients with silica adsorption method. They determined the three SNP polimorphism with
quantitative real-time PCR and melting curve analyses method.

There were significant differences in the allele and genotype frequencies of VEGF C-460T SNP
between the two study groups. The T allele was present in 71.1% in the HELLP group, while in
53.8% in the controls (p=0.0014). The TT genotype occurred significantly more frequently in the
HELLP group than in the control group (45.1% vs. 21.5%; p=0.0011). The TT genotype carriers had
an increased risk of HELLP syndrome, which was independent of maternal age and primiparity
(p=0.002). Although the VEGF G+405C allele and genotype distributions did not differ significantly
between the two groups, the CC genotype carriers were also found to have an increased risk for
HELLP syndrome after adjustment for maternal age and primiparity (p=0.041). The VEGF C-2578A
SNP was not associated with HELLP syndrome.
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The authors found that the VEGF -460TT and +405CC genotype carriers have an increased risk
of HELLP syndrome. As these two SNPs were previously observed to be related to production of the
VEGF protein, we suppose that these VEGF polymorphisms - interacting with other genetic and

environmental factors - could play a role in the development of HELLP syndrome.

Keywords: VEGE SNP HELLP syndrome, polimorphism, real-time PCR

A vaszkularis endotelidlis novekedési faktor (VEGF) az egyik
6 angiogén faktor, amely az endotél sejtek prolifericidjinak
clsédleges szabdlyozéja [1,2,3]. Fontos szerepe van a
vaszkulogenezisben és a vaszkuldris permeabilitisban [1].
A VEGF gén egy 14 kb nagysigi molekula, amely magiba
foglal 8 exont és 7 intront [4]. A VEGF-et szimos sejt terme-
li, tobbek kozott a citotrofoblasztok. A VEGF termel6dése
hypoxidval is el6idézhets. Bar a hypoxiaindukalta faktor
(HIF) - von Hippel-Lindau (VHL) fehérjerendszernek van
a legfontosabb szerepe a VEGF-expresszi szabalyozasiban,
az onkogének szintén fokozhatjik a VEGF termel6dését,
ideértve az aktivalt epidermalis novekedési faktor receptort
(EGFR), a RASt és az erbB-2/Her2-t [5].

A viarandoéssag soran a VEGF-nek fontos szerepe van a
trofoblasztok proliferdciéjiban, az embri6 vaszkularizi-
cidjaban. Szovettani tanulminyok a normalistél eltérd
angiogenezist irtak le préeklampszidban (PE) és HELLP
(Hemolysis, Elevated Liver enzymes, and Low, Platelet
count) -szindrémdban szenvedd betegek placentdiban.

Beteganyag és modszer

Betegek: A vizsgilatokba bevont betegeket két csoport-
ba soroltuk: egészséges varandosok (n=93) és HELLP-
szindromaban szenveddk (n=71). A besorolds az Ame-
rikai Sziulészeti és NOgyogydszati Kollégium ajanldsa
szerint tortént. A HELLP-szindréma diagnézisit a jellem-
z6 laboratériumi eltérések alapjin dllitottuk fel. Ezek a
kovetkezdk voltak: 1. A hemolysis (microangiopathids
haemolyticus anaemia) igazoldsinak feltétele volt az
emelkedett laktdt dehidrogendz (LDH) szint > 600 TU/L.
2. Emelkedett mijenzim értékek (az aszpartit amino-
transzferdz (AST) és az alanin aminotranszferiz (ALT)
szérum ¢értéke meghaladta a >70 IU/L-t), valamint a
trombocitopénia jelenléte (a trombocitaszim kevesebb
volt, mint 150.000 mikroliterenként).

A Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsiga engedélyez-
te a vizsgalatokat, a betegeket tajékoztattuk és 6k bele-
gyezO nyilatkozatot irtak ala.

DNS izolalas: A betegektdl 3 ml EDTA-s vér levétele utin
200 pl vérbol DNS izolaltunk szilika adszorpcidos modszer-
rel, a gyartd utasitdsai szerint (High Pure PCR Template
Preparation kit, Roche, Mannheim, Németorszag). s

A lepényi iszkémia, az oxidativ stressz €és az anyai-mag-
zati immun-maladapticié egyarint szerepet jdtszik a PE
kifejlodésében [3]. A sekély endovaszkuldris trofoblaszt
invazié a spirdlis artéridkba és az dltaldnos endotelidlis
sejt diszfunkcié a PE kifejlodésének két kulcsfontossa-
gu tényezsje [6]. Ezért kerilt a kutatidsok fokuszdba a
VEGF molekula, valamint annak SNP polimorfizmusa-
inak vizsgdlata annak tanulmdnyozisira, hogy milyen
szerepe van a vaszkularizacidéban, ill. egyes betegségek
kialakuldsdban. Papazoglou és mtsai tanulmdnyoztdk a
VEGF C-2578A, a G-634C és a C+9306T, mig Banyasz és
mtsai a C-25784 és a G-405C egynukleotidos polimor-
fizmusokat (SNP) hatdroztik meg PE-ban szenvedd be-
tegek csoportjiban [7,8].

A VEGF egynukleotidos polimorfizmusit eddig nem
vizsgaltak HELLP -ézindréméban, amely betegség a PE
specidlis, stlyos formdja. Hirom olyan SNP el6forduldsi
gyakorisagait vizsgaltuk meg, amelyek szerepet jitszanak
a VEGF termelddésében és a vaszkulogenezisben.

A VEGF C-2578A, C460T, G+405C polimorfizmus meg-
hatarozasa: A VEGF SNP-k meghatdrozasira valosidejii PCR
és olvadasi gorbe analizis médszert dolgoztunk ki. A hirom
SNP meghatirozasihoz hasznalt primerek €s probdk szek-
vencidit a II. sz. tabldzat mutatja. A PCR keverék tartalmazott

A VEGF egynukleotidos polimorfizmusanak meghatarozasara
alkalmazott primer és proba szekvenciak
VEGF C460T (rs 833061)
Forward 5'-AgA Cgg CAg TCA CTA g-3'
Reverse 5'-AAT ATT gAA ggg ggC Ag-3'
Probe1 5'-LC640-AgC ggg gAg AAg gCC Agg g-3'
Probe2 5'-TgT ggg g TT gAg ggC gTT-FL
VEGF C-2578A (rs699947)
Forward 5'-AgC TgT Agg TCA AgA CCC T-3'
Reverse 5'-AAA ATT CCT AgC Tgg TTT CT-3'
Probe1 5'-LC640-ATC CAC CCA gAT CTT gCC Agg-3'
Probe2 5'-gTg ggA AgA gTg ggA CCA gTC AgT CTg A-FL
VEGF G+405C (rs2010963)
Forward 5'-CCA gAA ACC TgA AAT gAA gg-3'
Reverse 5'-ggg CTC ggT gAT TTA gC-3'
Probel 5'-LC640-Tgg AAT Tgg ATT CgC CAT TTT ATT TTT CTT gC-3'
Probe2 5'-gAC CCA gCA Cgg TCC CTC-FL

1L tabldazat
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1 uL DNS+, 5 uM primereket és probakat, 1 uL LightCycler
FastStart DNA Master HybProbe keveréket (Roche), és 2,5
mM MgCL-t. A kezdeti 10 perces denaturiciét 95 °C 35
ciklus kovette - denaturicié (95 °C; 10 s), annealing (52-
56-60 °C; 15 s) és extenzio (72 °C; 10 s) - LightCycler ké-
sziiléken (Roche, Penzberg, Germany) [9]. Olvaddsi gorbe
analizis kovetett minden PCR-t és a termékek olvadasi pont-
ja (Tm) meghatirozisra kertilt.

Eredmények

A VEGF C-25784, C-460T és a G+405C meghatirozisi-
ra valosidejd PCR és olvadisi gorbe analizis modszert
allitottunk be, a PCR paramétereit optimalizaltuk a pri-
mer-proba rendszerrel.

Az . sz tablizat mutatja a vizsgalatokba bevont két
csoport demogrifiai és klinikai paramétereit. Nem volt
lényeges kiilonbség az anyai életkorban €s a primipardk
ardnyiban a vizsgalt két csoport kozott. A geszticios
kor és a sziiletési suly szignifikinsan alacsonyabb volt a
HELLP-szindroméban szenved$ betegek csoportjiban,
az intrauterin novekedésben visszamaradottak (IUGR)
ardnya pedig elérte a 46,5%-ot.

A tanulmanyba bevont két csoport demograﬁal
és Klinikai jellemz6i

Kontroll HELLP Szignifikancia

(n=93) (n=71) ®)

Anyat életkor (év) 30 (27-33) 29 (26-31) NS

Primipara 56 (60.2%) 48 (67 6%) NS
Magas vérnyomas 0 (0.0%) 1 (100%) 0.001
Proteinuria 0 (0.0%) (1 00%) 0.001
Gesztacios kor (hét) 38 (34-39) 32 (28-34) 0.001
Magzati stly (gramm) | 3270 (2970-3680) | 1140 (650-1820) 0.001
IUGR 0 (0.0%) 33 (46.5%) 0.001

L tablazat

A I és IV, sz. tabldzat mutatja a hdrom vizsgalt VEGF
SNP allél és genotipus el6forduldsi gyakorisigit. A
Hardy-Weinberg torvény érvényesnek bizonyult a VEGF
C-2578A4, C-460T és a G+405C SNP esetében. Szignifikdns
kiillonbség mutatkozott a VEGF C-460T allél €s genotipus
eloszlasiaban a HELLP szindrémads és kontroll csoport Ko-
zott. A T allél jelen volt 71,1%-ban HELLP szindrémaban,
mig csak 53,8%-ban a kontroll csoportban (p=0,0014).

A TT genotipus 45,1%ban volt kimutathat6 a HELLP
szindrémds csoportban és 21,5%-ban a kontroll csoport-
ban (p=0,0011). Logisztikus regresszios analizissel az anyai
életkorra és a primiparitdsra korrigdlva ez a genotipus fug-
getlen rizikofaktort jelentett a betegség eldforduldsinak
vonatkozdsiban (OR=3,03, 95%; CI=1,51-6,08; p=0,002).

Habidr a VEGF G+405C allél és genotipus eloszlis
nem kiillonbozott lényegesen a CC genotipus szin-
tén figgetlen riziké faktornak mutatkozott (OR=3,67,

étatisztikai analizis: A statisztikaianalizist STATISTICA
(version 7.1; StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA)
és Arlequin (version 3.0; CMPG, University of Bern,
Svijc) programok alkalmazdsdval végeztik el. Minden
statisztikai analizishez a szignifikancia szintje p<0,05-
ben lett meghatirozva. Logisztikus regresszios anali-
zist végeztiink az anyai életkorral és a primiparitdssal
korrigilva.

95% CI=1,05-12,75; p=0,04) a koérkép kialakuldsiban.
A VEGF C-2578A SNP polimorfizmusa vizsgdlata sordn
nem taldltunk kiilonbséget a vizsgilt két csoportban.

A vizsgélt VEGF SNP allélok el6fordulasi gyakorisagok
egeszseges terhes és HELLP szindromas betegek
csoportjaban

VEGF C-460T
Vizsgalt csoport C allél T allél
HELLP (n=71) 41 (28.9%) 101 (71.1%)
Kontroll (n=93) 86 (46.2%) 100 (53.8%)
p=0.0014

VEGF C-2578A
Vizsgélt csoport C allél A allél

HELLP (n=71) 68 (47.9%) 74 (52.1%)
Kontroll (n=93) 84 (45.2%) 102 (54.8%)
p=0.62
VEGF G+405C
Vizsgalt csoport G aliél C allél
HELLP (n=71) 109 (76.8%) 33 (23.2%)
Kontroll (n=93) 150 (80.6%) 36 (19.4%)
p=0.39

III. tabldazat

A VEGF SNP genotipusok egészséges terhes
_ és HELLP szindromas betegek csoportjdban

VEGF C-460T

Genotipus
Vizsgélt csoport CC CT 1T
HELLP (n=71) 2 (2.8%) 37 (62.1%) 32 (45.1%)
Kontroll (n=93) 13 (14.0%) 60 (64.5%) 20 (21.5%)
p=0.0011

TT vs. CT vagy CC genotipus: odds ratio (OR)=2.99, 95% konfidencia
intervallum (C)=1.52-5.91, p=0.002; adjusted OR=3.03, 95% Cl=1.51-6.08, p=0.002

VEGF C-2578A

Vizsgélt csoport CC AC AA
HELLP (n=71) 17 (23.9%) 34 (47.9%) 20 (28.2%)
Kontroll (n=93) 17 (18.3%) 50 (53.8%) 26 (27.9%)

p=0.64
VEGF G+405C
Patient group GG GC CC
HELLP (n=71) 47 (66.2%) 15 (21.1%) 9(12.7%)
Kontroll (n=93) 61 (65.6%) 28 (30.1%) 4 (4.3%)
p=0.091

CC vs. GC vagy GG genotipus: OR=3.23, 95% CI=0.95-10.96, p=0.060;
adjusted OR=3.67, 95% Cl=1.05-12.75, p=0.041

IV, tdablazat
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Megbeszélés

Els6ként alkalmaztuk a valésideji PCR és olvadasi gorbe
analizis médszert a VEGF C-460T, C-25784 és G+405C
egynukleotidos polimorfizmusok meghatirozasira. Kimu-
tattuk az allélok és a genotipusok el6fordulasi gyakorisa-
gat HELLP-szindromdban szenvedd betegek csoportjiban
és osszehasonlitottuk az egészséges kontroll populdcioval.

Az eredményeink azt mutatjik, hogy a VEGF gén
C-460T és a G+405C

egynukleotidos polimorfizmusa kapcsolatba hozhat6
a HELLP-szindroma kialakuldsaval. Azt taldltuk, hogy a
VEGF T-460T és a C+405C genotipusok nagyobb rizikot
jelentenek a HELLP-szindréma kialakuldsara.

Eddig csak néhdny VEGF SNP-t tanulmanyoztak a PE
kialakuldsdval kapcsolatban, ezek a G+405C, a C-2578A4
és a C-4060T [6,7,9]. Meghatiroztik a VEGF termels-
dését is ezekkel Osszefliggésben, és a legmagasabb
plazma szintekkel a G+405G €és C-25784, a legalacso-
nyabbakkal a C-405C és A-2578A4 genotipusok jartak
egyltt. A C-400T szintén befolydsolja a VEGF koncent-
raciojac [2,11,12,13,14,15]. A vizsgdlataink sorin ma-
gas ardnyban fordult el6 a C+405C genotipus a HELLP-
szindromds csoportban, amely feltehet6leg alacsony
VEGF-szintekkel jar egyutt.

Az irodalomban a PE el6forduldsaval kapcsolatban
vizsgaltik mar a VEGF egynukleotidos polimorfizmusa-
it. A kutaték ellentmondasos eredményekrdl szamolnak
be, egyesek alacsony, mig misok magas VEGF- szinteket
irtak le PE-ban [16,17]. Ezen ellentmondasok okit még
nem sikerult kideriteni. A VEGF génen eddig 30 SNP-t
heti, ez is magyardzhatja, hogy nehezen hatidrozhato
meg a pontos hatas.

Eddig csak néhany polimorfizmust esetében figyeltek
meg Osszefiiggést a VEGF termel6désével kapcsolatban
[8]. Hirom tanulmany taldlt dsszefiiggést a PE kialaku-
lasat illetéen [7,8,10]. Papazoglou és mtsai a C-25784, a
G-634C és a C+936T SNP-k el6fordulisi gyakorisigat vizs-
galtdk, és Osszefuggést taldltak ezen egynukleotidos poli-
morfizmusok, valamint a PE kialakuldsaval kapcsolatban,
ennek ellenére arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy nem
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