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A plazmiban keringé szabad DNS mindségi és mennyiségi vizsgalata mint a praenatalis diagnosztika lehetséges eszkoze egy évtize-
des multra tekint vissza. Az dltalunk végzett vizsgilat célja az 6sszes szabad DNS, valamint szabad magzati DNS mennyiségénck
vizsgalata volt szovédménymentes, illetve praceclampsiaval szov8dott terhességek esetén. Modszerek: A vizsgélatot retrospektiv
moédon végeztiik. Klinikinkon megjelent és kezelés alatt allé 67 praeeclampsidval szovédott, illetve 70 szovédménymentes terhes-
séget visel§ varandés n6tdl gydjeottiink vérplazmat. A keringd Osszes szabad DNS és szabad magzati DNS meghatarozasat valos
idejd polimerdz lincreakciéval (real-time PCR) végeztiik. Eredményck: A plazma szabad DNS, valamint a szabad magzati DNS
mennyisége egyardnt szignifikinsan magasabb volt praceclampsids terhesek esetében (median: 0,0114 vs. 0,0325 és 0,001 E-3 vs.
0,086 E-3 ng/nl; P <0,001). Az 6sszes szabad DNS, valamint a szabad magzati DNS mennyisége kozott, illetve a testtomegindex
kozott nem taldltunk szignifikins Osszefiiggést. Kovetkeztetés: A praceclampsia hdtterében feltételezett kérfolyamatok, a placenticio
zavara, endothel- és hepatocellularis kirosodds nagy valészintiséggel egyarant befolydsolja az 6sszes szabad DNS mennyiségének
emelkedését. A szabad magzati DNS mennyiségének emelkedése a trophoblastinvdzié zavarinak mutatojaként lehetséges markerként
jon szoéba a praceclampsia korai diagnosztizaldsiban.
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Quantity of total cell free and cell free fetal DNA in pregnancies
with no complications and with preeclampsia

Several researches focused on the factors which could influence the quantity of cell free DNA in case of normal and pathological
pregnancies. The aim of our study was to evaluate the quantity of total cell free and cell free fetal DNA in case of normal pregnan-
cies and preeclampsia. Study design: Plasma samples were obtained from 67 preeclamptic and 70 normotensive pregnant women.
The quantity of total cell free DNA and cell free fetal DNA was measured using real-time polymerase chain reaction. Results: We
confirmed that circulating total free and fetal DNA levels are significantly elevated in pregnancies complicated by preeclampsia
(median: 0.0114 vs. 0.0325 and 0.001E-3 vs. 0.086E-3 ng/nl; P <0.001). The quantity of total plasma-free DNA did not correlate
with the body mass index. Conclusion: The releases of both free fetal and maternal DNA were found to be affected in preeclampsia.
Hepatocellular necrosis seems to be responsible - at least partly - for increased circulating total DNA levels in preeclampsia, and the
abnormal trophoblast invasion could be responsible for increased trophoblast destruction and elevation of cell free fetal DNA
level.
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Az anyai és magzati perinatalis morbiditds és mortali-
tds tekintetében a praeeclampsia viligszerte az egyik
vezet$ okként szerepel [1, 2]. A praeeclampsia jellem-
zGje a magas vérnyomas ¢és fehérjevizelés megjelenése a
terhesség kozépidejében, azokban a varanddsokban, akik
addig nem szenvedtek magasvérnyomas-betegségben.
A praeeclampsia pontos oka nem ismert [2 ], ugyanakkor
szamos tényezG, tobbek kozott a trophoblastinvazid,
a spiralis artéridk kialakuldsinak zavara jarul hozzi a
placentacié kéros folyamatihoz, amely végs6 soron az
uteroplacentaris keringés karosodasahoz és ezaltal a be-
tegség kialakuldsihoz vezet [3]. A praceclampsia kiala-
kuldsiban szdmos anyai tényezd is szerepet jatszik, mint
az anyai talsuly, vesebetegség, anyai életkor, a csaladban
szerepl$ vérnyomdsbetegség, valamint a kordbbi terhes-
ségben el6fordulé praceclampsia. A praceclampsia okd-
nak feltirasa a terhespatoldgiai kutatasok kozponti kér-
dése. Az elmdlt tiz évben szdmos olyan vizsgalat latott
napvildgot, amelynek célja a terhesség sorin az anyai
keringésben fellelhet6 szabad DNS és ezen beliil a sza-
bad magzati DNS mennyiségi és minGségi jellemzSinek
vizsgilata [4, 5]. Tekintettel arra, hogy praceclampsid-
ban a placenticié zavarit feltételezziik, kézenfekvének
tlnik az anyai keringésbe keriil§ trophoblasteredetd
szabad magzati DNS vizsgilata. Ugyanakkor a szabad
magzati DNS mellett a praceclampsidban megjelend
majenzim-emelkedések hepatocellularis ¢és endothelka-
rosodast, ezaltal vélhetGen a majbdl és endothelsejtek-
bdl a keringésbe keriil6 szabad anyai DNS mennyisé-
gének valtozasit is valdszinGsitik. Az dltalunk végzett
vizsgalat célja az anyai vérplazmdban fellelhetd Osszes
szabad DNS és szabad magzati DNS mennyiségének
vizsgalata volt, az anyai testtomegindex fliggvényében
normotonids ¢és praceclampsias varandésok esetében.

Anyagok és modszerek

A vizsgilatot retrospektiv modon végeztiik. Hatvanhét
praceclampsids terhes nétdl gydjtottiink plazmamintat,
amelyeket a feldolgozasig —80 °C-on taroltuk. A praeec-
lampsia definicidjaként a terhesség 20. hete utin je-
lentkez6 magas vérnyomast (RR 2140,/90 Hgmm) és
fehérjevizelést (2300 mg/24 h) fogadtuk el. Kontroll-
csoportként hetven normotoniis virandés nétél gydj-
tottiink plazmamintat. Minden vizsgilt terhesség szin-
guldris volt. A praceclampsiis csoportban 36, mig a
kontrollcsoportban 25 fitmagzatot visel6 virandés né
szerepelt.

A mintdk felhaszndldsit és azok vizsgalatit a Semmel-
weis Egyetem Tudomdnyos és Kutatdsetikai Bizottsiga
engedélyezte. A vizsgilatok a Helsinki Nyilatkozat sza-
bélyainak megfelelGen torténtek.

DNS-izolalias és valos idejii polimeraz
lancreakcio (real-time PCR)

A vérmintak gytjtése steril EDTA-s cs6be tortént, a plaz-
ma elvilasztasait 3000 g-on torténd centrifugalassal vé-
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geztitk. A DNS izoldlisa 400 pL plazmamennyiségbd&l
tortént High Pure PCR Template Preparation kit se-
gitségével (Roche-diagnosztikik, Mannheim, Németor-
szdg), a gyarté altal meghatirozott protokoll szerint.
A vizsgalatokat szigoru, a sterilitds szabalyainak megfe-
lel6 kortlmények kozott végeztiik. Minden izolalasi el-
jaras soran negativ mintakkal egészitettiik ki a mintasort.
A DNS eludlasa 50 pL eltciés pufferrel tortént. A valds
idejl polimerdz lancreakcidhoz (realtime PCR) 1 uL
DNS-t hasznaltunk.

A PCR-reakciot SYBR-green modszerrel végeztiik
Lightcycler 1.0 rendszer segitségével (Roche-diagnosz-
tikak, Mannheim, Németorszdg). A plazmdiban keringé
magzati DNS kimutatasihoz az Y-kromoszéman elhe-
lyezked$ SRY-régiora tervezett primer parokat hasznal-
tuk: forward, 5’-ggc aac gtc cag gat aga gtg a-3’, reverse
5’-tgc tga tct ctg agt tte gea tt-3°. Az Osszes szabad DNS-
tartalom meghatirozisa a globin gén segitségével tor-
tént: forward 5’-aca caa ctg tgt tca cta ge-3°, reverse 5’-
caa ctt cat cca cgt tca cc- 3. A PCR-reakciét 10 uL
végtérfogatban végeztiik, amelynek Osszetétele: 1 nl
DNS, 2,5 pmol /L mindkét primerbdl, 2 pl DNA Master
SYBR Green I mix (LightCycler FastStart DNA Master
SYBR Green I kit: Taq polymerase, dNTP, MgCl,), 6 ul
nukleazmentes viz. A DNS-mennyiség meghataroza-
sidhoz a globin gén higitasi sordbdl képzett belsS refe-
renciagorbét hasznaltuk.

Az egyes PCR-reakciok soran azonos hémérsékleti
profilokat haszndltunk, minden mérés esetén negativ
kontrollt illesztettiink a mért esetek mellé. A PCR-
reakcié 40 ciklusbdl allt, amelyek a kovetkezSk voltak:
8 perc 95 °C; 5595 °C; 10 s 60 °C; 15 s 72 °C; hiités
4 °C-ig.

Adatelemzés

Az adatelemzés soran Shapiro-Wilk’s W, Mann—-Whitney
U, DPearson y’-teszteket haszndltunk. Statisztikai elem-
zéshez a Statistica (7.1; Statsoft, Inc., Tulsa, Oklahoma,
Amerikai Egyesiilt Allamok) és Statistical Package for
the Social Sciences (version 15.0 for Windows; SPSS,
Inc., Chicago, Illinois, Amerikai Egyesiilt Allamok)
programokat haszndltuk. A szignifikancia meghatiro-
zasandl p<0,05 értékkel szimoltunk.

Eredmények

Retrospektiv vizsgilatunk sordn 67 praceclampsids [ me-
dian terhességi kor vérvételkor 37,5 (30—41) hét], vala-
mint 70 normotonids viarandoéstdl gydjtottiink plazma-
mintat [medidn terhességi kor vérvételkor 36 (29-39)
hét]. A praeeclampsias csoport medidn testtomegindexe
30,0 (20,6-38,3) kg/m?, a normotenziv csoportban
25,9 (19,0-42,0) kg/m?*nck adédott. A fitmagzatot
visel6 praececlampsids terhesek esetében a szabad mag-
zati DNS mennyisége 0,086 E-3 ng/ul, a normotenziv
varandods nék esetében 0,001 E-3 ng/ul volt (1. dbra).
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1. dbra A szabad magzati DNS mennyisége praceclampsids és normo-

tonids varandésokban median 0,086 E-3 ng/nl, illetve 0,001
E-3 ng/nl

Az 0Osszes szabad DNS mennyisége praceclampsids ter-
hes nék esetében 0,0325 ng/ul, szovédménymentes
terhes nék esetében 0,0114 ng/ul (2. 4bra). A pracec-
lampsids terhesek esetében mind a szabad magzati,
mind pedig az Osszes szabad DNS mennyisége szigni-
fikinsan magasabbnak bizonyult, mint a szo6védmény-
mentes terhességet visel6 virandos néknél, P<0,001.
A szabad magzati DNS mennyisége nem mutatott dssze-
fiiggést az Osszes szabad DNS mennyiségével. Hasonlé-
képpen nem talaltunk szignifikins Osszefliggést a test-
tomegindex és a DNS mennyisége kozott sem.

Megbeszélés

Leon és munkatdrsai 1977-ben radioimmunassay-vel
végzett vizsgalatuk eredményeként tumoros beteg és
egészséges kontroll esetében els6ként szamoltak be a
szabad DNS jelenlétérdl a periférias vérben, megjegyez-
vén, hogy a szabad DNS mennyisége ezen betegeknél
eltér az egészséges kontrolloknil mért mennyiségétdl
[6, 7]. Mindamellett, hogy a szabad DNS jelenléte
egészséges és kiillonbozd betegségben szenvedd szemé-
lyek esetében nyilvanvalo, a folyamat, ahogyan a DNS a
keringésbe keriil, mind ez iddig nem tisztizott. Az anyai
vérben kering6 szabad magzati DNS kimutatdsira és a
kutatasok eredményének kozlésére els6ként 1997-ben
keriilt sor [8]. Ez a vizsgilati eredmény lendiiletet adott
a szabad magzati DNS tovabbi vizsgalatidhoz [9, 10].
A szovédménymentes terhességet visel§ varandés nék
esetében a szabad magzati DNS mennyisége az irodalmi
adatok alapjin szimos tényez6 fiiggvénye. A terhesség
madsodik trimeszterében az anyai testsuly, illetve a szabad
magzati DNS mennyisége 0Osszefiiggésében forditott
ardnyossagot figyeltek meg. Ennek hatterében a névekvg
vérvolument és a szabad DNS diltcidjat feltételezték.
Ugyanezen tanulmany soran az anyai életkor, a dohany-
zas ¢és etnikai hovatartozds tekintetében nem taldltak
eltérést [11]. A méhlepény 3D ultrahang segitségével
mért térfogata és a szabad magzati DNS mennyisége ko-
zOtt, a varakozasokkal ellentétben, nem fedezhet$ fel
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2. abra Az osszes szabad DNS mennyisége praceclampsids ¢és normo-

tonids esetekben median 0,0325 ng/nl, illetve 0,0114 ng,/nl

Osszeftiggés [12]. A szovédménymentes terhességgel
kapcsolatos kutatdsokkal parhuzamosan egyre b&viilnek
ismereteink a szabad magzati DNS és a koéros terhesség
Osszefiiggéseinek tekintetében is.

A magas vérnyomdssal szovédott terhességi korké-
pek, terhességi hypertonia, praeeclampsia, HELLP-
szindroma kialakulasanak pontos kérfolyamata jelenleg
ismeretlen. A betegségek fokozatos megismerése sorin
azonban egyre inkdbb bizonyossagot nyert a méhle-
pény, a placenticié kdzponti szerepe a betegség és ko-
vetkezményeinek kialakuldsiban [13, 14, 15, 16]. Fi-
gyelembe véve a praceclampsia kialakulasiban szerepet
jatszo kockazati tényezoket, valamint a praeeclampsia-
val szov6dott terhesség sordn észlelhetS laboratériumi
cltéréseket, megvalaszolasra vart az a kérdés, hogy a
praceclampsiaval szovédott terhesség esetén a szabad
magzati DNS mennyisége milyen Osszefiiggést mutat a
hajlamosité tényezdkkel és koziiliik is a testtomegindex,
illetve a virandds plazmajaban keringé 0Osszes szabad
DNS-sel. Vizsgalatunk sordn, az irodalmi adatokkal egy-
behangzdan, az dsszes szabad DNS és a szabad magzati
DNS mennyiségét egyarant emelkedettnek talaltuk
praceclampsidval szovédott terhesség esetén. Ugyanak-
kor ezek az adatok, annak ellenére, hogy szignifikans el-
térés mutatkozott a két csoport kozott, nem mutattak
osszefliggést a testtomegindex vonatkozasaban. Hason-
16képpen, az 6sszes DNS, valamint a magzati eredetd
DNS plazmaszintje kozott sem taldltunk szignifikdns
osszefliggést. Ennck hatterében a hepatocellularis és
endothelkarosodas eltéré mértéke allhat, amelynek ko-
vetkeztében az anyai vérplazmaba keriil§ szabad DNS
emeli a praceclampsids csoportban mért DNS mennyisé-
gét. A szabad magzati DNS mennyiségének viltozasa
donté mértékben trophoblasteredetd, ezért mennyisé-
gének valtozdsa nagy valészinlséggel a placenticié za-
varaval hozhat6 Osszefiiggésbe. Figyelembe véve a vér-
plazma mennyiségének valtozasit, az eltér§ mértékd
endothel- és hepatocellularis kirosodas mértékét, az 9sz-
szefiiggések felderitése tovabbi vizsgalatok végzését teszi
sziikségessé.

2010 m 151. évfolyam, 19. szam

ORVOSI HETILAP



Irodalom

[1

[2

(3]

[4

B

—

—

| Witlin, A. G., Sibai, B. M.: Hypertension in pregnancy: current
concepts of preeclampsia. Annu. Rev. Med., 1997, 48, 115-
127.
1 Dekker, G. A., Sibai, B. M.: Etiology and pathogenesis of preec-
lampsia: current concepts. Am. J. Obstet. Gynecol., 1998, 179,
1359-1375.
Lim, K. H., Zhou, Y., Janatpour, M. és mtsai: Human cytotro-
phoblast differentiation/invasion is abnormal in pre-eclampsia.
Am. J. Pathol., 1997, 151, 1809-1818.
Zhong, X. Y., Laivuori, H., Livingston, J. C. és measi: Elevation of
both maternal and fetal extracellular circulating deoxyribonucleic
acid concentrations in the plasma of pregnant women with preec-
lampsia. Am. J. Obstet. Gynecol., 2001, 184, 414-419.
Holzgreve, W,, Hahn, S.: Novel molecular biological approaches
for the diagnosis of preeclampsia. Clin. Chem., 1999, 45, 451—
452.

[6] Leon, S. A., Green, A., Yaros, M. ]. és mtsai: Radioimmunoassay

[7

8

—

—

—

for nanogram quantities of DNA. J. Immunol. Methods, 1975,
9,157-164.

Leon, S. A., Shapiro, B., Skinroff, D. M. és mtsai: Free DNA in the
serum of cancer patients and the effect of therapy. Cancer Res.,
1977, 37, 646-650.

Wataganara, T., Metzenbaner, M., Peter, 1. és mtsai: Placental
volume, as measured by 3-dimensional sonography and levels of
maternal plasma cell-free fetal DNA. Am. J. Obstet. Gynecol.,
2005, 193, 496-500.

Ldzar, L., Nagy, B., Bin, Z. és mtsai: Presence of cell-free fetal
DNA in plasma of women with ectopic pregnancies. Clin. Chem.,
2006, 52, 1599-1601.

az immunrendszert,
ahol sziikség van ra!

@ Aldara

imikimod

@ Aktinikus keratdzis
@ Superficialis basalsejtes karcinoma

@ Condyloma acuminatum

Tovabbi Informacié: MEDA Pharma Hungary Kft.
1139 Budapest, Vaci Ut 91.  Tel.: (1) 236-3410
E-mail: info@meda.hu ® www.meda.hu ® www.meda.se

a krém, amely ott stimulélja

EREDETI KOZLEMENYEK

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

-

Lazar L., Ban Z., Szakdcs O. és mtsai: Szabad magzati DNS kimu-
tatdsa a magzati Y-kromoszéma igazoldsaval anyai vérplazma-
bél. Orv. Hetil., 2003, 144, 2405-2409.

Lo, Y. M., Corbetta, N., Chamberiain, P. F. és mtsai: Presence of
fetal DNA in maternal plasma and serum. Lancet, 1997, 350,
485-487.

Wataganara, T., Peter, L., Messerlian, G. M. és mtsai: Inverse cor-
relation between maternal weight and second trimester circulat-
ing cell-free fetal DNA levels. Obstet. Gynecol., 2004, 104,
545-550.

Sibai, B., Dekker, G., Kupferminc, M.: Pre-eclampsia. Lancet,
2005, 365, 785-799.

Smid, M., Vassallo, A., Lagona, F. és mtsai: Quantitative analysis
of fetal DNA in maternal plasma in pathological conditions
associated with placental abnormalities. Ann. NY. Acad. Sci.,
2001, 945, 132-137.

Lo, Y. M., Leunyg, T. N., Tein, M. S. és mtsai: Quantitative abnor-
malities of fetal DNA in maternal serum in preeclampsia. Clin.
Chem., 1999, 45, 184-188.

Swinkels, D. W, de Kok, J. B., Hendriks, ]. C. és mtsai: Hemolysis,
clevated liver enzymes, and low platelet count (HELLP) syn-
drome as a complication of preeclampsia in pregnant women
increases the amount of cell-free fetal and maternal DNA in
maternal plasma and serum. Clin. Chem., 2002, 48, 650-653.

(Lazar Levente dr.,
Budapest, Baross u. 27., 1088
e-mail: lazar_levente@hotmail.com)

ORVOSI HETILAP

787

2010 m 151. évfolyam, 19. szam



