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Roviditések jegyzéke
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thrombocytaszam
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IGF-1 inzulin-szerti novekedési faktor 1
IL-1ra IL-1 receptor antagonista

IUGR intrauterin ndvekedési retardatio

KIR killer immunoglobulin-like receptor
LDH laktat-dehidrogenaz

MAC membrane attack complex

MASP MBL-asszocialt szerin proteaz
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PE praeeclampsia

PBMC periférias vér mononuklearis sejtjei
PCR polimeraz lancreakciod
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T dezoxitimidin 5’-monofoszfat, d-TMP
Treg regulatoros T sejt

TBG tiroxin-koto fehérje
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Th T helper sejt
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1. Bevezetés

1.1.A terhességi hypertonia klinikai jelentosége

A terhességi magas vérnyomadssal jard allapotok napjainkban is a vezetd anyai
halalokok kozé tartoznak a fejlett és a fejlodd orszdgokban egyarant. A terhességek
mintegy 6-8 %-a szovodik magas vérnyomassal, és ez jelentdsen hozzajarul az anyai
mortalitds €s morbiditas emelkedéséhez, mivel a magas vérnyomdsban szenvedd
varandosoknal gyakrabban alakulnak ki akar haldlhoz vezetd szovédmények is, mint
abruptio placentae, DIC, agyvérzés, maj- és veseelégtelenség [1]. Az Amerikai Egyesiilt
Allamokban az embodlia okozta betegségek utan a magas vérnyomassal jaré terhességi
betegségek jelentik a masodik leggyakoribb anyai haldlozési okot, az anyai mortalitas
15 %-a terhességi magas vérnyomassal jar6 betegségekhez kotheté [2]. A fejlett
orszagokban a terhességi magas vérnyomadssal jard betegségek, igy a praeeclampsia
incidenciaja is folyamatos emelkedést mutat, ami nagy valosziniiséggel 0sszefiiggésbe
hozhat6 a prediszpondld tényezdk, igy mint a kronikus magas vérnyomas, elhizas,
cukorbetegség emelkedd prevalenciajaval, illetve azzal, hogy a terhesség vallaldsa a
fejlett orszagokban egyre késObbi anyai életkorra tolodik [3, 4]. Bar napjainkban is
intenziv kutatds targya, a terhességi magas vérnyomasok oka még mindig ismeretlen,
igy sem a betegségek elOrejelzésében, sem megeldzésében, de kezelésében sem

rendelkeziink még megfelel6 modszerekkel.

1.2. A terhességi hypertoniak osztilyozasa

A terhességi magas vérnyomassal jar6 allapotok osztalyozasanak jelentdsége abban
rejlik, hogy a kiilonb6z6 csoportokba sorolt betegségek kiilonb6zé anyai és magzati

szovédményekkel jarhatnak, azok kezelése illetve progndzisa is eltérd.

1.2.1. Kroénikus hypertonia
Kronikus hypertonidrdl beszéliink a terhesség eldtt is fennallo, valamint a terhesség

20. hete el6tt diagnosztizalt magas vérnyomads esetén. Magas vérnyomasrol akkor
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beszéliink, ha két alkalommal legaldbb 6 ora, de legfeljebb egy hétkiilonbséggel> 140
Hgmm szisztolés és/vagy >90 Hgmm diasztolés vérnyomdst mériink. Tovabba utdlag
kronikus hypertonia diagnézisat allithatjuk fel, amennyiben a magas vérnyomas

terhesség alatt kertil felismerésre, és a sziilés utan 12 héttel is fennmarad.

1.2.2. Gestatiés hypertonia

Amennyiben a terhesség 20. hete utan proteinuria nélkiil jelentkezé magas
vérnyomast talalunk, azt gesztacios hypertonianak nevezziik. Az ebbe a csoportba sorolt
varandésok koziil néhanynal késébb a terhesség folyaman praeeclampsia alakulhat ki,
vagy a magas vérnyomas a sziilés utan is fennmaradhat, ekkor azonban utélag mas
csoportba soroljuk a betegeket (praeeclampsia, illetve kronikus hypertonia).
Amennyiben praeeclampsia nem alakul ki, és a vérnyomas a sziilés utan 12 héttel

visszatér a normal tartomanyba, dtmeneti terhességi hypertoniarol beszéliink.

1.2.3. Praeeclampsia

A praeeclampsia terhességre specifikus multiszisztémas szindroma, mely a
terhesség 20. hete utan 1ép fel. Tekintettel szertedgazo tiinettanara és maig nem teljesen
tisztazott koreredetére, a praeeclampsia definicidja folyamatosan valtozott az elmult
évek soran. Jelenleg legelfogadottabb diagnosztikai kritériumai a kovetkezok:
praceclampsiaként definialjuk a kordbban normotenziés asszonyok esetén a 20.
terhességi hét utan fellépdmagas vérnyomadst, amelyet proteinuria kisér. A magas
vérnyomas diagnosztikai kritériumat el6zdleg ismertettiik. Proteiunuria diagnozisat
eseténallitottuk fel, amennyiben hugyuti fertézés nem allt fenn.

Eclampsiar6l akkor beszéliink, ha praeeclampsids asszonynal mas okkal nem
magyarazhat6 tonicus-clonicus gércsroham 1ép fel.

Praeeclampsia kialakulhat kronikus hypertoniaban szenved6 varandosok esetén, ezt
rarakodasos praeeclampsidnak nevezziik. Ez esetben mind az anyai, mind a magzati
szovédmények prognozisa rosszabb, mint akar kronikus hypertonia, akar normotenzids
terhesben kialakulé praeeclampsia esetén. A rarakddasos praeeclampsia diagnozisa
kihivas a klinikus szamara. Rarakodasos praeeclampsiara kell gondolnunk, amennyiben

proteinuria jelentkezik olyan terhesnél, akinél a terhesség 20. hete el6tt csak magas
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vérnyomast €szleltiink, proteinuriat nem. Azon varanddsoknal, akiknél a terhesség 20.
hete eldtt is fennallt proteiunia a magas vérnyomdas mellett, rarakodéasos praeeclampsia
kialakulasara hivhatja fel a figyelmet a hirtelen sulyosbodo proteinuria, a hirtelen
emelkedd vérnyomas, az ujonnan kialakulé thrombocytopenia illetve az ALT és AST

szintek emelkedése [1].

1.2.4. HELLP-szindréma

A  HELLP (hemolysis, elevated liver enzymes, low platelet count)-
szindromajellemz6i a microangiopathias haemolysis, az emelkedett majenzim értékek
és az alacsony thrombocytaszam[5]. Diagnosztikai kritériumai Sibai szerint[6]: szérum
aszpartat-aminotranszferaz (AST) aktivitds>70 U/l, szérum laktat-dehidrogenaz (LDH)
aktivitas>600 U/l és thrombocytaszam<100 G/I. A legalacsonyabb perinatalis
thrombocytaszam alapjan a HELLP-szindromat 3 csoportra oszthatjuk (Mississippi-
klasszifikacid): salyos (1. tipus: thrombocytaszdm<50 G/1), kdzépstlyos (2. tipus: 51-
100 G/1) és enyhe (3. tipus: 101-150 G/1) thrombocytopenidval jar6 formara.

1.3. A praeeclampsiakoreredete és patogenezise

A praeeclampsia kéreredete és patogenezise napjainkban is folyamatos kutatas
targyat képezi, ennek ellenére a kialakulds pontos folyamata még mindig nem kell6en
tisztazott. Egyes vélemények szerint nem is feltétleniil egy betegségrdl van szo, €s a
késdbbiekben lehetséges, hogy etioldgia és lefolyas szerint tobb, eddig egységesen a
praeeclampsia ala sorolt szindromat fogunk megkiilonboztetni [7, 8].

A legljabb kutatasok alapjan valoszinitinek latszik, hogy a szindroma kialakuldsa
két uton lehetséges, az egyik nagy csoportot a ,,placentaris”, a masikat az ,,anyai” koroki
tényezOk uraljak [9].

A placentaris praeeclampsia preklinikai és klinikai stadiumokra oszthato. A
preklinikai stddiumban a méhlepény nem megfeleld kialakulasa, a placentaris vérellatas
zavara az eredendd probléma.

Egészséges terhességben az extravillosus cytotrophoblastok mar a terhesség 6.
hetétdl athatolnak az anyai decidua spiralis artéridinak falan [10], ahol a terhesség 9.

hetéig ,trophoblast dugot” képeznek [11, 12], amely megvédi az organogenesis alatt
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kifejezetten érzékeny embriot a szabad gyokok altal okozott teratogén karosodastol. A
terhesség 9-12. hete kozott az uteroplacentaris erek rekanalizdlodnak, aminek
kovetkeztében a placentaris oxigenizacid fokozodik, erre utalnak az oxidativ stressz
hirtelen megjelend markerei is [12]. A 12. hét utan a cytotrophoblastok invazidja a
spiralis artériak atalakulasahoz vezet, melynek sordn elvesztik simaizom rétegiiket, ami
az artériak nagymértékii dilatatidjat okozza. A cytotrophoblastok a spiralis artéridk
falaban és belfelszinén is megjelennek, ezaltal pseudoendotheliumot hozva létre [10]. Ez
a folyamat a 20. hétre lényegében lezajlik, ezéltal az uteroplacentdris keringés
vaszkularis kapacitasa igen nagy fokban megndvekszik.

Placentaris praececlampsia esetén a trophoblast invazido és a spiralis artériak
atalakuldsa nem a megfeleld modon és iitemben zajlik, igy az uteroplacentéris keringés
kapacitasa elmarad a sziikségest6l [13], ami a késébbiekben praeeclampsia tiinetei
mellett méhenbeliili magzati retardacidhoz is vezethet.

A koros placentacio hatterében a legjabb kutatdsok immunoldgiai okokat
feltételeznek, melyek lényege, hogy az anya és a magzat kozotti immunoldgiai
kapcsolat nem kielégitd, a cytotrophoblast sejtek nem kapjak meg az anyai decidualis
immunsejtektdl azokat a jeleket, melyek sziikségesek a fent leirt korai placentéris
folyamatok lezajlasahoz [14, 15].

A praeeclampsia kétlépcsés modellje (1. abra) szerint a kéros korai placentacid
kovetkeztében az oxidativ stressznek kitett, diszfunkciondlis placentdbdl a terhesség
késébbi szakaszdban olyan faktorok keriilnek az anyai keringésbe, melyek a
praeeclampsia klinikai tiineteinek kialakulasdhoz vezetnek. Feltételezések szerint a
placentabdl oxidativ stressz hatasara felszabaduld ,trophoblast tormelék” erdsen
gyulladéskeltd hatdsu, felszabadulasuk hatasara a szervezetben generalizalt szisztémas
gyulladasos valasz alakul ki, amely endothel diszfunkcioval jar egyiitt [16]. A koros
placentdcid6 nem minden esetben vezet praeeclampsiahoz, és nem is tekinthetd a
praeeclampsia egyediili okdnak, azonban igen erds prediszponal6 faktorként foghato fel
a praeeclampsia kialakulasa szempontjabol.

»Anyai” praeeclampsia esetén a praeeclampsia nem a koros placenticidé miatt,
hanem olyan anyai alapbetegségek talajan alakul ki, melyekre szintén szisztémas
gyulladasos reakcio jellemz6, mint a magasvérnyomas, az elhizas, a cukorbetegség és

bizonyos autoimmun betegségek[8].

10
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1. stadium Koéros placentacio — Helyi hatasok
(terhesség elso fele) 1
2. stadium
1u Oxidativ stressz alatt allo
(20. hét utan) placenta
. Placentaris faktorok
Magzati hatdsok felszabadulasa
(IUGR) (trophoblast-tormelék,
sFIt-1)
. ) - __ | Szisztémas
Szisztémas anyai gyulladasos Endothel diszfunkcié hatisok
reakcio

l

~ 1

Praeeclampsia klinikai tiinetei

1. abra A praceclampsia kialakulasanak kétlépcsés modellje [17]

11
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1.4.Immunolégiai tényezok szerepe a praeeclampsia kialakulasaban

Az anya ¢és magzata kozotti immunoldgiai kapcsolat mar a mult szazad kozepe
ota foglalkoztatja a kutatokat. A magzatot sokaig ,,allograft”-ként tekintették, amelynek
kilokédését az anyai immunrendszer szupprimalt allapota és a magzati antigén-
prezentacio hianya akadalyozta volna meg [18].

Mira paradigmavaltds tortént a terhességre adott anyai valaszrél alkotott
elképzelések tekintetében, az 1) elképzelések szerint az immunrendszer adaptiv dganak
szupprimaltsaga mellett a nem-specifikus, természetes ag fokozott aktivitasa figyelhetd

meg [19].

1.4.1.A természetes és adaptivimmunrendszer szerepe terhességben

Az immunrendszer két f6 rendszerbdl, a természetes (nem specifikus) és az adaptiv
(specifikus) agbol 4ll, melyek mind sejtes, mind humorélis komponenseket tartalmaznak

(1. tablazat).

1. tablazat
Sejtes és humoralis komponensek a természetes és adaptiv immunrendszerben[19]

Komponens Természetes Adaptiv

Sejtes monocitak/makrofagok T és B sejtek
granulocytak
NK sejtek
hizdsejtek

vOT sejtek

Humoralis komplement antitestek
akut fazis fehérjék

MBL

12
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Az adaptiv rendszer sokkal intenzivebb kutatds targya, mivel alapvetd szerepe
van a fert6zések lekiizdésében. A természetes immunrendszert eddig primitivebbnek,
kevésbé jelentOsnek tartottdk, am most ugy tinik, mégis ennek a rendszernek lehet
dontd szerepe az egyik legalapvetobb immunoldgiai kihivast jelentdé feladat
megoldasaban, az emberi terhességben. Lényege, hogy ugy valjon lehetévé a magzat
elleni reakcid megakadalyozésa, hogy kozben a fertdzések elleni védelem is megfeleld
maradhasson.

Ez részben ugy valosulhat meg, hogy a syncyciotrophoblast nem expresszal
MHC | (HLA-A ¢éa HLA-B) és II molekulakat, a cytotrophoblaston expresszalt nem
klasszikus antigének viszont az uterinalis NK sejtekkel [20] és T limfocitakkal
kolcsonhatasba keriilve jelent6s szerepet toltenek be a terhesség fenntartasaban [21].
Bizonyos placentaris termékek, mint a progeszteron, a PGE; és egyes citokinek, mint az
IL-4 és IL-10 koraterhességben szupprimaljak a Thl valaszt [22, 23], ami szintén a
terhesség fennmaradasat szolgélja.

Emellett viszont a természetes immunrendszer fokozott szisztémas aktivitasat
talaltak terhességben. Az elsO trimesztertél kezdve a granulocita- €s monocitaszam
emelkedése jellemzd, valamint a keringd mono- és granulocitdk aktivalt fenotipusai
jelennek meg nagyobb szamban egészséges terhességben is [24]. Leirtdk a monocita
fagocitézis fokozddasat, valamint egyes, az akut fazis reakciora jellemzdé szolubilis
faktorok plazmaszintjének emelkedését is. Ezzel szemben az NK sejtek citotoxikus

aktivitasanak és IFN-y termelésének csokkenését talaltak [20] (2. tablazat).

13
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2. tablazat
A természetes immunrendszer valtozasa terhességben [19]

Anyai keringés

Monocitak N szdmuk
M fagocitozis
™ MCP-1 termelés
™ IL-12 termelés
/M felszini CD-14, CD-11b, CD-64
/M intracellularis ROS
N plazma neopterin
M plazma TNF-a
Granulocitdk N szamuk
M fagocitozis
/M felszini CD-14, CD-11b, CD-64
1 intracellularis ROS
™ ALP
1 plazma laktoferrin
N plazma elasztaz
NK sejtek {J szamuk
J citotoxicitas

{ IFN-y termelés

Komplement rendszer 1 Clq, C3, C4, C4d faktor
Akut fazis fehérjék J albumin
M globulin

N coruloplazmin
N al-antitripszin
M fibrinogén

™ VI, VIII, X alvadasi faktor

voT sejtek Nincs adat

14
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1.4.2. A regulatoros T sejtek szerepe terhességben és praeeclampsiiban

A beédgyazddas idészakaban, amikor az anyai szervezet kapcsolatba keriil az
embrionalis eredetli sejtekkel, kulcsfontossagli immunoldgiai folyamatok zajlanak le,
melyek megakadalyozzak az anyatoél immunologiailag félig idegen magzat karosodasat.
Ennek egyik alapja, hogy a syncyciotrophoblastok nem expresszalnak klasszikus MHC
I és II. osztdlyba tartoz6 molekuldkat, viszont az extravillosus cytotrophoblastok
expresszalnak MHC 1. osztalyba tartozo6 HLA-C, HLA-E és HLA-G antigéneket,
melyek az uterinalis NK sejtek specifikus ligandjai [25]. A decidualis NK sejtek szamos
citokint és angiogén faktort termelnek, melyek eldsegitik a trophoblast proliferaciot és
differencidciot. Viszont az NK sejteknek a magzati és trophoblast sejtek ellen irdnyuld
citotoxikus aktivitasat a HLA-G-t és HLA-C-t felismerd killer immunoglobulin-like
receptorok (KIR) gatoljak. fgy az NK sejtek felé iranyuld aktivald és gatld szignalok
megfeleld egyensulyanak jelentds szerepe van a terhesség fennmaradasaban [26].

A koraterhességi immunszabalyozas fontos tényezdi a T sejtek is, melyek az NK
sejtek mellett nagy szamban vannak jelen a bedgyazddas helyszinén, a decidua
basalisban. A T sejteket citokin termelésiik alapjan tobb alcsoportba soroljuk. A Thl
sejtek a sejtes immunités, a Th2 sejtek a humordlis immunités részei, mindkét csoport
az immunrendszert aktivalo hatassal rendelkezik. Ezzel szemben a Th3 sejtek, melyek
foleg immunszuppressziv hatasa TGF-B-t termelnek, valamint a Trl sejtek, melyek
foként a szintén immunszuppressziv hatasu IL-10-et termelik, az immunrendszer
szabalyozasaban vesznek részt. Terhességben a Th1/Th2 egyensuly a Th2 dominancia
fel¢é tolodik el.

A legljabb kutatdsok szerint a CD4+ CD25+ regulatoros T sejteknek
kiemelked6é szerepe van a terhesség fenntartasaiban. A CD4+T sejteken beliil harom
alcsoport kiilonithetd el, a CD4+ CD25-, a CD4+ CD25magas és a CD4+
CD25alacsony csoportok. A CD4+ sejtek legspecifikusabb markere a FoxP3
transzkripcids faktor, mely a legtobb CD4+ CD25+ és a CD4+ CD25- sejtek kis részén
i1s expresszalodik. Tovabba a FoxP3 expresszidja szuppressziv funkciokat indukal
perifériasCD4+ CD25- T sejteken [27]. A CD4+ CD25+ sejtek koziil a CD4+
CD25magas sejtek rendelkeznek jelentds szabdlyozd tulajdonsédgokkal, a CD4+
CD25alacsony sejtek viszont nem. A CD4+ CD25magas sejtek eddigi tudasunk szerint
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harom moédon fejtenek ki immunregulald hatast. Az elsd a sejt-sejt interakcid, melynek
hatasara a konvenciondlis T sejtek DNS szintézise gatlas ala keriil,csokken a T sejt
proliferacio, a citotoxikus T lymphocyta (CTL) és az NK sejt aktivacio. Ebben a
membran-kotott TGF-B-nak, Lag-3-nak és galektin-1-nek tulajdonitanak fontos szerepet
[28]. A masodik ut 1ényege, hogy a Treg-ek altal termelt TGF- és IL-10 citokinek
gatoljak a T sejt aktivaciot. A harmadik mechanizmus szerint pedig a CD4+ CD25+
sejtek altal expresszalt CTLA-4 a dendritikus sejtek és a makrofagok indolamin 2,3-
dioxigenaz (IDO) expressziojat indukalja. Az IDO enzim fontos immunregulald
hatassal rendelkezik, jelenlétében a triptofan katabolizmusa miatt a CTL és NK sejt

aktivitas csokken [29, 30] (2. abra).

CD4+CD25+FoxP3+ Treg Tsejt proliferacié
embran-kotott TGF-B —> aktivitas lv

LAG-3 7
Galektin-1sejt-s€jt kapcsolat

CTLA-4 - B7 komplex
0 4 t=ptdfan katabolizmus

Dendfitikus sejt

IL-10, TGF-p —— > Immunszuppresszié

2.abraA CD4+ CD25+ Treg sejtek immunregulatoros hatasai [31]

A legljabb vizsgalatok alapjan a CD4+ CD25magas Treg alcsoport tovabb
oszthato aktivalt (CD4+ CD25magas FoxP3magas) és nyugvo (CD4+ CD25magas
FoxP3alacsony) regulatoros T sejtekre. Mindkét alcsoport szuppressziv, de eltérnek
proliferacios dinamikajukban és valaszkészségiikben. A teljesen differencialt aktivalt
Treg sejtek valaszkészsége nagyobb, azonban gyorsabban pusztulnak el, mig a nyugvo
Tregek valaszkészsége limitalt, de képesek proliferalni és fokozott FoxP3 expresszioj

aktivalt Treg sejtekké alakulni [32].

16



DOI: 10.14753/SE.2013.1880

A praeeclampsidra jellemzd szisztémas gyulladasos reakcié kialakulasaban a
Thl és Th2 sejtek egyensulyanak felboruldsa, a Thl dominancia mellett a regulatoros T
sejtek prevalenciajanak valtozasa is szerepet jatszik [33, 34]. Mint targyaltuk, a Treg
sejteknek a gyulladdsos valasz kialakulasanak gatlasdban van jelent0s szerepe. A
normalisnal alacsonyabb Treg frekvencia a praeeclampsidsokra jellemzd talzott
szisztémas valaszhoz vezethet. Tobb kutatocsoport alacsonyabb periférids Treg

prevalenciat igazolt praceclampsidban az egészséges terhességben mérthez képest [35,

36).

1.4.3. Az anyai szisztémas gyulladasos valaszreakcié praeeclampsiaban

Mint korabban targyaltuk, egészséges terhességre jellemz6 egy enyhe szisztémas
anyai gyulladasos valasz, a természetes immunrendszer fokozott aktivitdsa, ez azonban
praceclampsidban még kifejezettebb. A legljabb elképzelések szerint igy a
praeeclampsia klinikai tiinetei akkor alakulnak ki, amikor ez a szisztémas gyulladdsos
folyamat az anyai szervekben, szervrendszerekben dekompenzacidohoz vezet [37].

A korai placentdcid mar kordbban leirt zavara miatt a nem megfelelden atalakult
spiralis artéridkon nagynyomasu puzatilis dramlassal keriil a vér az intervillosus térbe.
Az oxigenizacio folyamatos, gyors valtozasa és a hidrosztatikus stressz végsé soron
placentaris hypoxiahoz, oxidativ stresszhez és endothel karosodashoz vezet [38], és az
ennek hatasara a placenta syncicialis felszinérél az anyai vérbe keriilé gyulladaskeltd
faktoroknak alapvetd szerepe lehet a szisztémas gyulladdsos vélasz kialakulasdban. A
placenta syncicialis felszinén igen gyakori a synciciotrophoblastok apoptosisa, melynek
soran jelentds mennyiségii apoptotikus tormelék és sejt keriil a vérbe [39]. Az oxidativ
stressznek kitett trophoblastok esetén fokozott az apoptosis, ezért ilyen esetekben még
tobb trophoblast-tormelék szabadul fel, és keriil a keringésbe. Intenziv kutatds targya,
hogy pontosan mely faktoroknak van dontd szerepe a gyulladdsos valasz
kialakuldsdban.  Fontos  szerepet tulajdonitanak a  syncicialis = membran
mikrovezikulaknak, melyeknek endothel karositd és neutrophil aktivalo, gyulladaskeltd
hatasuk van [40]. A trophoblast-tormeléken kiviil azonban szamos mas faktor,

melyeknek keringd plazmaszintjét emelkedettnek talaltdk praeeclampsiaban, szerepe is
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felmeriil a szisztémds gyulladasos valasz kialakitdsdban, ilyenek a CRH, bizonyos
novekedési faktorok, az activin-A és a leptin.

Emellett megfigyelték, hogy a szolubilis fms-szer(i tirozin kinaz-1 (SFlt-1)
szérumszintje emelkedik, mig a szabad placentaris novekedési faktor (PIGF) és
vascularis endothelialis novekedési faktor (VEGF) szérumszintjei csokkennek
praceclampsiaban [41]. Az SFIt-1 a VEGF-hez és PIGF-hez kotédik, és inaktivalja
azokat. Mivel azonban a VEGF ¢és PIGF magas szintje sziikséges az endothel megfeleld
allapotanak fenntartdsdhoz, ezek megkotése, csokkent szintje endothel diszfunkcid
kialakulasahoz vezet [41].

A fenti faktorok altal elinditott szisztémas gyulladasos valaszban a gyulladasos
immunsejteken kiviil részt vesz az alvadasi— és komplement rendszer, az endothelium,
¢és jellemzdéek ra bizonyos metabolikus valtozasok is. A szisztémas gyulladas éltal
kivaltott reakciot akut fazis reakcidnak nevezziik, melynek részei bizonyos keringd
plazmaproteinek szintjének véltozasai, ldz, anémia, leukocytosis ¢és metabolikus
valtozasok, melyek f6leg a majat és a zsirszovetet érintik [42] (3. tablazat).
Praeeclampsiaban szamos akut fazis fehérje plazmaszintjének valtozasat figyelték meg,
melyrdl a késébbiekben részletesen irunk.

Mint korabban volt rola sz0, egészséges terhességben is jellemzd a leukocytosis,
valamint a neutrophil granulocytak fokozott aktivacidja, ez praececlampsiadban még
kifejezettebb [43].

A metabolikus valtozasokban a centralis zsirszovetnek meghatarozo szerepe van,
mivel a zsirsejtek jelentds mennyiségii gyulladaskeltd citokint termelnek, féleg TNF-a-
t, IL-6-ot, PAI-1-t, valamint leptint. Ezek a citokinek inzulin rezisztenciat és lipolizist
indukalnak, a lipogenesist viszont gatoljak, ezzel a keringd szabad zsirsavak

mennyiségének novekedését eredményezik [44].

18



DOI: 10.14753/SE.2013.1880

3. tablazat

A szisztémads gyulladasos rendszer fokozott aktivitdsa praceclampsidban egészséges

terhességhez képest

Gyulladasos markerek Referenciak

Altalénos gyulladdsos markerek

Leukocytosis Terrone és
mtsai[45]

Fokozott leukocyta aktivacio Sacks és
mtsai[24]

Komplement aktivacio Haeger és
mtsai[46]

Alvadasi rendszer fokozott Perry és

Thrombocyta aktivacio

Endothel aktivacido markerei

Oxidativ stressz markerei

Hypertrigliceridaemia

Gyulladaskelto citokinek
TNF-a

IL-6

IL-8

Konijnborg és
mtsai[48]

Taylor és
mtsai[49]

Gratacos és
mtsai[50]

Hubel és
mtsai[51]

Vince és
mtsai[52]

Greer és
mtsai[53]

Stallmach és
mtsai[54]
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A leglijabb kutatdsok szerint tehat a praeeclampsia tulajdonképpen felfoghaté az
egészséges terhességben is fennalld szisztémas gyulladasos valasz fokozott formajaként,
ebbdl érthetd az is, hogy miért lehetetlen a praeeclampsia kialakuldsat egyetlen okkal,
tényezOvel magyarazni.

Arra is kell6 magyardzatot ad a fenti tedria, hogy miért alakul ki gyakrabban
praceclampsia a mar kordbban fennalld, egyébként is szisztémas gyulladdssal jard
betegségek esetén, mint a metabolikus X szindréma részeként is jelentkezd elhizés,

cukorbetegség, kronikus magas vérnyomas (3. abra).

Placentaris praeeclampsia Anyai praeeclampsia

1 fokozott

szisztémas
gyulladasos kronikus szisztémas
egeszseg’es valasz gyulladassal jaré
terhesség . o alapbetegségben
intenzitasa szenvedé nem terhes
nem terhes alacsony

3. abra A szisztémas gyulladasos valasz intenzitdsanak és a praeeclampsia

kialakulasanak osszefliggése [17]
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1.4.4. Az akut fazis fehérjék és szerepiik praeeclampsiaban

Az akut fazis reakcio, mely neve ellenére kronikus is lehet, a szervezet valasza a

lokalis vagy szisztémas gyulladasra. Erre szamos, akut fazis fehérjének nevezett

crer

fizioldgiai, biokémiai, viselkedésbeli és nutriciondlis valtozas is (5. tablazat).

4. tablazat

crcr

soran [42]

Plazmaszint emelkedést mutato fehérjék
Komplement rendszer

C3, C4, C9, Faktor B, C1 inhibitor, C4b-k6t6 protein, MBL
Alvadadsi és fibrinolitikus rendszer

fibrinogén, plazminogén, TPA, urokinaz, Protein S, vitronectin, PAI-1
Antiprotedzok

o-; protedz inhibitor, a-; antichymotrypsin, inter- a-trypsin inhibitorok
Transzport fehérjék

coruloplazmin, haptoglobin, hemopexin
Gyulladdsos vdlasz szerepléi

szekretdlt foszfolipaz-A,, lipopoliszacharid-kot6 fehérje, IL-1ra, GCS
Tovdbbi fehérjék

CRP, amiloid-A, a-;acid glikoprotein, fibronektin, ferritin, angiotenzinogén
Plazmaszint csokkenést mutato fehérjék

Albumin, transzferrin, transztiretin, AHSG, AFP, TBG, IGF-1, XIl. faktor, retinol-kot6

fehérje
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5. tablazat
Az akut fazis reakcio részei [42]

Neuroendokrin valtozasok

L4z, aluszékonysag, étvagytalansag

CRH, kortikotropin és kortizol fokozott elvalasztasa
Arginin vazopresszin fokozott elvalasztasa

IGF-1 csokkent termelése

Mellékvese fokozott katekolamin elvalasztasa
Haemopoetikus valtozasok

Vérszegénység

Leukocytosis

Thrombocytosis

Anyagcsere valtozasok

lzomtomeg csOkkenése, negativ nitrogén egyensuly
Csokkent glukoneogenezis

Csontritkulds

Fokozott lipogenezis a mdjban

Fokozott lipolizis a zsirszovetben

Csokkent lipoprotein lipaz aktivitas az izom-és zsirszovetben
Cachexia

Valtozasok a majban

Fokozott metallothionein, NOS, hem oxigendz, mangan superoxid
metalloproteinaz-1 szoveti inhibitor termelés

Csokkent foszfoenolpiruvat karboxikindz aktivitas
Valtozasok a nem fehérje természetii plazma alkotékban
Hipocinkémia, hipoferrémia, hiperurikémia

Csokkent plazma retinol és emelkedett glutation koncentracid
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Akut  fazis fehérjeként definidljuk azokat a  fehérjéket, melyek
plazmakoncentracidja legalabb 25%-kal emelkedik (pozitiv APP) vagy csokken
(negativ APP) a szervezetben zajlo gyulladas soran. Jelentds koncentracidévaltozasok
varhatoak fertdézések, trauma, sebészeti beavatkozasok, égések, szoveti infarktus
valamint daganatos betegségek kapcsan, de nagyfoku testedzés, sziilés, pszichiatriai
megbetegedések, illetve hdterhelés kapcsan is megfigyeltek mérsékelt valtozasokat. Az
APP-ket legnagyobbrészt a hepatocytak termelik, termelésiiket az aktivalt
makrofagokbdl és monocitakbol felszabadulé citokinek szabalyozzak. A legtobb APP
termelésének f6 stimulatora az IL-6, de az IL-11, a leukemia gatl6 faktor, az onkosztatin
M, a ciliaris neurotrop faktor és a kardiotropin 1 is hasonlé hatdsokkal rendelkezik. A
citokinek kaszkadként és halozatban egyiittmiikodve serkentik az APP-k termelését.

A legismertebb APP a CRP, amely a természetes immunrendszer részeként
kozremtikodik az idegen patogének felimerésében, a fagocitdkhoz kotddve a célsejtek
megsemmisitését is medidlja, valamint a komplement rendszert aktivalé hatasa is
ismert. Emellett a monocitdk gyulladaskeltd citokin és szoveti faktor termelését is
stimulalja. Ezzel szemben ismertek gyulladésellenes hatasai is, hiszen a neutrophil
granulocitak endothelhez valo kotddését gatolja, és serkenti az IL-1 receptor antagonista
kemotaxisanak fokozasan keresztiil fejti ki hatasat. Tobb APP, mint a MBL ¢és a GCS a
komplement rendszer részeként jatszik szerepet a gyulladdsos reakcidban. Mas APP-
knek viszont gyulladascsokkentd hatdsa van, ilyenek a haptoglobin, a hemopexin,
melyek a reaktiv oxigén gyokok ellen védenek, az as-antichymotrypsin és az ay-proteaz
inhibitor, melyek a proteolitikus enzimek miikodését antagonizaljdk, valamint a
fibrinogén, mely az endothelsejt adhézidt és proliferaciot serkenti.

Az ay-Heremans—Schmid (o,-HS) glikoprotein (fetuin-A, AHSG) a marha fetuin
huméan homoldgja, egy nagyrészt a majsejtek altal termelt plazmafehérje, mely a
cisztein proteindz inhibitorok cisztatin “szupercsaladjaba” tartozik [55]. Az AHSG azon
kevés negativ akut fazis fehérjék koz¢é tartozik, melyeknek szintézise a majban csokken
az akut fazis reakcio soran [56]. A fehérjének szamos bioldgiai funkcidja van, Ggymint
az osteogenesis ¢s csontresorptio szabdlyozasa, a felesleges mineralizacido megeldzése,
valamint az inzulin receptor autofoszforilacidjanak és tirozin kinaz aktivitasanak gatlasa

[57, 58]. Emellett serkenti a fagocitozist és rendelkezik opszonin tulajdonsagokkal is
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[59]. Erdekes, hogy a magzatban kiilonosen magas az AHSG vérszintje és szoveti
expresszioja, igy feltételezhetd, hogy részt vesz a szdvetek kifejlddésében, ahogyan mas
fajoknal a fetuin [60].

Praceclampsidban a kordbban mar targyalt szisztémas gyulladasos valasz akut
fazis reakcidt valt ki, ennek részeként a CRP, az angiotenzinogén, a fibrinogén, a
plazminogén, és szamos komplement komponens: C3, ag-antitripszin, valamint a
coruloplazmin, a foszfolipdz A2, a szidlsav és az aj-acid glikoprotein szintjének
emelkedését irtdk le praeeclampsias betegek plazmajaban. Ezzel szemben példaul a

negativ APP-ként ismert albumin szintjének csokkenését talaltak [44, 61].

1.4.5. A komplement rendszer szerepe terhességben és praeeclampsiaban

A komplement rendszernek kdzponti szerepe van a természetes immunitasban,
de az adaptiv immunrendszert szabalyoz6 hatasa is ismert. A komplement rendszer
mintegy 30 plazma és sejt membran fehérjébdl all, melyek kolesonhatasa kovetkeztében
kaszkadszerti aktivacios folyamat alakul ki. A komplement aktivacio elengedhetetlen a
szervezet immunvédekezéséhez, azonban kontrollalatlan, nem megfeleld aktivalodasa
szdmos betegség kialakuldsdban jatszik szerepet, mint szdmos kardiovaszkularis
megbetegedés, glomerulonephritis, haemolitikus uraemids syndroma, angiooedema,
rheumatoid arthritis, psoriasis, sepsis, akut pancreatitis. Ebbdl érthet, hogy igen
lényeges a komplement rendszer aktivaldsaban €s szabalyozéasaban részt vevd tényezok
megismerése.

A komplement aktivacionak jelenleg harom {6 Gtja ismert. A klasszikus Ut akkor
aktivalodik, ha a Clgantigén-kotd immunglobulinokhoz (IgG és IgM) vagy CRP-hez
kotodik. Ezutan a C4 és C2 hasitasa soran a klasszikus ut C3 konvertaza, a C4b2b
keletkezik. A lektin uton az MBL ¢és fikolinok ko6tédése a microorganizmusok
szénhidrat csoportjaihoz inditja el az aktivacios kaszkadot. A MASP-ok a C4 ¢és C2
aktivalasan keresztiil szintén a klasszikus ut C3 konvertaza, a C4b2b keletkezéséhez
vezetnek.

A fikolinok a természetes immunrendszer mintazatfelismeré molekulai, melyek
a mikrobialis patogének, apoptotikus és nekrotikus sejtek felszinén taldlhato

szénhidratokhoz kotédnek. Két elkiilonilé uton hatnak: a MASP (MBL-asszocialt
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szerin proteaz)-okkal egyiitt aktivaljak a komplementrendszer lektin utjat, valamint egy
primitiv opsonophagocytosis révén [62]. A fikolinok oligomer fehérjék, melyek egy
cisztein-gazdag N-terminalis régiobol, egy kollagénszerii doménbdl és egy C-terminalis
globuléris fibrinogénszeri doménbdl 4allnak. Ez utobbi felelés a szénhidratok
megkotéséért [63]. Emberben haromféle fikolint azonositottak: fikolin-2 (L-fikolin),
fikolin-3 (H-fikolin) és fikolin-1 (M-fikolin). A fikolin-2 mMRNS-¢ cls6dlegesen a
majban expresszalodik, és fehérje terméke kivalasztodik a keringésbe. A fikolin-2 lektin
aktivitast fejt ki az N-acetil-glikozamin felé és az 1,3-B-D-gliikan felé. A fikolin-3
MRNS-e a majban és a tlidoben expresszalodik. A majban az epecsatornak hamsejtjei és
a hepatocytak termelik a fikolin-3-at, majd az epébe ¢és a keringésbe valasztodik ki. A
tidében a fikolin-3-at a horgéhamsejtek, valamint a II. tipust alveolaris hamsejtek
termelik, és a bronchusokba és alveolusokba valasztodik ki. A fikolin-3 az N-acetil-
gliikbzaminhoz, N-acetil galaktdozaminhoz és a fukdzhoz kotédik. A fikolin-1 mRNS-e
a monocitdkban, a tiidében és a lépben expresszalodik. Fehérje termékét a neutrofil
granulocitak és monocitakszekretoros granulumaiban, valamint a II. tipust alveolaris
hamsejtekben azonositottak. A keringésben azonban a fikolin-2-héz és -3-hoz
viszonyitva nagyon alacsony szintjei mérhetdk. A fikolin-1 az N-acetil-gliik6zaminhoz,
N-acetil galaktozaminhoz és a szialsavhoz mutat ktodést[64].

Az alternativ utra a C3 spontan folyamatos, alacsony szintli aktivacioja jellemzd
a plazmaban. Amennyiben C3b alakul ki, és az valamely komplement-aktivalo
felszinhez kotddik, megkdotheti a B faktort, melynek D faktor altali hasitasat kovetéen az
alternativ it C3 konvertaza, a C3bBb jon 1étre. Ha properdin kotédik a C3b-hez, az
stabilizalja a komplexet, és ez jelentés C3 konvertdz aktivitdshoz vezet. A végsd ut
akkor aktivalodik, ha a C3b komplexet képez a C3 konvertazokkal, és két C5 konvertaz,
a klasszikus Ut C4b2b3b-je és az alternativ ut C3bC3bBb-je jon létre. Ezek a
konvertazok a C5 hasitasan keresztiil egy C5b és egy anafilatoxin, a C5a keletkezéséhez
vezetnek. A C5b-nek a C6, C7, C8 és C9 molekulakkal vald kolcsonhatasa vezet végiil
a C5b-9, mas néven a MAC kialakulasahoz [65].

Az aktiv komplement kaszkad végiil tobb ton fejti ki hatasat. A Clq, C3b, iC3b
¢s C4b komplement fehérjék opszoninként miikodnek, tehat a célrészecskékhez kotddve
azok komplement-receptor-medialt fagocitozisahoz vezetnek. Tovabba a komplement-

opszonizalt immunkomplexek a vorosvértestek felszinén 1évé CR1 komplement
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receptorhoz is kotddhetnek, ami a Iépben és majban torténé megsemmisitésiikhoz vezet,
illetve megakadalyozza lerakddasukat a periférias szovetekben. A komplement
aktivacio két anafilatoxin, a C3a és a C5a képzOdéséhez is vezet, melyeknek fontos
szerepe van a gyulladdsos folyamatokban. Szamos citokin ¢és adhézids molekula
expresszidjat ¢és felszabadulasat indukaljak, emellett kemoattraktansként szolgalnak a
fehérvérsjtek szamara, valamint fokozzak a vaszkularis permeabilitast. A C5b-9 (MAC)
a sejtmembranokon porusokat hoz létre, és a nem-magvas célsejtek, mint a
vorosvértestek és baktériumok liziséhez vezet. Erdekes modon a magvas sejtek tobb
modon is védekeznek a C5b-9 altal medialt lizis ellen, és a C5b-9 hatéasara citokineket
¢s novekedési faktorokat termelnek, melyek végsd soron proliferacidjukhoz vezetnek.
Végiil a C3d, mely a C3b inaktiv formajanak is tekinthetd, a CR2-h6z kotddve a B
lymphocytak antitest termelésének novekedését okozza [65] (4. abra).

Mint korabban targyaltuk, egészséges terhességben is jellemzé a komplement
rendszer bizonyos elemeinek fokozott aktivitasa. Egészséges terhességben a C3, C4 és
CHS50 szérum szintje akar 10-50%-0s emelkedést is mutathat,tovabbd az aktivalt
komplement fragmentumok: C3a, C4a, C5a magasabb szérumszintje is jellemz6 a nem
terhesekéhez képest [66, 67]. Komplement aktivacios termékeket talaltak a deciduaban,
a chorionbolyhokon ¢és subendothelialis lerakodasokként az érfalakban [68]. Azonban a
tilzott komplement aktivaciot a trophoblast membranon expresszalodd szabalyozo
fehérjék egészséges terhességben megakadalyozzak [69]. Ezek a fehérjék a decay
accelerating factor (DAF, CD55), a membrane cofactor protein (MCP, CD46) ¢és a
CD59. A DAF és az MCP a C3 aktivacigjat szabalyozza, a CD59 pedig a C5b-9 MAC
terminalis komplex 1étrejottét gatolja [70].

Praeeclampsia esetén az élettani terhességhez képest is magasabbnak talaltdk a
komplement rendszer aktivaltsagat. A Bb, C3a és C5b9 MAC plazmaszintjének az
egeészseéges terhességhez képest praceclampsidban megfigyelt tovabbi emelkedése mar
régota ismert [71], ami mind a klasszikus, mind az alternativ 0t aktivaciojara utal. A
leglijabb kutatasok pedig azt talaltak, hogy a praeeclampsias placentdban a C5b-9 MAC

komplexek nagyobb szamban voltak jelen, mint egészséges placenta esetén [72].
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Klasszikus ut

Lektin at

Klasszikus C3-konvertaz
C4b2b

Alternativ at

Alternativ ut C3-konvertaz
C3bBb

N/

C3 aktivacio

C3b depozicio
0OpSzonizdcio /
C3a felszabadulas
C5-konvertaz
C5 hasitasa
CSa felszabadulas / \L
anafilatoxin
C5b-9
MAC
lizis /
aktivacio
Gyulladas
Angiogén diszregulacio
Trombaozis

4. abra A komplement rendszer [69], [73]
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2. Célkituzések

1. A praeeclampsia koroki tényezdi €s patogenezise napjainkban is folyamatos kutatés
targyat képezik, és a szindroma kialakulasanak pontos folyamata még mindig nem
kellden tisztazott. A leghijabb kutatasok szerint a praceclampsia kialakuldsa soran a
természetes €és adaptiv immunrendszer aktivalodasaval az anyai szervezetben
szisztémas gyulladasos reakcio jon létre, melynek része az akut fazis reakcio. Ennek
soran a pozitiv akut fazis fehérjék plazmaszintje né, mig a negativ akut fazis
fehérjék plazmaszintje csokken. Ezért célunk volt, hogy nagyszdmu egészséges
terhes, valamint praeeclampsids beteg bevonasaval meghatdrozzuk a keringésben
talalhat6 negativ akut fazis fehérje (AHSG) és pozitiv akut fazis fehérje (CRP)
jellemzdivel és laboratoriumi paramétereivel, valamint vizsgaltuk az AHSG
diagnosztikus értékét praeeclampsiaban.

2. A terhességre specifikus immuntolerancia kialakuldsdban az immunrendszer
aktivaciojat szabalyozo sejteknek, ezen beliil a regulatoros T sejteknek jelentds
szerepe van. Mivel a praeeclampsiara jellemzé folyamatok soran az immunrendszer
természetes €s adaptiv 4ga is fokozottabban aktivalodik az egészséges terhességhez
képest, feltételezhetd, hogy ebben a regulatoros T sejtek csokkent szama és
funkcidzavara is szerepet jatszhat. A Treg sejtek immunregulald szerepe azonban a
kiilonbozd alcsoportok kozott is eltér. Ezért vizsgalatunk soran meghataroztuk a
CD4+ CD25- FoxP3+Treg alcsoport periférids gyakorisagat, és annak CD4+
CD25magas FoxP3+Treg alcsoporttal valdé korrelaciojat egészséges ¢és
praeeclampsids terhesek illetve nem terhes ndk esetén. Szintén meghataroztuk az
aktivalt CD4+ CD25magas FoxP3magas Treg alcsoport aranyat a Treg sejteken
beliil.

3. Az anyai szisztémas gyulladasos vélasz sordn az immunrendszer természetes aganak
aktivalodasaval a komplement rendszer is aktivalodik. Ezért tanulméanyunk soran
megmértilk egészséges nem terhes és terhes ndk, valamint praeeclampsias
varandosok szérumdban a komplement aktivacio szabdlyozédsiban jelentds szerepet
jatsz6 fikolin-2 és fikolin-3 szinteket. Emellett meghataroztuk a komplement
aktivacio termékeit (C4d, C3a, SC5b9), az angiogén faktorokat (sFlt-1, PIGF),
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valamint az endothel aktivacio (von Willebrand faktor antigén), az endothel sériilés
(fibronektin) és a trophoblast-tormelék(szabad magzati DNS) markereit és azok

viszonyat a kering0 fikolin szintekhez.
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3. Beteganyag és modszerek

3.1. A tanulmany résztvevoi

Eset-kontroll vizsgalatunkban 93 praeeclampsids ¢és 127 normotdnias,
egészséges, szovodménymentes terhességet viseld gravida részvételével vizsgaltuk a
szérum AHSG és CRP koncentraciokat, a plazma fikolin koncentraciokat vizsgélo
tanulmanyunkban 60 praeeclampsias, 60 egészséges terhes és 59 egészséges nem terhes
n6t vizsgaltunk, illetve a reguldtoros T sejtek gyakorisaganak vizsgalatdban 20
praececlampsias, 20 egészséges terhes és 12 egészséges nem terhes nd vett részt. A
vizsgalt pacienseket a Semmelweis Egyetem 1. Sz. Sziilészeti és NOgyogyaszati
Klinikajanak ¢és a Kutvolgyi Klinikai Tomb Sziilészeti és NOogyodgyaszati Osztalyanak
paciensei koziil valasztottuk. Az Osszes paciens a kaukdzusi rasszba tartozott ¢és
terhességet viseloket, a kronikus hipertoniaban, diabetes mellitusban, autoimmun
betegségben, angiopathidban, vesebetegségben, anyai vagy magzati fert6zésben
szenvedoket ¢€s a magzati fejlodési rendellenességgel szovodott terhességeket. A
vérvétel minden paciensnél éhgyomor mellett tortént, egyik terhesnél sem volt
megindult sziilés vagy burokrepedés észlelhetd. Az egészséges nem terhes ndk a
menstrudcios ciklus korai follikularis fazisaban voltak (a 3. és 5. ciklusnap kozott), és
egyikiik sem alkalmazott hormonalis fogamzasgatlast.

Praeeclampsiaként definidltuk az emelkedett vérnyomast (=140 Hgmm
szisztolés €s/vagy >90 Hgmm diasztolés vérnyomds >2 alkalommal legalabb 6 ora
kiilonbséggel), mely a 20. terhességi hét utan lépett fel korabban normotoniasterhesek
esetén, és amelyet szignifikans proteinuria kisért (>0.3g/24 ora vagy >1+ tesztcsikon
hugyuti fertdzés nélkiil). A sziilést kovetd 12 héten beliil az §sszes paciens vérnyomas
értéke visszatért a normal tartomanyba.Sulyosnak tekintettiik a praeeclampsiat, ha az
alabbi feltételek koziil barmelyik fennallt: >160 Hgmm szisztolés vagy >110 Hgmm
diasztolés vérnyomas, vagy >5g/24h (vagy >3+ tesztcsikon) proteinuria. Eclampsidban
vagy HELLP-szindroméban szenved6k nem keriiltek bevalasztasra.Korai kezdeti
praeeclampsianak tekintettiik a 34. terhességi hét elott (betdltott 20. és 33. terhességi hét

kozott) kialakuld praeeclampsiat. Méhenbeliilli novekedési retardaciot akkor
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diagnosztizaltunk, ha azujsziilott sziiletési stlya a magyar sziiletési stlypercentilis
adatok alapjan a terhességi kor és nem szerinti 10 percentilis érték alatt volt.

A vizsgélati protokollta Semmelweis Egyetem Regiondlis, Intézményi
Tudomanyos ¢s Kutatasetikai Bizottsdga jovahagyta, és minden pacienstdl részletes
tdjékoztatas utdn iradsos beleegyezést kaptunk. A kutatast a Helsinki Egyezményben

foglaltaknak megfelelden végeztik.

3.2. A vérmintak levétele, elokészitése és tarolasa

Az anyai vérmintakat alkari vénabdl vettiik nativ,EDTA-s és natrium-citratos
kémcsovekbe (BD Vacutainer, BD Biosciences, San Jose, CA, USA), majd
szobahdmérsékleten 10 percig 3000 g-vel centrifugaltuk. A feliiluszokat a mérések
elvégzéséig -80 Celsius fokon taroltuk.

A regulatoros T sejtek meghatdrozasahoz litium-heparinos csdvekbe (BD

Vacutainer, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) tortént a vérvétel.

3.3. Laboratériumi modszerek

A szérum CRP és AHSG koncentraciok meghatarozasanak menete:

A szérum CRP koncentraciokat ultraszenzitiv, latex szemcsékkel érzékenyitett
immunturbidimetrids eljarassal mértiik Cobas Integra 800 automatdn a gyartod altal
forgalmazott kittel (Roche, Mannheim, Németorszag, Cat. No. 20764930). A human
CRP monoklonalis anti-CRP antitestekkel fedett latex szemcsékhez agglutinalodott. A
precipitatumot 552 nm-en turbidimetridval hatdroztuk meg. A detekcids kiiszob 0.07
mg/l, mig az intra/inter-assay variabilitdas 6.2 és 142 mg/l atlagértékeknél 1.8/2.9%,
illetve 1.5/2.7% volt.

Az AHSG szérumszinteket radidlis immundiffiziés modszerrel mértiik meg,
kecske anti-human ap-HS glycoprotein IgG frakcié (DiaSorin Inc., Stillwater,
Minnesota, USA, Cat. No. 81931) alkalmazasaval. A standard koncentraciok
meghatarozasara egészséges véradok kevert plazméjat hasznaltuk. Az intra/inter-assay

variabilitas 3.6/6.2% volt.
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A regulatoros Tsejtek meghatarozasanak menete:

A periférias vér mononukledris sejtjeit (PBMC) litium-heparinos csébe (BD
Vacutainer, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) levett friss vérbdl stirliség-gradiens
centrifugalassal (Ficoll Paque, Amersham Biosciences AB, Uppsala, Svédorszag, 27
perc, 400 g, 22 °C) izolaltuk. A sejteket foszfat-pufferelt s6oldattal kétszer atmostuk,
majd RPMI 1640 médiumban (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) szuszpendaltuk.

A PBMC sejteket 4 °C-on 30 percig PE Cy7-konjugalt CD4 és APC-konjugalt
CD25 monoklondlis antitestekkel (PharMingen, San Diego, CA, USA) inkubaltuk.
Mosas utan a  sejteket Fixacios/Permeabilizaciés oldattal  fixaltuk, majd
Permeabilizéacios Pufferrel kezeltiik a gyarto eldirasanak megfelelden (eBioscience, San
Diego, CA, USA). Ezutan PE-konjugalt FoxP3 monoklonalis antitesttel (eBioscience)
inkubaltuk 4 °C-on 30 percig. Mosast kovetden a sejteket BD FACSAria dramlasi
citométerrel (BD Biosciences) analizaltuk. 200000 sejtet rogzitettiink. A limfocitdk
a PBMC-n beliil. Kontrolként izotipus-megfeleltetett PE-konjugalt egér IgG1 antitestet
hasznaltunk (eBioscience). Az 4ramlasi citometrids méréseink intra-assay varidcios

egylitthatoja 25% alatt volt.

A plazma fikolin koncentraciok meghatarozasanak menete:

A fikolin-2 és fikolin-3 plazmaszinteket ELISA segitségével (Hycult Biotech,
Uden, Hollandia, Cat. No.HK336 ¢és HK340), automata ELISA analizatorral (Elisys
UNO, Human GmBH, Wiesbaden, Németorszag), a hasznalati itmutaténak megfelelden
mértiik meg. Az anyai plazma C4d, C3a és SC5h9 szintjeit Quidel ELISA kitekkel (San,
Diego, California, USA, Cat.No. A008, A015 és A029) hataroztuk meg.

A standard laboratoriumi paramétereket (klinikai kémia) automata analizator
segitségével gyari vizsgalati kitekkel hataroztuk meg (Cobas Integra 800, Roche,
Mannheim, Németorszag). A von Willebrand faktor antigén (VWF:Ag) plazmaszinteket
ELISA(Dakopatts, Glostrup, Dénia), mig a plazma fibronektin koncentraciokat
nephelometria (Dade Behring, Marburg, Németorszag) segitségével mértiikk meg a kitek

gyartoi leiratanak megfelelen.

32



DOI: 10.14753/SE.2013.1880

A szérum Ossz  sFlt-1  és  biologiailag  aktiv  PIGF  szinteket
elektrokemilumineszcens immunoassay (Elecsys, Roche, Mannheim, Németorszag, Cat.
No. 05109523 ¢és 05144671)atjan hataroztuk meg Cobas e 411-es analizatoron (Roche,
Mannheim, Németorszag)[74, 75].

Fit 1jsziilottek esetén az anyai plazmabol szilicium-dioxid adszorpcios
modszerrel kivontuk aDNS-t, ezt kovetéen meghataroztuk a szabad magzati DNS
mennyiségét az Y kromoszoma szex-determinalod regidjanak(SRY) kvantitativ valds
idejii polimeraz lancreakcidjaval (PCR) [76]. A DNS-t 400 ul EDTA-val antikoagulalt
plazmabol vontuk ki High Pure PCR TemplatePreparation Kit (Roche, Mannheim,
Németorszag) segitségével, a gyartd eldirasai alapjan.A DNS-t 50 ul eluciospuffer
oldattal mostuk ki, amelyb6l 1 pl-t hasznaltunk mintaként a PCRreakciohoz.A SYBR
Green valds idejii PCR analizishez a LightCycler 1.0 késziiléket alkalmaztuk (Roche,
Mannheim, Németorszag). A keringésben talalhatd fia magzati DNS kimutatasahoz az
SRYgén kovetkezd primereit hasznaltuk: elére5’-GGC AAC GTC CAG GAT AGA
GTG A-3’, hatra 5°-TGC TGA TCT CTG AGT TTC GCA TT-3". A 10 pl térfogata
PCR reakcioelegy 1 ul DNS-t, 1-1 pl 2.5 pmol/l primert, 1 ul DNA Master SYBR
Green | mixet (LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | kit: Taq polimeraz,
dNTP, MgCI2) és 6 ul nukleazmentes vizet tartalmazott. A polimerdz lancreakcio a
kovetkezé program szerint zajlott: kezdé denaturacio 95°C-on8 percig, amit 40 ciklus
denaturacio  (95°C-on5 masodpercig), annealing (60°C-onl0 masodpercig)és
lancszintézis (72°C-onl5 masodpercig) kovetett, majd 4°C-ra torténd hiités zart le.A
plazmamintaban jelenlévé szabad magzati DNS mennyiségének meghatarozasahoz

crer

hasznaltunk.

3.4. Statisztikai analizis

A folyamatos valtozok eloszlasat a Shapiro-Wilk-féle W-teszt segitségével
hataroztuk meg. Mivel a folyamatos valtozok nem mutattak normalis eloszlast, nem-
paraméteres statisztikai modszereket hasznaltunk. A folyamatos valtozok két csoport
kozotti  Osszehasonlitasara Mann-Whitney-féleU-tesztet, mig tobb csoport kozotti

Osszehasonlitasara Kruskal-Wallis-félevarianciaanalizistalkalmaztunk. Post-hoc
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tesztként az 4tlagos rangszdmok csoportok kozotti tobbszords Osszehasonlitasat
végeztik. A Fisher-féle egzakt tesztet és a Pearson-féle y’tesztet hasznaltuk a
kategorikus valtozok csoportok kozotti 0sszehasonlitasara. A korrelacios egylitthatok
kiszamitasara a Spearman-féle rangszam korrelacios eljarast alkalmaztuk. A tobbszoros
linedris regresszids analizist, valamint a kovariancia analizist (ANCOVA) nem-
paraméteres modszerként a fliggd valtozok logaritmikus transzformacioja utan végeztiik
el. Az esélyhanyadosokat (odds ratio, OR) és 95% konfidencia intervallum értékeket
(CI) logisztikus regresszios analizissel szamitottuk ki. A szérum AHSG szint mérés
diagnosztikus pontossagat Receiver Operating Characteristic (ROC) gorbe analizissel
vizsgaltuk.

A statisztikai vizsgalatokhoz a kovetkez6 szoftverekethasznaltuk: STATISTICA
(8.0 valtozat; StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, USA), Statistical Package for the Social
Sciences (15.0 valtozat Windowsra; SPSS, Inc., Chicago, Illinois, USA) és MedCalc
Windowsra (10.0.1.0. valtozat; MedCalc Software, Mariakerke, Belgium). Az Osszes
statisztikai analizis esetén a p<0.05 értéket tekitettiink statisztikailag szignifikdnsnak.

A folyamatos valtozok esetén az adatokat medidnként (interkvartilis tartomany),

kategorikus valtozok esetén abszolut szamként (szazalék) tiintettiik fel.
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4. Eredmények

4.1. Az AHSG és CRP akut fazis fehérjék vizsgalata praeeclampsiaban

4.1.1. A betegek klinikai jellemzdi

A tanulmanyban részt vevok klinikai jellemzdit a 6. tablazat mutatja. A két
vizsgélati csoport kozott nem talaltunk statisztikailag szignifikans kiillonbséget az anyai
¢letkor és a dohanyosok, valamint a primiparak ardnya tekintetében. A testtdmeg index
(BMI) és a terhességi kor a vérvételkor szignifikdnsan magasabb volt a praceclampsids
csoportban, mint a kontroll csoportban. A szisztolés és a diasztolés vérnyomas
szignifikdnsan magasabb volt, mig a terhességi kor sziiléskor, valamint az ujsziilottek
sziiletési sulya szignifikdnsan alacsonyabb volt a praeeclampsias csoportban a kontroll
csoporthoz képest. Intrauterin novekedési retardaciét nem talaltunk a kontroll

csoportban, mig a praeeclamsids csoportban ennek gyakorisaga 22.6% volt.
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Egészséges terhes ndk és praeeclampsids betegek klinikai jellemz6i és laboratoriumi

paraméterei
Egészséges terhes Praceclampsias Statisztikai
nék (n=127) betegek (n=93) szignifikancia

(p érték)

Eletkor (év) 28 (25-31) 28 (25-32) NS

BMI vérvételkor (kg/m?) 26.0 (23.7-28.0) 29.4 (26.3-32.0) <0.001°

Dohényzas 2 (1.6%) 5 (5.4%) NSP

Primiparitas 77 (60.6%) 59 (63.4%) NS*

Szisztolés vérnyomas 110 (105-120) 170 (160-180) <0.001°

(Hgmm)

Diasztolés vérnyomas 70 (60-80) 104 (100-115) <0.001°

(Hgmm)

Terhességi kor vérvételkor | 35 (31-37) 37 (35-39) <0.05°

(hét)

Terhességi kor sziiléskor 40 (39-40) 38 (35-39) <0.001%

(hét)

Ujsziilott sziiletési sulya 3300 (3100-3800) 2900 (1980-3450) <0.001°

(gramm)

Intrauterin novekedési 0 (0%) 21 (22.6%) <0.001°

retardacid

Szérum CRP szint (mg/1) 3.38 (1.69-7.27) 6.71 (2.76-12.69) <0.001°

Szérum ap-HS glikoprotein | 744 (660-816) 660 (612-768) <0.001°

szint (ug/ml)

A folyamatos valtozok esetén az adatokat medianként (interkvartilis tartomany),

kategorikus valtozok esetén abszolut szamként (szdzalék) tiintettiik fel

NS: nem szignifikans; BMI: testtomeg index; CRP: C-reaktiv protein

# Mann-Whitney U-teszt
® Fisher-féle egzakt teszt

® Pearson-féle y° teszt
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és C-reaktiv protein szintjének vizsgalata
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5. abra Egészséges terhes nék és praeeclampsias betegek szérum ap-HS glikoprotein

(AHSG) szintje pont diagramon abrazolva

Amint a 6. tablazatban és az 5. abran lathatd, a szérum CRP szintek
szignifikdnsan magasabbak, mig a szérum AHSG koncentraciok szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak a praececlampsias betegek esetén, mint a normotonids, egészséges
terheseknél. A két csoport kozott az  AHSG szintekben mért kiilonbség azutan is
szignifikans maradt, hogy kovariancia analizissel (ANCOVA) az anyai életkorra, BMI-
re és a vérvételkori terhességi korra illesztettiik azokat.

A praeeclampsias csoporton beliil nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a
szérum CRP és AHSG szintekben azon terhesek kozott, akiknél intrauterin novekedési
retardacio fennallt, illetve nem volt megfigyelheté (median (25-75 percentilis), CRP:
7.30 (2.80-14.24) versus 6.53 (2.74-12.69) mg/l; AHSG: 636 (574-720) versus 660
(624-780) pg/ml).
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4.1.3. A Kklinikai jellemz6k és a szérum CRP szintek osszefiiggése a szérum AHSG

koncentraciokkal praeeclampsiaban

A Spearman-féle rangszam korrelacios egyiitthatd (folyamatos valtozok) és a
Mann-Whitney U-teszt (kategorikus valtozok) segitségével megvizsgaltuk, hogy a
praececlampsias terhesek esetén a klinikai jellemzok és a szérum CRP szintek mutatnak-
e Osszefiiggést a szérum AHSG koncentraciokkal. A praeeclampsids csoportban a
szérum AHSG szintek szignifikdns forditott korreldciot mutattak a szisztolés
vérnyomassal (Spearman R=-0.23, p<0.05; 6. abra) és a szérum CRP szintekkel
(Spearman R=-0.21, p<0.05; 7. abra). Ellenben az egyéb klinikai paraméterek (anyai
¢letkor, dohanyzas, paritas, BMI és terhességi kor vérvételkor, diasztolés vérnyomas,
terhességi kor sziiléskor, valamint az 0jsziilottek sziiletési sulya) és a praceclampsidsok

szérum AHSG szintjei kozott nem talaltunk osszefiiggést.
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6. abra Praeeclampsias terhesek a,-HS glikoprotein (AHSG) szérum-koncentracidja a
szisztolés vérnyomas fliggvényében szoras diagramon abrazolva, linedris illesztéssel és

a regresszios egyenes feltlintetésével (Spearman R=-0.23, p<0.05)
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7. abra Praeeclampsias terhesek ap-HS glikoprotein (AHSG) szérum-koncentracidja a
szérum C-reaktiv protein (CRP) szintek fiiggvényében szdéras diagramon abrazolva,

linearis illesztéssel €s a regresszids egyenes feltiintetésével (Spearman R=-0.21, p<0.05)

39



DOI: 10.14753/SE.2013.1880

4.1.4. A szérum AHSG meghatarozas diagnosztikus értéke praeeclampsiaban

A Receiver Operating Characteristic (ROC) gorbe analizist hasznalva
megallapitottunk egy hatarérték AHSG koncentraciot (720 pg/ml), melynek
segitségével 68.1%-o0s szenzitivitassal és 60.8%-o0s specificitassal elkiilonithetok a
praceclampsias betegek a normotdnias, egészséges terhesektl. Az alacsony AHSG
szint (<720 pg/ml) szignifikans 0sszefiiggést mutatott a praeeclampsiaval (odds ratio,
OR: 3.32, 95%-0s konfidencia intervallum, Cl. 1.88-5.86, p<0.001), még az anyai
¢letkorra, BMI-re és a vérvételkori terhességi korra tobbszords logisztikus regresszios
analizissel torténd illesztést kovetden is (adjusztalt OR (95% CI): 3.69 (1.82-7.51),
p<0.001).

Ezt kovetden Osszehasonlitottuk a szérum AHSG és CRP meghatarozas
diagnosztikus értékét praceclampsiaban. Amint a 8. dbra mutatja, nem volt szignifikans
kiilonbség a ROC gorbe alatti teriiletben az AHSG és CRP kozott (AUC AHSG-re és
CRP-re (95% CI): 0.68 (0.61-0.74) és 0.65 (0.58-0.72), p=0.61).
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8. abraA szérum a,-HS glikoprotein (AHSG, folyamatos vonal) és C-reaktiv protein
(CRP, szaggatott vonal) koncentracié Receiver Operating Characteristic (ROC) gorbéje

a praeeclampsids betegek és egészséges terhes nék elkiilonitésére
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4.2. A CD4+CD25magas FoxP3+és aCD4+CD25- FoxP3+regulatoros Tsejtek

gyakorisaga egészséges terhesek és praeeclampsiasok periférias vérében

4.2.1. A betegek klinikai jellemzdi

A vizsgéalatban részt vevok klinikai jellemzo6it a 7. tdblazat mutatja. Nem
talaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget a tanulmanyban részt vevd csoportok
¢letkorat €s terhesség elotti testtomeg indexét illetden. Tovabba nem volt szignifikans
kiilonbség a praceclampsids és egészséges terhes ndk kozott a vérvételkori terhességi
korban és a primiparak el6fordulasi gyakorisagaban. Azonban, ahogy azt a 10. tdblazat
is mutatja, a dohanyzas gyakorisaga, a szisztolés és diasztolés vérnyomas szignifikans
kiilonbséget mutatott a harom vizsgalati csoport kozott. A praeeclampsias csoportban
sziiléskor szignifikdnsan alacsonyabb terhességi kort és sziiletési sulyt észleltiink, mint
az egészséges terhesek csoportjaban. Az egészséges terheseknél intrauterin novekedési
retarddci6 nem volt megfigyelhetd, mig a praececlampsias csoportban 7 esetben fordult
eld. Kilenc terhesnél alakult ki stlyos praceclampsia és 11 betegnél jelentkezett korai

terhességi korban (<34. hét).
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7. tablazat

Egészséges nem terhes és terhes ndk, valamint

praeeclampsias betegek klinikai

jellemzoi
Egészséges nem Egészséges terhes | Praceclampsids
terhes nék (n=12) | n6k (n=20) betegek (n=20)
Eletkor (év) 34.5 (30.5-35.5) 32 (27-34) 32.5 (30-34.5)
Terhesség el6tti BMI (kg/m®) | 23.9 (21.4-27.0) 22.4 (20.4-27.5) 25.5 (21.5-32.6)
Dohanyzas 3 (25.0%) 0 (0%)* 2 (10.0%)
Primiparitas n.a. 13 (65.0%) 12 (60.0%)
Szisztolésvérnyomas (Hgmm) | 110 (100-110) 110 (110-120) 150 (140-160)"¢
Diasztolés vérnyomas 65 (60-70) 70 (60-77) 100 (93-100)"¢
(Hgmm)
Terhességi kor vérvételkor n.a. 37 (36-38) 33.5(31-37)
(hét)
Terhességi kor sziiléskor (hét) | n.a. 38 (38-39) 34.5 (32-38)°
Ujsziilstt sziiletési sulya n.a. 3335 (3290-3570) | 1710 (1445-2885)°
(gramm)
Intrauterin ndvekedési n.a. 0 (0%) 7 (35.0%)°
retardécio

A folyamatos valtozok esetén az adatokat medidnként (interkvartilis tartomény),

kategorikus valtozok esetén abszolut szamként (szazalék) tiintettiik fel

n.a.: nem alkalmazhaté; BMI: testtomeg index

% p<0.05 versus egészséges nem terhes nék

bp<0.001 versus egeészséges nem terhes nok

“p<0.05 praeeclampsias betegek versus egészséges terhes ndk

OIp<0.001 praeeclampsias betegek versus egészséges terhes nok
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4.2.2. A regulatoros T sejt populaciok gyakorisaga egészséges nem terhes és terhes

nokben és praeeclampsiaban

Eredményeinket a 9. abran foglaltuk 6ssze. A CD4+ CD25magas FoxP3+ sejtek
gyakorisdga alacsonyabb volt nem terhes ndkben, mint egészséges terheseknél, és
magasabb volt egészséges terhesekben, mint praceclampsiasoknal (2.99 (2.41-3.48) %
versus 5.02 (4.20-5.46) % versus 2.97 (2.23-3.40) %, p<0.001; 9.a abra).

Az aktivalt CD4+ CD25magas FoxP3magas Treg sejtek ardnya a CD4+
CD25magas sejtek kozott szintén alacsonyabb volt nem terhes nékben, mint egészséges
terheseknél, és magasabb volt egészséges terhesekben, mint praceclampsiasoknal (12.60
(8.15-16.10) % versus 34.20 (27.60-45.35) % versus 21.90 (13.85-29.20) %, p<0.001;
9.b abra).

Hasonloképp, a CD4+ CD25- FoxP3+ sejtek frekvenciaja is magasabb volt
egészséges terheseknél, mint nem terhes noknél és praececlampsiasoknal (1.46 (1.17-
1.76) % versus 2.41 (2.06-2.65) % versus 1.60 (1.05-1.80) %, p<0.001; 9.c abra).

A CDA4+ sejteken beliil a CD4+ CD25magas FoxP3+ és CD4+ CD25- FoxP3+
sejtek aranyaban, valamint a CD4+ CD25magas sejteken beliil az aktivalt CD4+
CD25magas FoxP3magas Treg sejtek aranyaban az egészséges terhesek és
praeeclampsiasok kozott észlelt kiilonbségek akkor is szignifikdnsnak mutatkoztak, ha
az adatokat kovariancia analizissel a vérvételkori terhességi korra illesztettiik.

A praeeclampsidsokon beliil nem volt kiilonbség a fenti Treg alcsoportok
gyakorisdgaban korai vagy késdi kezdetli praeeclampsia esetén (korai praeeclampsia:
n=11), a praeeclampsia sulyossagatol fiiggden (sulyos praeeclampsia: n=9), illetve
méhenbeliili ndvekedési retardacio jelenléte esetén (n=7).

Tovabba meghataroztuk a CD4+ CD25magas FoxP3+ és CD4+ CD25- FoxP3+
sejtek viszonyat mindharom vizsgalati csoportunkban. Nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget a két alcsoport ardnyaban nem terhes, egészséges terhes és praeeclampsias

nék kozott (9.d abra).

43



DOI: 10.14753/SE.2013.1880

a, CD4+ CD25magas FoxP3+ b: CD4+ CD25magas FoxP3magas
8- g 60- :
- o il . g s
£ g b
3 4 & I
Q o — —
2 + 201
) = —
o
0 : : v g r T :
Nem terhes Terhes Praeeclampsia ° Nem terhes Terhes Praeeclampsia

CD4+ CD25magas FoxP3+ Treg/
C, CD4+ CD25- FoxP3+ d,  cD4+CD25- FoxP3+ Treg

e 4 e
a T
o 34
] o S %
L S T 2- | ]
8 | | -
L

Nemterhes Terhes Praeeclampsia Nemterhes Terhes Praeeclampsia

9. abra Egészséges nem terhes és terhes ndk, valamint praeeclampsids betegek
periférids vérében talalhato CD4+ CD25magas FoxP3+ (a), CD4+ CD25magas
FoxP3magas (b) ¢s CD4+ CD25- FoxP3+ (c) regulatoros T sejtek (Treg) gyakorisaga,
illetve a CD25magas FoxP3+ és CD25- FoxP3+ Treg alcsoportok aranya (d)

Kozépsé vonal: median; Box: interkvartilis tartomany (25-75 percentilis); Whisker:
tartomany

% p<0.001 versus egészséges nem terhes nék

bp<0.001 versus egészséges terhes nok

4.3. Kering6é fikolin-2 és fikolin-3 vizsgalata egészséges terhességben és

praeeclampsiaban
4.3.1. A betegek klinikai jellemzdi
A betegek klinikai jellemzdit a 8. tablazat foglalja 6ssze. Nem volt statisztikailag

szignifikans kiilonbség a vizsgalt csoportok kozott az életkor tekintetében. Tovabba

nem volt szignifikdns kiillonbség a vérvételkori terhességi kor, valamint a paritas
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tekintetében a praceclampsias betegek és az egészséges terhesek kozott. Ezzel szemben

a 11. tablazatban szereplé Osszes tobbi klinikai jellemzoben szignifikans kiilonbség

mutatkozott a vizsgalt csoportok kozott. Az egészséges terhesek kozott nem fordult eld

magzati novekedési retardacid, mig a praeeclampsias csoportban ennek eléfordulasa

18.3% volt. Sulyos praececlampsiat talaltunk 21 terhesnél, 5 betegnél pedig korai

praececlampsia alakult ki. A praeeclampsias csoportban a multipardk életkora (32 (29-

35) vs. 28 (25-31) év, p<0.001) és terhesség el6tti testtomegindexe (27.2 (25.5-2.90) vs.

23.1 (19.8-26.1) kg/m?, p<0.05) is szignifikansan magasabb volt, mint a primiparaké.

8. tablazat Egészséges nem terhes és terhes ndk, valamint praceclampsias betegek

klinikai jellemz6i
Egészséges nem Egészséges terhes | Praececlampsias
terhes n6k (n=59) | n6k (n=60) betegek (n=60)
Eletkor (év) 28 (23-35) 30 (28-32) 29 (26-32)

BMI vérvételkor (kg/m®)

20.8 (19.6-22.9)

25.8 (24.3-27.9)°

29.9 (26.9-33.3)*¢

Terhesség el6tti BMI (kg/m®)

n.a.

21.0 (19.5-22.6)

25.5 (21.6-28.1)"

Dohanyzas 14 (23.7%) 0 (0%)° 3 (5.0%)*
Primiparitas n.a. 37 (61.7%) 38 (63.3%)
Paritas n.a. 1(1-2) 1(1-2)

Szisztolés vérnyomas
vérvételkor (Hgmm)

115 (110-120)

110 (107-120)

162 (155-180)"¢

Diasztolés vérnyomas 80 (70-80) 70 (60-80)° 100 (97-110)"¢
vérvételkor (Hgmm)

Terhességi kor vérvételkor n.a. 36 (36-37) 37 (36-39)

(hét)

Terhességi kor sziiléskor (hét) | n.a. 39 (38-40) 38 (37-39)°
Ujsziilstt sziiletési stlya n.a. 3450 (3150-3700) | 3125 (2450-3475)°
(gramm)

Intrauterin novekedési n.a. 0 (0%) 11 (18.3%)"
retardacid

A folyamatos valtozok esetén az adatokat medianként (interkvartilis

kategorikus valtozok esetén abszolut szdmként (szazalék) tlintettiik fel

n.a.: nem alkalmazhat6; BMI: testtomeg index

% p<0.05 versus egészséges nem terhes nék

bp<O.001 versus egészséges nem terhes nok

°p<0.05 praeeclampsids betegek versus egészséges terhes nék

dp<0.001 praeeclampsias betegek versus egészséges terhes nok
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4.3.2. A fikolinok, komplement aktivacios termékek, angiogén faktorok, valamint
az endothel aktivacio, endothel sériilés és a trophoblast-tormelék markereinek

vizsgalata egészséges nem terhes és terhes nokben, valamint praeeclampsiaban

A vizsgalt csoportok laboratériumi paramétereit a 9. tablazat mutatja. Amint a
tablazatban latszik, szignifikans kiilonbség mutatkozott a legtobb vizsgalt laboratdriumi
paraméterben a harom csoport kozott, kivéve a szérum aszpartat-aminotranszferaz
aktivitast. Amint az 12.a és 12.b dbra mutatja, a fikolin-2 plazmaszintek szignifikansan
alacsonyabbak voltak egészséges terhesekben, mint egészséges nem terhesek esetén,
mig a fikolin-3 szintek nem mutattak szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott.
Tovabba praeeclampsias betegeknél mind a fikolin-2, mind a fikolin-3 szintje
szignifikansan alacsonyabb volt, mint egészséges terhes és nem terhes nék esetén.

A Receiver Operating Characteristic (ROC) gorbe analizis segitségével
meghataroztuk azt a fikolin-2 (<2.84 pg/ml; szenzitivitas: 70.2%, specificitas: 66.1%) és
fikolin-3 (24.0 pg/ml; szenzitivitas: 68.3%, specificitds: 54.2%) hatarértéket, melynek
segitségével a praeeclampsias csoport elkiilonithetd az egészséges terhesektdl. Mind az
alacsony fikolin-2, mind az alacsony fikolin-3 szintek szignifikans Osszefliggést
mutattak a praeeclampsiaval (OR (95%CI) fikolin-2 esetén: 4.58 (2.07-10.1), p<0.001;
fikolin-3 esetén: 2.56 (1.21-5.40, p<0.05), még azutan is, hogy tobbszords logisztikus
regresszios analizis soran az értékeket az anyai életkorra, valamint a vérvételkori
testtomeg indexre és terhességi korra illesztettiik (adjusztalt OR (95% CI) fikolin-2:
8.74 (2.90-26.4), p<0.001; fikolin-3: 3.30 (1.24-8.77), p<0.05).

A praeeclampsids betegek csoportjaban nem taldltunk statisztikailag szignifikans
kiilonbséget a fikolin-2 és fikolin-3 plazmaszintjében attol fiiggden, hogy stilyos vagy
enyhe, illetve késdi vagy korai kezdetii praceclampsia allt fenn, illetve hogy szov6dott-e

a betegség magzati retardacidval vagy sem.

46



DOI: 10.14753/SE.2013.1880

9. tablazat Egészséges nem terhes és terhes ndk, valamint praceclampsias betegek

laboratoriumi paraméterei

Egészséges nem

Egészséges terhes

Praeeclampsias

terhes nok (n=59) nék (n=60) betegek (n=60)
Szérum karbamid szint | 4.1 (3.5-4.8) 2.8 (2.0-3.3)° 3.5 (2.7-4.2)*¢
(mmol/l)
Szérum kreatinin szint (umol/l) | 66 (61-72) 49 (42-56)" 63 (55-71)"
Szérum bilirubin szint (umol/l) | 9.3 (6.6-12.4) 5.4 (4.0-6.8)" 7.3 (5.7-8.9)*¢
Szérum AST aktivitas (U/1) 17 (15-20) 19 (17-21) 19 (15-25)
Szérum ALT aktivitas (U/1) 14 (12-17) 12 (10-15)* 16 (11-23)°

Szérum LDH aktivitas (U/1)

154 (128-170)

158 (138-169)

192 (153-225)¢

Plazma C4d szint (ug/ml)

0.04 (0.02-0.06)

0.11 (0.08-0.15)°

0.16 (0.10-0.21)°°

Plazma C3a szint (ng/ml)

85.5 (29.7-173.8)

751.6 (194.6-1660)"

1358 (854.8-2142)°°

Plazma SC5b9 szint (ng/ml)

32.5 (20.5-52.8)

59.9 (42.1-86.6)°

75.9 (50.8-116.3)"°

Szérum sFlt-1 szint (pg/ml)

76.3 (67.1-83.6)

3252 (2509-4751)™°

6814(3736-12720)*"¢

Szérum PIGF szint (pg/ml)

16.2 (14.0-18.0)°

183 (126-307)""

98.0 (63.7-146)""¢

Plazma VWF:Ag szint (%)

70.0 (60.2-87.3)

152.6(112.7-199.0)"

184.8 (139.9-243.1)°

Plazma fibronektin szint (g/l)

n.m.

0.37 (0.31-0.47)

0.58 (0.41-0.82)°

Plazma szabad magzati DNS
szint (pg/ul)

n.m.

0.002 (0.0-0.172)°

0.082 (0.033-0.292)"°

Az adatokat medianként (interkvartilis tartomany) tiintettiik fel

n.m.: nem mérve; AST. aszpartat-aminotranszferaz, ALT: alanin-aminotranszferaz;

LDH: laktat-dehidrogenaz;

sFlt-1:

szolubilis fms-szerti tirozin kinaz-1; PIGF:

placentaris novekedési faktor; VWF:Ag: von Willebrand faktor antigén; DNS:

dezoxiribonukleinsav

“n=52 "n=58 *n=54 ¥n=19 “n=33

% p<0.05 versus egészséges nem terhes nék

bp<0.001 versus egészséges nem terhes nok

p<0.05 praeeclampsias betegek versus egészséges terhes ndk

dp<0.001 praeeclampsias betegek versus egészséges terhes nok
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10. abra

Fikolin-2 (10.a) és fikolin-3 (10.b) plazmakoncentraciok egészséges nem terhes és
terhes ndk, valamint praceclampsias betegek esetén

Ko6zépsé pont: median;Box: interkvartilis tartomany (25-75 percentilis);Whisker:
tartomany (kivéve a kilogo értékeket)

% p<0.05 versus egészséges nem terhes nék

bp<0.001 versus egészséges nem terhes nok

°p<0.05 praeeclampsias betegek versus egészséges terhes nék

dp<0.001 praeeclampsids betegek versus egészséges terhes nok
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4.3.3. A tanulmanyban részt vevok klinikai jellemz6i és laboratoriumi paraméterei,

valamint fikolin-2 és fikolin-3 plazmaszintjei kozotti osszefiiggés

Megvizsgaltuk, hogy a vizsgalt csoportok plazma fikolin-2 és fikolin-3 szintje
mutat-e 0Osszefiiggést klinikai jellemzodikkel ¢és laboratériumi paramétereivel. A
folyamatos valtozok esetén a Spearman-féle rangkorrelacios egyiitthatot szamitottuk ki,
mig kategorikus valtozok esetén a Mann-Whitney U-tesztet hasznaltuk. Egészséges
terhesekben statisztikailag szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a fikolin-2 plazma-
¢s PIGF szérumkoncentraciok kozott (Spearman R=0.33, p<0.05), mig szignifikans
forditott aranyossagot talaltunk a fikolin-2 ¢és sFIt-1 szintek kozott (R=-0.59, p<0.001;
11. abra). A praeeclampsias csoportban a fikolin-2 plazmaszintek szignifikans pozitiv
korrelaciot mutattak a PIGF szérumkoncentraciokkal (R=0.34, p<0.05) és szignifikans
forditott aranyossagot mutattak a szérum sFlt-1 (R=-0.72, p<0.001; 12. abra), karbamid
(R=-0.36, p<0.05) és kreatinin (R=-0.38, p<0.05) szintekkel, a szérum LDH aktivitassal
(R=-0.32, p<0.05), valamint a plazma VWF:Ag (R=-0.34, p<0.05), fibronektin (R=-
0.50, p<0.001) ¢és szabad magzati DNS (R=-0.41, p<0.05) koncentraciokkal. Azonban
tObbszoros linearis regresszids analizis soran szérum sFlt-1 szintekre torténd illesztés
utan csak a fikolin-2 és kreatinin koncentraciok kozotti 6sszefiiggés maradt szignifikans
(standardizalt regresszios koefficiens (f)=-0.41, p<0.05). Nem volt tovabbi &sszefiiggés
a vizsgalt paciensek plazma fikolin-2 és fikolin-3 szintjei, valamint klinikai jellemzéi és
vizsgalt laboratoriumi paraméterei — beleértve a komplement aktivacio termékeit is—

kozott egyik vizsgalt csoportban sem.
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11. abra
Egészséges terhesek plazma fikolin-2 koncentracidja a szérum szolubilis fms-szerii
tirozin kinaz-1 (SFlt-1) szintek fliggvényében szoras diagramon abrazolva, linearis

illesztéssel és a regresszios egyenes feltiintetésével (Spearman R=-0.59, p<0.001)
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12. abra
Praeeclampsias betegek plazma fikolin-2 koncentracidja a szérum szolubilis fms-szerd
tirozin kinaz-1 (SFlt-1) szintek fliggvényében szoras diagramon abrazolva, linearis

illesztéssel és a regresszios egyenes feltiintetésével (Spearman R=-0.72, p<0.001)
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5. Megbeszélés

5.1. AHSG és CRP szérumkoncentraciok valtozasa praeeclampsiaban

Tanulméanyunkban azt talaltuk, hogy praeeclampsiaban a szérum AHSG
koncentraciok csokkennek és negativ korrelaciot mutatnak a szisztolés vérnyomadssal és
a szérum CRP szintekkel.
elsésorban a majsejtek termelik, és szérumszintje csokkenést mutat majcirrhosis €s
hepatocellularis carcinoma esetén a maj csokkent szintetizalo képessége miatt [77, 78].
A pro-inflammatorikus citokinek csokkentik a maj AHSG termelését, ami arra utal,
hogy egy negativ akut fazis fehérjérdl van szo6 [79]. Feltételezhetd, hogy az 6sztrogének
is befolyasoljak a fehérje termelését, amire a postmenopausaban és Osztrogén kezelés
hatasara észlelt szérumszint valtozasok utalnak[80]. Tovabba megfigyelték, hogy a
csokkent vesefunkcio csokkent keringd AHSG szintekkel jar, és a glomerularis
diszfunkcié mértéke korrelal az AHSG szintjével kronikus vesebetegség esetén [81]. Az
szérumszintjét kiillonb6z6 populaciokban [82, 83]. Rosszindulati vérképzdszervi
betegségben szenveddknél a fokozott felhasznaldédas eredményeként is csokkent AHSG
szinteket talaltak [84]. Terhesség esetén a fehérje forrasa lehet a fetoplacentaris egység
is. Az AHSG nagymértékben expresszalodik a lepényi szovetekben, és passziv
transzplacentaris transzportja is feltételezhet6 [85, 86]. Munkacsoportunk korabban mar
kimutatta, hogy az AHSG szintek a terhesség elérehaladtaval emelkedést mutatnak
egészséges terhesség esetén [87].

Eredményeink szerint a praeeclampsiaban észlelt csokkent AHSG szintekért —
legalabbis részben — az akut fazis reakcidval jar6 szisztémds anyai gyulladdsos vélasz
felelds, amint azt a szérum CRP koncentracioval taldlt forditott Osszefliggés mutatja.
Valéban, a keringd AHSG szintek szamos szoveti karosodassal, infekcidval,
gyulladassal vagy malignitassal jar6 allapotban csokkennek [56, 84, 88, 89]. Azonban
mas tényezOk is hozzdjarulhattak eredményeinkhez. Kordbban bizonyitast nyert, hogy
az AHSG a makropinocitdzis stimuldldsa révén eldsegiti az apoptotikus sejtek

makrofag-medialt fagocitozisat in vitro [90]. Ebbdl kovetkezéen lehetséges, hogy az
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anyai keringésbe keriil¢ trophoblast-tormelék eltakaritdsa soran felhasznalodo fehérjék
miatt taldlunk praeeclampsiaban alacsony AHSG szinteket. A vese fokozott
praceclampsiaban [91]. A fehérje szérum és vizelet szintjei k6zott azonban nem volt
Osszefliiggés kiillonbozo vesebetegségben szenveddknél [92]. Korabbi tanulmanyok
csokkent Osztrogén szinteket és hatast talaltak praeeclampsiaban [93, 94], ami szintén
alacsonyabb AHSG koncentraciokhoz = vezethet. Tovabba, az AHSG gén
polimorfizmusainak a szerepét sem vizsgéaltdk még ebben a terhességhez kotott
betegségben.

Az AHSG szint meghatarozas diagnosztikus értékét a CRP szérumszint
méréséhez hasonlonak taldltuk praeeclampsidban. A CRP a szoveti karosodas ¢és a
gyulladds érzékeny markere. Szamos tanulmany igazolta, hogy szérumszintje
praceclampsiasoknal emelkedett az egészséges terhesekéhez képest [95, 96], s6t, a CRP
szint emelkedése megel6zi a praeeclampsia kialakulasat [97]. Az elhizas, amely
Onmagéban is egy gyulladdsos allapotnak felel meg, azonban befolyasolhatta ezeket a
megfigyeléseket [98, 99]. Bar az AHSG kapcsolatban all a testtomeggel [100],
tanulmanyunkban a fehérje alacsony szintje a testtomeg indextdl fiiggetleniil
Osszefliggést mutatott a praeeclampsia emelkedett kockdzatdval. Mindazonaltal, a
praeeclampsias €s egészséges terhesek szérum AHSG és CRP szintjei kozotti nagy
atfedés — amint az a szenzitivitasi és specificitasi mutatokbol is latszik — arra utal, hogy
a szisztémas gyulladdson kiviil mas mechanizmusok is szerepet jatszhatnak ezen
multifaktorialis korkép kialakulasaban.

A magzati ndvekedési retardacioval szovodott, illetve eutroph magzatot viseld
praeeclampsids terhesek szérum AHSG szintje nem mutatott szignifikans kiilonbséget.
Munkacsoportunk kordbban azt talalta, hogy az AHSG a TNF-a-val és a leptinnel
egylitt negativan szabalyozhatja az 1jsziilottek csontfejlédését [87]. Egy korabbi
tanulmanyban nem talaltak kiilonbséget az anyai, a magzati és az Ujsziilott AHSG
koncentraciokban a szovOdménymentes €s az aszimmetrikus magzati retardacioval
szOovodott  terhességek kozott [86], ami egybevag a mi eredményeinkkel. A
koncentracion kiviil a fehérje poszttranszlacios modosulasa (foszforilacio, glikozilacio)

is befolyasolja az AHSG biologiai aktivitasat [101, 102]. Intrauterin magzati
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retardacioval sziiletett Ujsziilottek plazmdjdban valdban jelentds rendellenességeket
talaltak a fehérje szialilaciojaban [102].

Az alacsony keringd AHSG szintek nemcsak a praceclampsia markerei lehetnek,
de a korkép patogenezisében is szerepet jatszhatnak. Kronikus vesebetegek esetén az
alacsony AHSG koncentracidknak szerepet tulajdonitottak az endothelialis diszfunkci6
kialakulasaban [81, 103], ami praeeclampsiaban is fontos koroki tényez6. Tovabba az
A fokozott artérias merevség, melyet az erek meszesedésével hoznak Osszefiiggésbe
[105], praceclampsias terhességekben is megfigyelheté [106]. Ebben a vonatkozasban
érdekes, hogy a szisztolés vérnyomds, ami inkabb a nagyerek viszkoelasztikus
tulajdonsagait jellemzi, mint a rezisztenciaerek vazokonstrikciojat, forditott
aranyossagot mutatott az AHSG szintekkel praeeclampsids betegeinkben. Szadmos
tanulmany bizonyitotta az AHSG gyulladasgatlo szerepét. A fehérje gatolja a periférias
vérben talalhatd limfocitak interleukin-2 termelését, mely egy pro-inflammatorikus
citokin [107]. Emellett a makrofag deaktivaciohoz is AHSG-re, mint opszoninra volt
sziikség in vitro. Egy allatkisérletes modellben az AHSG gatolta a TNF-a szintézisét €s
a gyulladasos reakciot [108]. Tovabba kimutattak, hogy a fehérje elésegiti az
apoptotikus sejtek makrofagok altali fagocitozisat [90]. Terhességben a nekrotikus és
apoptotikus trophoblast sejtek csokkent eltavolitdsa miatt tobb lepényi tormelék
keriilhet az anyai keringésbe, ami a praeeclampsidra jellemzd kifejezett anyai
szisztémas gyulladasos valaszreakcidhoz vezethet.

Masrészt a csokkent AHSG szinteknek lehet eldnyds hatasa is terhességben. A
fehérvérsejtek nem megfelelé TGF-B termelése az angiogenezis zavardhoz ¢&s
kovetkezményes praeeclampsiahoz vezethet [109]. Az AHSG a szolubilis endoglinhoz
hasonloan gatolhatja a TGF-B aktivitast [110]. Az inzulin rezisztencia a praeeclampsia
ismert rizikofaktora [111]. Munkacsoportunk korabbi eredményei szerint az AHSG
inzulin rezisztencidhoz vezethet szovédménymentes terhességben és gestatios
diabetesben [87].

Annak ellenére, hogy tanulmanyunk nagy esetszamot dolgozott fel, értékét
korlatozza eset-kontroll jellege. Annak megitélésére, hogy a csokkend szérum AHSG

koncentraciok megelézik-e a praeeclampsia kialakulasat, és igy segithetnek-e ennek a
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stlyos terhességi szovodménynek az eldrejelzésében, egy prospektiv vizsgélatra lenne
sziikség.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy praeeclampsidban a szérum AHSG szintek
csokkenése figyelheté meg, amely — legaldbbis részben — a korképben megfigyelt
szisztémds gyulladast tiikrozi. A keringd AHSG glikoprotein biologiai szerepének
tisztazasara egészséges terhességben ¢és praeeclampsidban azonban tovabbi

vizsgalatokra van szilikség.

5.2. A periférias vérben talalhaté6 CD4+ CD25magas FoxP3+ és CD4+ CD25-
FoxP3+ regulatoros T sejtek gyakorisaga szovodménymentes terhességben és

praeeclampsiaban

Tanulmanyunkban bemutattuk, hogy a konvencionalis CD4+ CD25magas
FoxP3+, valamint a nem-konvencionalis CD4+ CD25- FoxP3+ Treg alcsoportok
gyakorisdga is magasabb egészséges terhességek esetén, mint nem terhes néknél, de
alacsonyabb praeeclampsidsokban, a nem terhes csoportéval dsszemérhetd szintet érve
el.

Szamos tanulmany vizsgalta a Treg sejtek gyakorisagat egészséges terhesség és
praeeclampsia esetén. Heikkinen és mtsai, valamint Somerset és mtsai a periférias Treg
populacid novekedését figyelték meg egészséges koraterhességben. Eredményeik
szerint ezen populacié gyakorisaga a legmagasabb értéket a masodik trimeszterben érte
el, és folyamatos csokkenést mutatva a posztpartum iddszakra a nem terhesekénél alig
magasabb szintre esett [28, 112].

A praeeclampsidban talalt keringd Treg gyakorisagot illetden az adatok nem
egybevagoak. Paeschke és mtsai [113], valamint Hu és mtsai [114] 6sszemérhetd, mig
Sasaki és mtsai [115], Darmochwal-Kolarz és mtsai [116], Prins és mtsai [35], Steinborn
és mtsai [36] és a mi munkacsoportunk [117] alacsonyabb Treg frekvenciat igazolt
praceclampsias betegek periférids vérében, mint egészséges terhesekében. Mikd és
mtsai szintén alacsonyabb Treg aranyokat taldltak praeeclampsidban egészséges
terhesekhez, valamint nem terhes nékhoz képest is [118]. Tovabba Sasaki és mtsai
igazoltak, hogy a Treg sejtek prevalencidja nemcsak a praeeclampsiasok periférias

vérében, de decidudjaban is alacsonyabb egészséges terhesekkel dsszehasonlitva [115].
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A fent emlitett tanulményok esetén a Treg sejteket egy sejtfelszini aktivacios
marker, a CD25 alapjan (CD4+ CD25magas sejtek), vagy az intracellularis FoxP3
pozitivitds alapjan (CD4+ FoxP3+ vagy CD4+ CD25magas FoxP3+ sejtek)
azonositottak. Miyara és mtsai tovabbi alcsoportokra bontottdk a Treg sejteket ezen és
mas markerek alapjan [32]. Bemutattak, hogy a teljesen differencialt aktivalt CD4+
CD25magas FoxP3magas Treg sejtek valaszkészsége fokozottabb, de proliferaciora
kevésbé képesek, mint a nyugvdé CD4+ CD25magas FoxP3alacsony Treg sejtek.
Eredményeink alapjan nemcsak altaldnossagban a Treg sejtek prevalencidja, hanem
ezen fokozott valaszkészségli alcsoportnak a gyakorisdga is alacsonyabb
praceclampsiaban az egészséges terhesekhez képest, ami hozzajarulhat a természetes és
adaptiv immunrendszer aktivaloddsdhoz. Ezen megfigyelés egybevdg korabban
leirtakkal: a CD4+ CD25+ FoxP3magas+ Treg sejtek szignifikdnsan csokkent aranya
praeeclampsiaban alacsonyabb szuppressziv kapacitassal tarsult [36].

Korébban Nishioka és mtsai elérehaladott korti egerekben FoxP3+ szuppressziv
sejteket azonositottak a CD4+ CD25- T sejtek kozott [119]. In vitro vizsgalatok azt
mutattadk, hogy ezen populacié elhanyagolhatd volt fiatal kontrollokban. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a T sejt-medialt immunvalasz korhoz kotott csokkenése
a CD4+ CD25- T sejt populécio valtozasanak szamldjara irhatd, és nem a szuppressziv
CD4+ CD25+ T sejtek mikodésének fokozodasa felel érte. Tovabba eredményeik
alapjan a FoxP3, nem pedig a CD25 a szuppresziv T sejtek legjobb markere 1d6s6do
egerek esetén [119]. A CD4+ CD25- FoxP3+ T sejtek szabalyozo szerepét emberben is
igazoltak [120]. Ez azért érdekes, mert a két korabbi vizsgalat, mely praceclampsia
esetén az egészséges terhesekével Osszemérhetd Treg aranyokat talalt, a Treg sejtek
azonositasara FoxP3-t nem, csak CD25-0t hasznalt markerként.

Tanulmanyunkban a CD4+ CD25magas FoxP3+ ¢és a CD4+ CD25- FoxP3+
Treg alcsoportok aranya alland6 volt mindharom vizsgalt csoportban, ami azt mutatja,
hogy a konvenciondis és nem-konvencionalis Treg sejtek gyakorisaga parhuzamosan
valtozik, és mindkét alcsoport jelenléte a periférids keringésben egyforman fontos a
megfeleld terhességhez ktott immuntolerancia kialakuldsaban.

Mindent 6sszevetve elmondhatjuk, hogy a FoxP3 expresszidja sokkal fontosabb
tényez6 a Treg sejtek funkcidjat illetden, és a Treg sejtek jobb markere terhességben,

mint a sejtfelszini IL-2 receptor a-lanc, a CD25.

55



DOI: 10.14753/SE.2013.1880

Végkovetkeztetésként kimondhatjuk, hogy adataink szerint nemcsak a
konvencionalis CD4+ CD25magas FoxP3+ Treg sejtek, hanem a nem-konvencionalis
CD4+ CD25- FoxP3+ Treg alcsoport ardnya is csokken praeeclampsidban az
egészséges terhességben mérthez képest. Mivel ezen alcsoportok szintje parhuzamosan
valtozik a periférids vérben, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy nemcsak a
konvenciondlis, de a CD25- nem-konvencionalis Treg alcsoportnak is jelentdsége van a

terhességhez kotott immuntolerancia kialakuldsaban.

5.3.Keringé fikolin-2 és fikolin-3 szintek egészséges terhességben és

praeeclampsiaban

Ebben a tanulmanyunkban meghataroztuk egészséges nem terhes, valamint
egészséges ¢és praececlampsias terhes ndk fikolin-2 és fikolin-3 plazmaszintjét. A
komplement aktivacidé termékeinek, az angiogén faktoroknak, valamint az endothel
aktivacio, az endothel sériilés és trophoblast-tormelékmarkereinek parhuzamos mérése
¢és viszonyuk meghatarozasa a fikolin szintekhez segitheti a keringé fikolinok
szerepének megértését egészséges terhesség és praceclampsia esetén.

A kering6 fikolinok egyik f0 szerepe a komplement rendszer aktivacidja az
effektor MASP-okkal egyiittmiikodve a lektin Gtvonalon keresztiil[63]. Ezzel szemben
tanulmanyunkban a kering6 fikolin szintek nem mutattak Osszefliggést a komplement
nem jatszik lényeges szerepet a szisztémas komplement
aktivaciobanszovédménymentes  terhességben és  praeeclampsiaban.  Helyette,
egészséges terhességben a keringd immunkomplexek és a CRP a klasszikus uton képes
aktivalni a komplement rendszert, és ez még kifejezettebb praececlampsia esetén[121-
123]. Szintén kimutattdk az MBL-medialt lektin Ut aktivacijat normal
terhességben[124]. Praeeclampsias betegekben a keringd MBL koncentracidjat
emelkedettnek talaltak, ésaz MBL genotipusok és a praceclampsia kozotti 6sszefiiggést
is kimutattak [125-127]. Ennek ellentmondo6 adatok is napvilagot lattak azonban [128,
129], és az MBL-MASP2 komplex funkcionalis aktivitasa korabbi eredményeink szerint
nem valtozik praeeclampsiaban [130]. Nemrég a koraterhességben mért emelkedett Bb

komplement aktivacios fragmentum szinteket Osszefiiggésbe hoztak a terhesség
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folyaman késébb kialakuld praeeclampsiaval, ami az alternativ itvonalnak a betegség
patogenezisében betdltott szerepére utal[64, 76].

A komplement aktivacioban betoltott szerepiik mellett a fikolinok direkt
opszoninként hatva medidljdk a mikroorganizmusok, apoptotikus és nekrotikus sejtek
eltavolitasat fagocitdzis utjan[131-135]. A trophoblast apoptosis jellemzé normal
terhességben, de fokozottan van jelen praeeclampsiaban, amikor necrosissal 1is
szOov6dik[136-139]. Kimutattak, hogy a fikolinok a praeeclampsias placentaban az
apoptotikus trophoblast sejtekhez kotddnek[128]. Tovabba a placentabdl trophoblast-
tormeléknek is nevezett apoptotikus, valamint él6 sejtes és szubcellularis — szabad
magzati DNS-t és sFlt-1-et tartalmazo — anyagok szabadulnak fel, és jutnak az anyai
keringésbe  egészséges  terhességben, ¢€és — nagyobb mennyiségben «—
praceclampsiaban[140-144]. Ismerve a keringé fikolin-2 és a szabad magzati DNS,
valamint sFlt-1 szintek kozotti szignifikans forditott aranyossagot, melyet egészséges
terhesekben ¢és praeeclampsidsokban is megfigyeltiink, kézenfekvonek tlinik
feltételezni, hogy a fikolin-2-nek szerepe lehet a trophoblastbol szarmazé anyagoknak
az anyai keringésbdl torténd kozvetlen eltavolitdsdban. Praeeclampsiaban a keringd
fikolin-2 csokkent szintje (fokozott felhasznalas vagy els6dleges hiany miatt)
kovetkeztében elmaradhat az apoptotikus és nekrotikus lepényi anyagoknak az anyai
keringésbdl torténd eltavolitisa, ami szerepet jatszhat a betegség anyai tlineteinek
kialakulasaban. Bar a plazma fikolin-3 szintje is alacsonyabb volt praeeclampsiasoknal,
a keringé fikolin-3 szintje nem mutatott Osszefiiggést a szabad magzati DNS, illetve
sFlt-1 szintekkel a vizsgalt terhes csoportokban. Ezt az eltérést magyarazhatja a fikolin-
2 ¢s fikolin-3 ligandspecificitasaban észlelt kiilonbség, tudniillik a fikolin-2 képes
felismerni a DNS-t[134]. Lehetséges, hogy a praceclampsiaban talalt alacsony fikolin-3
koncentraci6 egyszerlien az  apoptotikus placentaban valé  szekvesztracio
kovetkezménye[128].

Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a keringd angiogén faktorok és
antagonistaik kozotti egyensuly felborulasanak alapvetd szerepe van a praeeclampsia
patogenezisében[41, 145]. Korabbi tanulmanyunkban igazoltuk, hogy praceclampsiaban
az emelkedett szérum sFlt-1 és csokkent PIGF szintek Osszefliggést mutatnak az
emelkedett vérnyomassal, vese ¢és endothelidlis diszfunkcioval, trophoblast

degradacioval, valamint a terhesség rovidebb id6tartamaval, a méhenbeliili ndvekedési
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retardacioval, tovabba a korkép stlyossagaval és koraibb terhességi korban torténd
kialakulasaval [146]. Jelen tanulmanyunkban a plazma fikolin-2 szintek szignifikans
forditott ardnyossagot mutattak a vese- €s majfunkcios értékekkel, valamint az endothel
aktivacio és sériilés markereivel praceclampsiasok esetén. Azonban a szérum sFIt-1
szintekretorténd illesztés utan ezek az Osszefiiggések mar nem alltak fenn, kivéve a
szérum kreatinin koncentraciot. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a keringé fikolin-
2 konszumpcio vagy elsédleges hiany (pl. genetikai ok) miatti csokkent szintje indirekt
uton, a placentabol szarmazo, sFlt-1-et tartalmazo anyagoknak az anyai keringésbdl
vald csokkent eltdvolitdsa utjan hozzdjarulhata generalizalt endothelialis diszfunkcid,
ezaltal a korkép anyai tiinetegyiittesének a kialakulasahoz.Mindazonaltal, a fikolin-2
szinteknek a kreatinin koncentracidoval praeeclampsiaban észlelt fiiggetlen forditott
linearis kapcsolata utalhat a fikolin-2-nek a vesekarosodasban betoltott kdzvetlen
szerepére. Erdekes, hogy Osszefiiggés mutatkozott IgA nefropatiaban a helyi lektin ut
aktivacigjaval jar6 glomerularis fikolin-2 lerakodasok és a vesebetegség sulyossaga
kozott [147].

Eredményeink szerint azon terheseknél, akiknél alacsonyabb keringé fikolin-2
vagy fikolin-3 szintek mérhetdk, fokozott a praceclampsia kialakuldsanak kockazata.
Korabban is kimutattak kapcsolatot csokkent fikolin-2 és fikolin-3 szintek és bizonyos
betegségek, ugymint gyermekkori kombinalt allergias és fert6z6é l1éguti betegség [148,
149], bronchiectasia[150], korasziilottség, alacsony sziiletési suly és perinatalis
infekciok[151], szarkoidozis[152], rakos gyermekek esetén lazra és neutropeniara valo
fokozott fogékonysag [153], valamint ujszilottkori szepszis[154] kozott. Tovabba
kutatocsoportunk nemrég mutatta Ki, hogy a korai kdvetés soran vett szérum mintakban
talalt alacsonyabb fikolin-3 szintek az akut ischaemids stroke sulyossagaval és
kedvezotlen kimenetelével mutatnak Osszefliggést[155]. Bizonyos genetikai variaciok
hatassal vannak a kering6 fikolinok mennyiségére és ligand-koto képességére[149, 156,
157], ésosszefliggést mutatnak szamos korképpel, tigymint a reumas laz és kronikus
reumatikus szivbetegség[158], majtranszplantacio utan kialakuld bakterialis és CMV
fertézések [159], valamint immunhiany[160]. Mivel a praeeclampsia multifaktorialis
betegség, melynek genetikai hattere is van, a fikolin génpolimorfizmusok és a
praceclampsia kockazata kozotti Osszefiiggés felderitése még tovabbi kutatasokat tesz

sziikségessé.
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Tanulméanyunkban a praeeclampsias betegcsoporton beliil a mért fikolin-2 és
fikolin-3 szinteket a betegség sulyossaga, kialakulasanak kezdete és a méhenbeliili
novekedési retardacio jelenléte nem befolyésolta, amit magyarazhatunk a praceclampsia
komplex patogenezisével. Szamos genetikai és kornyezeti tényez6 egyiitthatisa
sziikséges ezen terhességhez kotott betegség teljes klinikai képének a kialakulasahoz.
Korabban bemutattunk szamos genetikai és szolubilis faktort, mely Osszefliggésbe
hozhaté a praeeclampsia sulyossagaval és szovodményeivel, beleértve a HELLP-
szindromat és a méhenbeliili névekedési retardaciot is[161-164]. Az is lehetséges
azonban, hogy a tanulmanyunk viszonylagalacsony esetszama miatt az alcsoportok
vizsgalata soran nem minden Osszefiiggésre sikeriilt fényt deriteni. Bar a praceclampsia
elsddlegesen a primipardkat érinté betegség, multipardkndl is kialakulhat, f6leg
elérehaladott életkor és tulsuly esetén, mint esetiinkben is lathaté volt.

Osszefoglalva, a keringd fikolin-2 szintek csokkennek a terhesség harmadik
trimeszterében. Tovabbi plazma fikolin-2 koncentracié csokkenés figyelhetd meg
praceclampsiaban, ami a hipoxias és oxidativ stressznek kitett placentabol az anyai
keringésbe keriild trophoblast-eredetli tormelék csokkent eltavolitasan keresztiil

hozzéjarulhat a korkép anyai tlinetegytittesének a kialakuldsahoz.
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6. Kovetkeztetések

1. Praeeclampsidban a szérum AHSG koncentraciok csokkennek ¢és forditott
Osszefiiggést mutatnak a szisztolés vérnyomassal és a szérum CRP szintekkel. A
praceclampsiaban észlelt csokkent AHSG szintekért az akut fazis reakcidval jard

szisztémas anyai gyulladdsos valasz lehet felelds.

2. Adataink szerint nemcsak a konvencionalis CD4+ CD25magas FoxP3+ Treg

sejtek, hanem a nem-konvencionalis CD4+ CD25- FoxP3+ Treg alcsoport aranya is
csOkken praeeclampsidban az egészséges terhességben mérthez képest, ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy mindkét Treg alcsoportnak jelent6sége van a terhességhez
kotott immuntolerancia kialakuldsdban. Eredményeink alapjan a FoxP3 expresszidja

crer

terhességben, mint a CD25.

3.Egészséges terhesség harmadik trimeszterében a kering6 fikolin-2 koncentraciod

csokkenése figyelhetd6 meg. Praceclampsiaban a fikolin-2 szintek tovabbi csokkenése
tapasztalhaté, ami hozzajarulhata korkép anyai tiinetegylittesének a kialakulasdhoz,
mivel a hipoxias és oxidativ stressz altal karosodott praceclampsias placentabol az anyai

keringésbe kertil6 trophoblast-eredetli anyagok lebontasanak hatasfoka csékken.
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7. Osszefoglalas

A praeeclampsia, melyet a terhesség masodik felében kialakuld
magasvérnyomds ¢és proteinuria jellemez, a terhesség stlyos szovodménye. A
praceclampsiara jellemzdé fokozott anyai szisztémas gyulladdsos valaszreakcié az
immunrendszer adaptiv €s természetes aganak aktivalodasaval, protedzok és pro-
inflammatorikus citokinek termelésével, az endothelsejtek, trombocitak, az alvadasi és
komplement rendszer aktivaloddséval, valamint akut fazis reakcioval jar.
Tanulmanyunkban meghataroztuk egészséges terhes ndk, valamint praeeclampsids
betegek keringésében egy negativ (AHSG) és egy pozitiv (CRP) akut fazis fehérje,
illetve egészséges nem terhes és terhes nok, valamint praceclampsias betegek
keringésében a komplement aktivacioban és az opszonin-medidlt fagocitozisban
résztvevo fikolinok, valamint ezzel parhuzamosan a komplement aktivécié termékeinek,
angiogén faktoroknak, valamint az endothel aktivacié, az endothel sériilés és
reakcié szabalyozasaban résztvevo regulatoros T-sejt alcsoportok (CD4+ CD25magas
FoxP3+ ¢s CD4+ CD25- FoxP3+) gyakorisagat a fenti betegcsoportokban. A negativ
akut fazis fehérje, az AHSG szérumkoncentracioi szignifikansan alacsonyabbak, mig a
pozitiv akut fazis fehérje, a CRP szérumszintjei szignifikdnsan magasabbak voltak
praceclampsias betegek esetén, mint egészséges terheseknél. Adataink szerint nemcsak
a konvencionalis CD4+ CD25magas FoxP3+ Treg sejtek, hanem a nem-konvencionalis
CD4+ CD25- FoxP3+ Treg alcsoport aranya is csokken praeeclampsidban az
egészséges terhességben mérthez képest. Mivel ezen alcsoportok szintje parhuzamosan
valtozik a periférids vérben, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy mindkét alcsoportnak
jelentdsége van a  terhességhez  koOtott  immuntolerancia  kialakulasaban.
Praeeclampsidban a plazma fikolin-2 koncentracioja csokkenést mutatott, ami a
hipoxias ¢és oxidativ stressznek kitett placentabol az anyai keringésbe keriild
trophoblast-eredetii tormelék csokkent eltavolitasan keresztiil hozzajarulhat a korkép

anyai tlinetegylittesének a kialakuldsihoz.
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8. Summary

Preeclampsia, characterized by hypertension and proteinuria developing after
midgestation, is a severe complication of human pregnancy.Increasing evidence
suggests that an excessive maternal systemic inflammatory response with activation of
both the innate and adaptive arms of the immune system,production of proteases and
proinflammatory cytokines,activation of endothelial cells, platelets, the coagulation and
complement system and an acute phase response is involved in the pathogenesis of the
disease.In our study we determined serum concentrations of a negative acute phase
protein (AHSG) and a positive acute phase protein (CRP) in preeclamptic and healthy
pregnant women, measured circulating levels of ficolin molecules involved in
complement activation and opsonin mediated phagocytosis, as well as complement
activation products, angiogenic factors and markers of endothelial activation,
endothelial injury and trophoblast debris in healthy non-pregnant and pregnant women
and preeclamptic patients. We also aimed to determine the peripheral frequency of the
non-conventional CD4+ CD25- FoxP3+ Treg and conventional CD4+ CD25high
FoxP3+ Treg subsets in the three patient groups.We found that serum AHSG
concentrations were decreased and serum CRP levels were increased in preeclampsia.
The frequency of conventional CD4+ CD25high FoxP3+ Tregs, but also that of the non-
conventional CD4+ CD25- FoxP3+ Treg subset was found lower in preeclampsia than
in normal pregnancy. As these Treg subsets altered simultaneously in the peripheral
blood, we conclude that not only conventional Tregs, but also the CD25- non-
conventional Treg subset is of importance in the development of pregnancy-specific
immune tolerance. Circulating levels of ficolin-2were decreased in preeclampsia, which
might contribute to the development of the maternal syndrome of the disease through
impaired removal of the trophoblast-derived material released into the maternal

circulation by the hypoxic and oxidatively stressed preeclamptic placenta.
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11. Koszonetnyilvanitas

Szeretném koszonetemet kifejezni  Rigd Janos professzor urnak, aki
tamogatasaval és  segitségével mindvégig  Dbiztositotta  kutatdsi munkdm
eredményességét.

Haélaval és koszonettel tartozom Dr. Molvarec Attila egyetemi adjunktus urnak,
témavezetOmnek, aki a kezdetektdl az utolso 1épésekig szakértelemmel €s gondossaggal
kisérte végig és segitette munkamat.

Koszonetet mondok Szijartd Janosnak, Toldi Gergelynek, Prohdszka Zoltannak,
Nagy Balintnak, Lazar Leventének, Makd Veronikanak, Cervenak Laszlonak, Walentin
Szilvidnak ¢és Szigeti Antalnénak a laboratoriumi meghatarozasokban nyujtott
segitségiikeért.

Koszonettel tartozom kollégaimnak, a Semmelweis Egyetem 1. sz. Sziilészeti és
Nogyogyaszati Klinika munkatarsainak, akik tdmogatasukkal lehetévé tették
tudomanyos munkam végzését.

Végiil, de nem utolsé sorban koszondm csalddom tiirelmét, és a munkdhoz

sziikséges nyugodt hattér biztositasat.
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