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SUMMARY

HYPERHOMOCYSTEINEMIA AND REPRODUCTIVE PATHOLOGY

Keywords: hyperhomocysteinemia; MTHFR; MTR; MTRR; spontaneous miscarriages, thrombophilia.

Hyperhomocysteinemia defines the state in which concentrations of the non-protein forming amino acid homocys-
teine exceeds normal level. Mutations in the genes of folic acid cycle (MTHFR, MTR, MTRR) togheter with decreased
intake of vitamins of B group involved in homocysteine metabolism have a great contribution to hyperhomocysteinemia.
Elevated concentration of homocysteine is toxic for the blood vessels and can initiate a cascade of vascular compli-
cations, including thrombosis. At the moment, hyperhomocysteinemia may be associated with adverse events during
pregnancy: placental abruption, preeclampsia, neural tube defects, intrauterine growth retardation. Genetic testing for
patients allows to predict the risk of hyperhomocysteinemia and thrombotic events, indicate an appropriate treatment
and monitor evolution of pregnancy.
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KuaoueBble cioBa: cunepeomoyucmeunemuss, MTHFR, MTR, MTRR, nesvinawuganue bepemeHHOCmU, MpomoOO-
Qunus

Tunepzomoyucmeunemus xapakmepusyemcsa nosviulenuem KOHYeHmpayuu HebeiKo8ou amMuHOKUCIOMbL - 20MOYU-
cmeuna. Mymayuu 6 eenax yuxaa ¢ghonuesou kuciomor (MTHFR, MTR, MTRR) npu depuyume eumamunos ocobeHHo
epynnul b, 6030eticmsyiom Ha ypogeHb comoyucmeura 8 kpogu. Ilosviuientvie KOHYeHMpayuy 20MOYUCMeUHd OKA3bl-
8arom mokcuueckoe oelicmaue Ha KPOBEeHOCHbIe COCYObL U MO2YM UHUYUUPOBATNb KACKAO 80CNAIUMENbHBIX PeaKyull, U
dadice obpazosarue mpomoos. Bo 8pems bepemenHoCmU NosbluieHHble YPOSHU COMOYUCMEUHA MO2Ym OblmMb NPUYUHOL
HeBbIHAUWUBAHUSA OePeMEHHOCIU U INAKUX OCTONCHEHUNl KAK: OMCIOUKA NIAYeHMbl, NPeIKIAMNCUL, OedeKmbl HEPEHOT
mMpyoKU, CUHOPOM 3A0EPAHCKU BHYMPUYMPOOHO20 pazsumus niood. I enemuueckoe mecmuposanue nayueHmos no3eo-
JIUM NPeoOCKA3ame PUCK UNepeoMOyUCmeuHeMuy U 00pazo8anuss mpomoos, HaA3HAYEeHUsL COOMBENCINEYIOUe20 1eYeHUs
U MOHUMOPUHZ bepeMeHHOCMU.

Hiperhomocisteinemia In conditii fiziologice optimale cantitatea de Hcy

Homocisteina (Hcy) este un aminoacid neproteic la nivel celular este reglatd pe doud cdi metabolice
ce contine sulf, absent in dieta naturala si un interme- alternative: degradare ireversibild prin transsulfurare
diar metabolic in reactii de transmetilare si transsulfu- sau remetilare cu formare de metionind [3]. Transsul-
rare — reactii importante in cresterea, functionarea si furarea, care decurge in mod special 1n ficat si rinichi,
diferentierea celulard normala [8]. in plasma sangvi- constd in condensarea Hey cu serind din care rezul-
na Hey se gaseste sub diverse forme: 70% din totalul ta cistationind cu participarea enzimei cistationin-f3-
de homocisteind (tHcy) circuld sub forma legatd de sintazd si a vitaminei B6 in calitate de cofactor. In
proteind prin interactiuni disulfidice (in principal al- etapa urmadtoare, cistationin-y-liaza degradeaza cista-
bumine) [19]; aproximativ 25% se gisesc sub forma tionina in cisteina si a-cetobutirat. Cisteina este oxi-
de dimeri de homocisteina, iar restul (5%) — legate de datd la atomul de sulf cu formare de sulfat anorganic
alti tioli, inclusiv cisteind, forma de Hcy redusa si cea excretat prin cdi urinare [3]. Pe de alta parte, cisteina
oxidata [22]. este un precursor al glutationului — antioxidant esenti-

Nivelul de Hey plasmatica creste cu varsta, dato- al 1n detoxifierea xenobioticelor.
ritd declinului metabolic al Hey in rinichi. Femeile au In mod alternativ, Hcy este remetilata la metio-
un nivel de Hcy mai scazut decat barbatii, partial din nind folosind donor de gruparea metil-5-metiltetra-
cauza influentei hormonilor sexuali (estrogen si pro- hidrofolat (5-metilTHF) sau betaina [16]. Pe aceasta
gesteron) si a menstruatiei [20]. cale metabolismul Hcy este strans conectat la ciclul
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folatului: enzima metionin-sintaza (MTR) catalizeaza
transferul gruparii metil de la 5-metilTHF la Hcy cu
formare de metionina si THF (tetrahidrofolat), reac-
tie ce decurge in toate celulele, in afard de eritrocite.
MTR necesita cofactorul cobalamina (Cbl), iar com-
plexul format Cbl(I)MTR leaga gruparea metil din
care rezultd metilCbl(III)MTR. Dupa transfer, Cbl(I)
MTR este reformat si poate accepta o altd grupare
metil. Totodata cobalamina este usor oxidata la forma

Cbl(1), iar complexul CbII[)MTR devine inactiv. O
altd enzimad — metionin-sintaza reductaza (MTRR) —
are ca functie reactivarea complexului Cbl(I)MTR
prin metilare reductiva [14].

Ulterior conversia THF la 5,10-metilenTHF este
catalizatid de enzima MTHFDI, iar restabilirea dono-
rului de gruparea metil pentru remetilarea Hey 1i revi-
ne enzimei MTHFR care reduce 5,10-metilenTHF la
5-metilTHF, cofactor fiind vitamina B2 (riboflavina).
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Figura 1. Metabolismul homocisteinei: calea de remetilare la metionind si calea de transsulfurare
cu _formare de produsi ca cisteina si sulfat

Hiperhomocisteinemia (HHcy)

HHcy este o consecintd a deficientelor enzimatice
si/sau a carentelor nutritionale de vitamine care in-
terfereaza cu metabolismul normal al metioninei si/
sau Hcy. Cresterea concentratiei de Hcy extracelu-
lare este toxicd pentru celule si tesuturi §i poate ini-
tia o cascadd de complicatii vasculare [25]. Limitele
normale ale Hcy se situeaza intre 5 si 15 uM [11].
Valori mai mari se asociaza cu formele: intermedi-
ara (15-30 pM), moderata (30-100 uM) si severa

(>100 uM) de HHcy [12]. Existd o interactiune com-
plexa intre factorii genetici, metabolici si de mediu
pentru a mentine nivelul homocisteinei in limitele
normei. Schimbari ale unui factor, sau combinatii
de factori pot creste nivelul de tHcy (homocisteina
totald). Dupa Steeed [25] au fost studiate 4 stari ce
explica dezvoltarea HHcy: 1) dieta bogatd in meti-
onind; 2) deficienta de vitamine (B12, B6 si folati);
3) disfunctii renale; 4) anomalii genetice (in genele
MTHFR, MTR, MTRR, CBS).
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Figura 2. Factorii hiperhomocisteinemiei (HHcy): 4 cai de acumulare a homocisteinei
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Sa le examindm mai detaliat:

1) Jumatate din cantitatea de metionind primita prin
aport alimentar este transformata in Hey [7]. Studiile
pe animale sugereaza ca dieta bogatd in metionind in
prezenta vitaminelor B6, B12 si deficienta de acid folic
pot creste riscul aterosclerozei si patologiilor coronare
vasculare, in timp ce dieta bogata in alimente vegetale
si fructe mentine nivelul Hey in limite normale [1].

2) Cofactorii derivati din vitaminele complexului
B (B2, B6, B9, B12) participa in reactii enzimatice ce
regleaza metabolismul Hey. Mai multe studii demon-
streaza ca indivizii cu hiperhomocisteinemie prezinta
concentratii inadecvate ale unui sau mai multor cofac-
tori enzimatici [23]. lar concentratia Hcy este invers
proportionald cu concentratia plasmatica a folatului,
vitaminei B12 si B6 [10]. Acidul folic (forma solubi-
12 a vitaminei B9) este necesar in dividere celulara si
diferentiere, 1n special in timpul graviditatii. Derivatii
acidului folic sunt donori ai unitétilor mono-carbonice
pentru sinteza purinelor §i pirimidinelor componente
ale ADN-ului si ARN-ului, iar prin donarea de grupa-
re metal — participa la reglaj epigenetic.

3) Rinichii repezinta site-ul major al metabolismului
Hcy posedand cele 3 enzime: MTR, CBS si cistationin-
v-liaza [9]. Disfunctiile renale sunt acompaniate cu
cresterea nivelului de tHcey, iar studiile lui Arnadottir
evidentiaza o relatie invers proportionald intre rata de
filtrare glomerulara masurata si nivelul de tHcy.

4) Anomalii genetice in enzimele metabolismului
Hcy pot determina cresterea concentratiei de tHcy, iar
severitatea modificarilor depinde de site-ul mutatiei
genice [25]. Cel mai acceptat polimorfism asociat cu
variabilitatea Hcy este 677C>T in gena MTHFR care
substituie Ala in Val in componenta enzimei. Kang
si colab. au identificat o varianta a enzimei MTHFR
caracterizata prin activitate redusa si ,,termolabilita-
te” [13]. Activitatea enzimatica in cazul genotipurilor
heterozigot CT si homozigot TT se reduce cu 35% si
respectiv 70% [25], iar forma termolabila este un mar-
ker genetic al HHcy moderate la subiectii cu genotipul
677TT (3). Totodata, aceasta asociere este observata
doar concomitent cu concentratii inadecvate de folati.
Studiile lui Guenthler (1999) au aratat pe modelul
E.coli cd slabirea legdrii FAD este responsabila de
reducerea activitatii enzimatice, iar rolul protector
impotriva pierderii FAD-ului 1l joaca chiar folatii [6].

Polimorfismul 1298 A>C al genei MTHFR consta in
schimbarea Glu cu Ala. Este relevant faptul cé nici sta-
tutul homozigot, nici cel heterozigot al polimorfismului
nu modific nivelul de Hey plasmatica [15]. Insa starea
de heterozigot compound pentru C677T si A1298C se
asociaza cu activitate enzimatica redusa, nivel ridicat
de Hcy si concentratii plasmatice scazute de folati [5].

In polimorfismul 66A>G al genei MTRR izoleuci-
na este substituitd cu metionina. Unele studii raportea-
za acest polimorfism drept factor de risc pentru DTN
(defecte de tub neural) [21].
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Homocisteina si bolile cardiovasculare

Primele evidente despre potentialele efecte negative
ale Hcy asupra peretelui vascular au fost raportate de
catre McCully in 1969 [18]. La 2 pacienti cu HHcy se-
verd datorate erorilor innascute ale metabolismului Hey
au fost depistate leziuni vasculare similare, iar ,,Teoria
Homocisteinei” postuleaza ca Hey si derivatii sdi sunt
toxice pentru vasele sangvine. Pe de alta parte, rezulta-
tele unor metaanalize ce au cuprins 24100 subiecti ara-
ta ca terapia de normalizare a nivelului homocisteinei
nu reduce riscul infarctului miocardic si cerebral, lucru
explicat prin faptul ca aceste incercari s-au bazat si pe
prescriptia de acid folic [17]. Suplinirea terapiei cu fo-
lati este benefica pe o parte, dar efectul antagonist este
accelerarea proliferarii si inflamarii — procese esentiale
in formarea placii aterosclerotice, in principal datori-
ta rolului metabolismului folatului de a furniza unitati
mono-carbonice pentru sinteza purinelor si pirimidei-
nelor din structura ADN-ului si ARN-ului [4].

Studii recente descriu 3 mecanisme patologice ce
stau la baza complicatiilor vasculare provocate de
Hcy: stresul oxidativ, disfunctie endoteliald si remo-
delare vasculara — integrate in ,, Triada toxica” [4].

Remodelarea peretelui vascular

Figura 3. Triada toxica: Mecanismele patologice
ce stau la baza bolilor vasculare provocate
de homocisteina.

Cercetarile sugereaza ca Hcy ataca in primul rand
endoteliul vascular si initiaza o cascadd de complicatii
vasculare. Observatiile clinice si studiile pe animale au
identificat posibilele tinte ale Hey: EC (celule ale endo-
teliului), VSMCs (celule musculare), tesuturi conecti-
ve, trombocite, factori de coagulare, lipide, molecule
de transducere a semnalelor prin NO (oxid nitric) [25].
Totusi, nu exista o ipoteza unificatd ce ar explica modul
in care Hey provoaca afectarea vaselor. Efectele la nivel
molecular si celular ale HHey sunt reflectate in tabelul 1.

Materiale si metode: Grupul de cercetare I-au con-
stituit pacientele Centrului medical cu probleme ale re-
producerii, inclusiv avorturi spontane si pierderi de sar-
cind recurente. ADN-ul genomic a fost extras dupa kit-
uri specializate (GenelJet Whole Blood Genomic DNA
Purification Mini Kit, Fermentas) din leucocitele sange-
lui periferic. Probele de sange au fost colectate in tuburi
de unica folosinta cu EDTA, prin punctie venoasa.



Tabelul 1.

Mecanismele hiperhomocisteinemiei

Efectele moleculare ale
HHcy

Efectele celulare ale
HHcy

Reducerea produtiei de NO
(oxid nitric)

Disfunctie endoteliala

Reducerea cantitatii de NO
disponibil

Afectarea vasorelaxarii
celulelor endoteliale

Stres oxidativ

Lezarea mitocondriilor

Peroxidarea lipidelor

Proliferarea celulelor
musculare netede

Inflamarea

Degradarea matrixului
extracelular

Coagularea

Lezarea ADN-ului si
ARN-ului

Formarea trombilor

Apoptoza

Pentru testarea geneticd a polimorfismelor MTH-
FR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G si
MTRR 466G s-au realizat reactiile PCR/RFLP (reac-
tie de polimerizare in lant si polimorfismul lungimii
fragmentelor de restrictie) cu primeri specifici preluati
din articolele din literatura de specialitate [2,27,24].
ADN-ul genomic a fost amplificat utilizdnd polime-
raza Dream Taq (,,Fermentas”, USA), la termociclul
“TProfessional Basic 96” (Biometra, Germania).
Conditiile reactiei sunt similare pentru toate polimor-
fismele cu exceptia temperaturii de aliniere a prime-
rilor: 60.4°C pentru MTHFR C677T, 61°C pentru
MTHFR A41298C, 58.4°C — MTR A2756G, 57.6°C
—MTRR 466G, iar conditiile protocolului standard
sunt: denaturare initiald la 95°C — 3 minute, 33 cicluri:
94°C — 30 secunde, 57.6 - 61°C — 30 secunde, 72°C
— 30 secunde si elongatia finald la 72°C — 5 minute.

205 pb

129 pb
76 pb

2 3 4 5 6 7

145pb
123 pb

2 3 4

56 7 8 9 10

Figura 4. Electroforegrama analizei PCR / RFLP a polimorfismelor genelor ciclului folat:

A) MTHFR C677T: M — marker de 50 pb; 1 — amplicon (227 pb); 4 - 8 — homozigot normal (205 pb); 2 — hetero-
zigot (205, 129, 76 pb); 3 — homozigot dupa mutatie (129, 76 pb);

B) MTHFR A41298C: M — marker de 50 pb; 1 —amplicon (163 pb); 4 — homozigot normal (56, 31, 30, 18 pb); 3, 5,
7 — heterozigot (84, 56, 31, 30, 18 pb); 2 — homozigot dupa mutatie (84, 31, 30, 18 pb);

C) MTR A2756G: 2, 3, 5, 6, 9 — homozigot normal (421, 81 pb); 1, 4, 7, 8 — heterozigot (421, 269, 152, 81 pb); 10
— homozigot dupa mutatie (269, 152, 81 pb);

D) MTRR 466G: M — marker de 50 pb; 2 - amplicon (145 pb); 5, 6 — homozigot normal (145 pb); 4 - heterozigot
(145, 123, 22 pb); 3 — homozigot dupd mutatie (123, 22 pb).
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Ampliconii au fost supusi restrictiei timp de 3 ore
la 37°C cu enzimele de restrictie specifice pentru fie-
care polimorfism: Hinf I pentru MTHFR C677T, Mbo
II pentru MTHFR A1298C, Hae II1 - MTR A2756G si
Nde I - MTRR 466G.

Verificarea produsilor de restrictie s-a efectuat
prin electroforeza in gel de PAAG (poliacrilamida) cu
concentratia de 7,5% — sub conditiile: 200 V timp de
3 ore. Gelul a fost colorat cu solutie de bromura de
etidiu. lar rezultatele au fost vizualizate la sistemul
UV SOLO (Germania). Marimile fragmentelor sunt
reflectate in figura 4.

Rezultate si discutii: Rezultatele genotiparii sunt
prezentate in diagramele 1 - 4. Pentru evaluarea veri-
dicitatii rezultatelor obtinute au fost utilizate formulele
general acceptate din statistica variationald, cu ajutorul

programului SISA. In acest context, au fost calculate
frecventele alelelor si claselor genotipice dupd formula
lui Hardy-Weinberg, iar pentru compararea frecvente-
lor genotipurilor s-a utilizat criteriul lui Pirson — X2.

La compararea repartitiei frecventei genotipurilor
observate si celor teoretic asteptate prin testul X? nu
a fost elucidata deviatie statistic semnificativa de la
echilibrul Hardy-Weinberg nici pentru un polimorfism
studiat: MTHFR C677T (X*=0.575; p>0.05); MTH-
FR A1298C (X?>=3.766; p=0.052); MTR A42756G
(X?>=2.332; p>0.05); MTRR A66G (X*=2.230;
p>0.05);

Concluzii.

1) Homocisteina in cantitate mare are efect toxic
asupra endoteliului vaselor sangvine stimuland for-
marea de trombi.

MTHFR C677T (176 pacienti)
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Diagrama 1. Repartitia frecventelor claselor genotipice dupa polimorfismul MTHFR C677T

MTHFR A41298C (97 pacienti)
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Diagrama 2. Repartitia frecventelor claselor genotipice dupa polimorfismul MTHFR A1298C



2) Hiperhomocisteinemia constituie factor de risc 3) Testarea genetica dupa mutatiile in genele me-

pentru complicatiile sarcinii la diverse perioade, in- tabolismului homocisteinei si acidului folic permite
clusiv preeclampsia, ruperea placentei, restrictii de estimarea riscurilor §i prescrierea unui tratament co-
crestere intrauterind si avorturi spontane. respunzator.
MTRR 466G (79 pacienti)
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Diagrama 3. Repartitia frecventelor claselor genotipice dupa polimorfismul MTRR A66G

MTR A2756G (76 pacienti)
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Diagrama 4. Repartitia frecventelor claselor genotipice dupa polimorfismul MTR A2756G
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