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|. Bevezetés

A natriureticus peptidcsaladot tobb szerkezetileg hasonldé molekula alkotja. Ezek kozé
tartozik a B (brain) tipust natriureticus peptid (BNP). A BNP a szervezet folyadéktereinek
homeosztazisdnak fenntartdsaban, illetve a vérnyomads szabdlyozéasban is jelentds szerepet
jatszik. Hatasara az erek simaizomzata ellazul, ezaltal tonusuk csokken. A renin-angiotenzin-
aldoszteron rendszer gatlasa, a simaizom ¢és szivizomsejtek osztodasa elleni mikodés,
valamint centralisan a szomjusagérzet és soétvagy csokkentése, a presszor kozpont gatlasa és
az ACTH illetve a vazopresszin termelésének blokkolasa egyarant a hormon élettani hatasai
kozé tartoznak. Az érrendszerrel kapcsolatos tulajdonsagokkal parhuzamosan a hipovolémiat
fokozza a BNP vesében kifejtédd diureticus és natriureticus hatasa.

A 32 aminosavbol all6 molekulat féleg a balkamra szivizomsejtjei termelik nagy
molekulastlyt polipeptid prekurzorokbodl, intracellularis atalakuldsok révén. A BNP
termel6désének és iritésének hatasos kivaltd stimulusa a sziviiregek fesziilése. A hormon
hosszan tart6 stimulaciot igényel. A BNP génje -natriureticus peptid precursor B gén (NPPB)-
az 1. kromoszoéman helyezkedik el és harom exont tartalmaz. A natriureticus peptid precursor
kotodési helyet, illetve pajzsmirigyhormonokra-, érfesziilésre reaktiv, valamint aktivalt T sejt
nukledris faktorkotd tertileteket irtak le. Az NPPB génben szamos varianst, ,,single nucleotid”
polimorfizmust irtak le, melyekben az emelkedett natriureticus peptid szint alacsonyabb
szisztolés és diasztolés vérnyomasértékekkel tarsult. A natriureticus peptid precursor B gén 5’
mikroszatellitinak a polimorfizmusa dsszefiiggésben all ndk korében az esszencialis magas
vérnyomassal.

A praeeclampsia napjainkban is a terhesség alatt kialakul6 egyik legsulyosabb korkép,
melynek eléfordulasi aranya 5-7%. A praeeclampsia, mint tobbszervi betegség, a
placentaciora adott koros vaszkularis reakcid kovetkeztében 1étrejové szadmos anyai €s
magzati tlinetként jelentkezik. A szisztémas érellenallas novekedése, a véralvadasi rendszer
aktivacidja, a trombocita aggregacio fokozodasa és az endotél sejtek miikodési zavara részei a
korképnek. Az utdbbi évtizedek soran a praeeclampsia incidencidja nem csokkent, a
pathomechanizmus nem teljesen vilagos a témaban indult szdmos vizsgalat €és kutatas
ellenére. A szdmos korélettani folyamat részleteinek megértése tudomanyos kihivast jelent. A
korkép megjelenésének ideje alapjan megkiilonboztethetd a 34. terhességi hét betoltése elotti
»korai kezdeti” (early onset) és az ezutdn kialakuld ,késéi kezdetl” (late onset)
praeeclampsia. A két korkép szovédmeényprofilja eltérést mutat. A tiinetek alapjan a betegség
stilyossaga alapjan is megkiilonboztetiink enyhe-kozépstlyos és sulyos format. A magzatokat
leggyakrabban veszélyeztetd szovOdmények a sulyos praeeclampsidban 60%-os aranyt
meghaladd korasziilés és a 15% feletti méhen beliili retardacio, melynek hatterében az
uteroplacentaris keringés besziikiilése, a méhen beliili hipoxiat, kronikus magzati distresszt és
végzetes esetben intrauterin magzati elhalast okozé nutritiv és oxidativ zavar all.
praeeclampsiaban  betoltott szerepét, illetve a génpolimorfizmusnak ¢és a BNP
plazmaszintjének a kapcsolatat tudomasunk szerint eldttiink mas még nem vizsgalta



Il. Célkitiizések

talalhato  TTTC tandem polimorfizmus meghatarozasara alkalmazhaté j modszer -
fluoreszcens PCR ¢s DNS fragmens analizis - kifejlesztése.

c sy

tandem polimorfizmus eloszlasat terveztiik megallapitani egészséges és sulyos praeeclampsias
terhesek kozott.

3. A B tipusu natriureticus peptid plazmaszintjének meghatarozasara hasznalt -agy
mellett végezhetd, szendvics fluoreszcens immunoassay elvii - modszer, sziilészeti Klinikai
gyakorlatba valo alkalmazhatosagat vizsgaltam.

A kovetkezo kérdésekre kerestem valaszt:
4. Magasabb-e a B tipusi natriureticus peptid plazma koncentracidja sulyos
praceclampsias terhesek esetében az egészségesekhez képest?

crer

polimorfizmus és a B tipust natriureticus peptid plazmaszintjei kozott megfigyelhetok-e
Osszefliggések?

6. Korai és késoi kezdetli stlyos praeeclampsids terhesek korében kiilonbozik-e a

eloszlasa?

7. Van-e kiilonbség a B tipust natriureticus peptid plazmaszintjeiben korai és kés6i
kezdetli sulyos praceclampsias terhesek korében?

crcr

polimorfizmus eloszlasa eltér-e az intrauterin magzati retardacioval szovodott sulyos
praeeclampsids terheseknél az eutrof magzatok sziileihez képest?

9. Magasabb-e a B tipusu natriureticus peptid plazmaszintje az intrauterin magzati
retardacioval szovodott stlyos praeeclampsias terhesek korében?

10. Kimutathato-e 0Osszefiiggés praeeclampsias betegek esetében a B tipusa
natriureticus peptid plazmaszintjei illetve a praeeclampsia klinikai tiinetei és a betegséget
jellemzd laboreltérések kozott?

11. Meghatarozhato-e vagépont (cut-off point) a B tipusu natriureticus peptid
plazmaszintjében a stilyos praceclampias betegeknél?



I11. Beteganyag és modszerek
1. A tanulmany résztvevoi

A Semmelweis Egyetem I. Szamt Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikdjan 235
egészséges terhest és 220 praeeclampsias pacienst vizsgaltunk. A vizsgalatainkba bevont
terhesek 2006. junius 30. és 2010. december 31. kozott sziiltek Klinikdnkon. A kovetkezd
csoportokat hataroztam meg:

1. Praceclampsiédsok, ezen beliil korai ¢és kés6i kezdetli praceclampsids terhesek.

2. Kontroll varandos nok.

A Klinikdnk Viarandésambulancidjan jelentkezd egészséges varanddsok kozott az
onként jelentkezd szingularis terhesektdl vettiink vért. Részletes anamnézis felvétel tortént
elézményben szereplé kronikus magas vérnyomads, praeeclampsia, vesebetegség, illetve
cukorbetegség iranyaban. Amennyiben a terhesség soran magas vérnyomads jelentkezett a
pacienst kizartuk a kontrollcsoportbdl. A sulyos praceclampsids terhes néknél a 20. hét utan
jelentkez6 legmagasabb vérnyomasérték meghaladta a 160/110 Hgmm értéket két egymastol
eltéré idépontban mérve (4 6ra-1 hét kiilonbséggel). A vizelet fehérjetartalma 5000 mg/24 o6ra
feletti volt. A vérmintakat a praceclampsia diagnoézisanak felallitasakor, a gyogyszeres
kezelés, illetve transzfizid6 megkezdése eldtt vettiik. A praeeclampsids terhesek egyéb
korképekben (pl. gestatios diabetes, asthma bronchiale stb.) nem szenvedtek, illetve ezeknek
megfeleld gyogyszeres kezelésben nem részesiiltek. Korai kezdetli praeseclampsias paciensek
esetében a kialakult sulyos praceclampsia tiinetei a terhesség 20. és 34. hete kozott kezdddtek,
mig a késoi kezdetli praececlampsids terheseknél a korkép a 34. terhességi hét betdltése utan
fejlodott ki.

Az intrauterin magzati novekedési retardacio (IUGR) megallapitasanal a Koézponti
Statisztikai Hivatal altal készitett sziiletéskori testtomeg és testhossz standardok tablazatot
hasznaltuk. Méhen beliili magzati novekedési retardacioval érintetteknek az adott terhességi
hétre jellemz6, nemre egyeztetett 10 percentilis alatti sullyal vilagra jott Gjsziilotteket
(IUGR10 percentilis) tekintettiik. A stlyos magzati novekedési retardacid diagnozisat az adott
terhességi hétre jellemz6, nemre egyeztett 3 percentilis alatti stllyal vilagra jott ujsziilotteknél
(IUGR3 percentilis) allitottuk fel.

2. A natriureticus peptid prekurzor B gén (TTTC), polimorfizmusanak
vizsgalata

A vizsgalt személyektol etiléndiamin-tetraecetsavat (EDTA) tartalmazé kémcsobe 3
milliliter periférias vért vettink. A praeeclampsias pacienseknél a vérmintakat a
praeeclampsia diagnozisanak felallitasakor, a gyogyszeres kezelés megkezdése elott vettiik le,
a kontrollcsoport tagjainal a vérvétel egy harmadik trimeszteri rutin laborvizsgalat kapcsan
tortént. A mintakat tiz percig 3000 fordulatszammal centrifugaltam le és a felhasznalasig -80
C°-on lefagyasztottam. A DNS mintak izolalasara High Pure PCR Template Isolation kitet
(Roche, Mannheim, Németorszag) hasznaltam a gyartd utmutatasa szerint. A fehérvérsejtek
genomialis DNS-ét 0,2 ml mintabol vontam Ki.

Az izolalas soran 1,5ml Eppendorf csébe mértem 40ul Proteinase K enzimet 200ul
Binding Puffert (6M guaninidine-HCI, 10mM urea, 10mM Tris-HCI, 20% Triton X-100 (v/v),
pH 4,4 (25°C)), majd az elegyhez hozzaadtam 200ul vérmintat. Osszekeverés utan 70 °C-on
10 percig inkubaltam. Ezutan az elegyhez mértem 100ul isopropanolt. Az 6sszekeverést
kovetden szilika oszlopra mértem a mintat, majd egy percig 8000 fordulatszammal
centrifugaltam le. Az oszlop megkoti a DNS molekulakat. A PCR-t gatlé anyagokat a kit
mosoéfolyadékaival tavolitottam el, ezért az oszlopot 500ul Inhibitor Removal Pufferrel (SM
guanidine-HCI, 20mM Tris-HCI, pH 6,6 (25 °C) mostam 4t (centrifugalas 1 perc, 8000
fordulatszam). Ezt kovetéen 500ul Wash Pufferrel (20mM NaCl, 2mM Tris-HCI, pH 7,5 (25
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°C) mostam 4t az oszlopot (centrifugalas 1 perc, 8000 fordulatszam). A mosasi szakaszt még
egyszer megismételtem, majd a centrifugalas végén teljes sebességgel még tovabbi 10
masodpercig centrifugaltam az oszlopot a maradék mosofolyadék eltavolitasara. A tisztitas
végeztével 200ul 70 °C-os Elution Pufferrel (10mM Tris-HCI, pH 8,5 (25 °C) oldottam le az
oszloprol a tiszta DNS-t. A tisztitott mintat steril 1,5ml-es Eppendorf csében taroltam a
vizsgalatig -80 °C-on.

Az izolalt DNS mintakbol az ¢ célbol szintetizalt forward (5’-6-FAM-AAG GAG
GCA CTG GGA GAG AGG GGA ATT-3’) és reverse (5°-AAT TAG CTG GGC ATG GTG
GCA GGCG-3’) oligonukleotid primerek segitségével, fluoreszcens PCR és DNS fragmens
analizis médszerrel meghataroztam a TTTC szekvencia ismétlodd egységeinek a szdmat. A
PCR csébe 10 pl Qiagen Multiplex PCR mix (Qiagen, Hilden, Germany) ¢és 0,3 -0,3 uM
primerek, valamint 1 ul minta keriilt osszemérésre, 20 ul végtérfogatba. A polimeraz
lancreakcid futtatasi paraméterei a kovetkezd voltak: A kezdeti 10 percig tartd 95 °C-on
végzett denaturacié utan a polimeraz lancreakciot 32 ciklusban soran a kovetkez6 PCR
kornyezetben végeztiik: 30 masodpercig 95 °C-on (denaturalas), 30 masodpercig 60 °C-on
(primer kitapadéds-annel4dcio) ¢és 1jabb 30 masodpercig 72 °C-os hdémérsékleten
(Ianchosszabbitas-extenzid). A végsd extenzio 72 °C-on 10 percig zajlott. A PCR reakciot
ABI 9700 PCR késziilékkel végeztem (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

A célzott DNS szakasz sokszorozasat kovetden, a PCR termék 4pl-éhez 19 pnl
formamidot és 0,5 pl of GeneScan 500-ROX Size Standard festéket (PE Applied Biosystems,
Foster City, California, USA) adtam. A keveréket 95 °C-os homérsékleten denaturaltuk 5
percig és ujabb 5 percig 4 °C-on hiitéttem. A kapillaris elektroforézist POP7 gél
alkalmazéasaval ABI 3130 Genetic Analyzer gépen végeztem (PE Applied Biosystems). A
fluoreszcens festékkel jelolt DNS minta a kapillarisban 1évé gélben vandorol, méret szerint
elvalasztodik, a kisebbek elobb haladnak el a detektor el6tt, a nagyobbak késébb. Az
eredményeket a Genemapper Analysis szoftver (PE Applied Biosystems) analizalta. A
kapillaris elektroforézis rendszer lehetové teszi, hogy 1 bazispar pontossaggal meghatarozzuk
a keletkezett PCR termék méretét.

3. A B tipusi natriureticus peptid plazmaszintjének meghatarozasa

A TTTC szekvencidk meghatdrozasadval parhuzamosan a fenti csoportokbol 50
egeszseges terhes €s a 220 sulyos praeeclampsids paciens vérében meghataroztam a plazma
BNP szintet. A praeeclampsids pacienseknél a vérmintdkat a praeeclampsia diagndzisdnak
felallitasakor, a gyogyszeres kezelés megkezdése eldtt - a DNS polimorfizmus vizsgalat
mintaival egyiddben, de attol fliggetlen kémcsdben - vettiik. A levett mintdkat EDTA tartalmu
kémcs6be gytijtdttem majd tiz percig 3000 fordulatszammal centrifugaltam le és -80 C°-on
lefagyasztottam. A B tipusi natriureticus peptid plazmaszintjének meghatarozadsdhoz a
vizsgalat el6tt az EDTA tartalma plazma mintakat el6szor felolvasztottam 21 + 3°C-0S vizes
fiirddben 30 - 60 percen keresztiil. A reagensbetétbe torténd betoltés eldtt a csében 1évo
mintdkat évatosan koriilbeliil harom masodpercen keresztiil megforgattuk.

Ezutan 250 pl plazmabdl immunfluoreszcens modszerrel (Triage BNB test, Biosite
Diagnostics Incorporated, San Diego, California, USA) meghataroztam a B tipust
natriureticus peptid plazmaszintjét. A Triage BNP teszt egy szendvics fluoreszcens
immunoassay. A rendszer egy tobbfunkcidos mérbeszkozbol - ez a Triage Meter, és egy
egyszerhasznalatos, eldobandé milianyag reagensbetétbdl all. A modszer EDTA -antikoagulalt
vérplazma mintdkban rekombindns egér antitestek felhasznalasaval egyszerre alkalmazza a
standard immunoassay technikdt a BNP célfehérje kvalitativ és kvantitativ kimutatasara. A
reagensbetét két kiilonb6z6 BNP specifikus monoklonalis antitestet tartalmaz. Az egyik
antitest a reagensbetét szilard belsé felszinén rogzitett (capture zone), mig a masik antitest
oldott allapotban fluoreszcens nanorészecskékhez konjugalt (detection). A vérplazmat pipetta
felhasznaldsdval, a reagensbetét megadott mintafelvevd helyébe (port) cseppentjiik. A
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vérplazma a reagensbetét preformalt diagnosztikus utvonaldn, kapillaris elv alapjan folyik
végig ¢és feloldja a fluoreszcens nanorészecskéket. A mintaban taldlhato BNP hozzékotédik a
nanopartikulumokhoz kotédd antitestekhez és multivalens komplexet hoznak 1étre. Ezek a
komplexek az immobilizalt antitestek altal elfogasra keriilnek, az ugynevezett elfogasi
zondban (capture zone). A reagensbetétet a plazma betdltése utdn a mérdeszkdzbe (Triage
pg/ml tartomanyban torténik. Az eredmény a méréeszkéz monitoran koriilbeliil 15-20 perc
mulva jelenik meg és kinyomtatdsra keriil. A kalibraciohoz sziikséges informacidkat egy
BNP-re specifikus EPROM chip (az ugynevezett code chip module) kozvetiti a
mérdeszkdznek.

A mérési tartomanyon kiviil es6 értékeket a legkdzelebbi hozzatartozo hatarértékként
jeleniti meg a monitoron. Példaul barmely < 5 pg/ml érték 5 pg/ml-ként és barmely > 5000
pg/ml értek 5000 pg/ml értékként keriil feltiintetésre. A Triage Meter automata modon
befejeztével. A gyari adatok alapjan a teszt 8,8-11.6% intra-assay és 9,9-12,2% inter-assay
pontossaggal rendelkezik 71,3 és 4087,9 pg/ml értékek kozott.

4. Biokémiai markerek

A TTTC polimorfizmus és a BNP plazmaszintek meghatarozasaval parhuzamosan a
fenti csoportokbol 40 egészséges terhes és 20 korai kezdetii-, illetve 20 késdi kezdetii stulyos
praeeclampsids paciens vérében meghatiroztam a vérkép elemeit (fehérvérsejt- ¢és
vérlemezkeszamot, illetve a hemoglobin és hematokrit értékeket), szérum elektrolitszinteket
(Na*, K¥, CI") valamint a vesék miikodését jellemz6é paramétereket (karbamid, kreatinin,
hugysav és 0Osszfehérje szinteket). A praceclampsids pacienseknél a vérmintdkat a
praeeclampsia diagndzisanak felallitdsakor, a gyogyszeres kezelés megkezdése eldtt - a DNS
polimorfizmus vizsgalat és a BNP plazmaszint meghatarozasanak mintaival egyidében, de
attol fiiggetlen kémcsdében - vettiik. A levett mintdkat EDTA tartalmi kémcsdébe gyiijtottem
majd tiz percig 3000 fordulatszammal centrifugaltam le és a felhasznalasig -80 C°-on
lefagyasztottam. A praaeclampsias betegek felvétele kapcsan 24 oran keresztiil tartd
vizeletgylijtést végeztiink és a mintakbol a vizeletben iiritett fehérjemennyiségét hataroztuk
meg. A standard laboratoriumi paraméterek meghatarozasa a Semmelweis Egyetem Kozponti
Laboratoriumaban autoanalizatorok segitségével tortént. A vérképet Advia 120 Hematology
System (Advia Centaur BNP, Siemens Healthcare Diagnostics, TarryTown, NY 10591-5097,
USA) késziilékkel vizsgaltak. A karbamid, hugysav, szérum elektrolit és 6sszfehérje, valamint
(Beckman Coulter, Inc. Diagnostics Division Headquarters 250 South Kraemer Boulevard
Brea, CA 92821-6232, USA) késziiléket hasznaltak. A Kkreatinin mérés nem-enzimatikus,
kinetikus Jaffe modszerrel tortént.

5. Statisztikai modszerek

A folyamatos valtozok az atlagérték + standard deviacid (SD), vagy a median érték
(interkvartilis tartomdny, IQR) feltiintetésével jellemeztem sziikség szerint. A statisztikai
szamitasok elvégzésére a STATISTICA szoftver csomagot hasznaltam (version 8; StatSoft,
Inc., Tulsa, Oklahoma, USA). A normalis eloszlas meghatarozasara a Shapiro-Wilks tesztet
végeztem. Tekintettel, arra, hogy a folyamatos valtozok nem a normalis eloszlast mutattak
ezért nem paraméteres (non-parametric) statisztikai modszereket alkalmaztam. A kiilonb6z6
folyamatos valtozok Osszefliggéseire €s a betegcsoportok adatainak 6sszehasonlitdsara Mann-
Whitney U probat, Fischer exact tesztet és Pearson Chi négyzet (XZ) tesztet végeztem, ahol
p<0,05 értéket tekintettem szignifikdnsnak. A kategorikus elemek Osszehasonlitasara, igy az
allélek és genotipusok gyakorisaganak vizsgalatara Pearson Chi négyzet (XZ) tesztet végeztem.
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A BNP plazmaszintek Osszehasonlitaisaira Mann-Whitney U probat, ketténél tobb csoport
Osszevetése esetén Kruskal-Wallis tesztet hasznaltam. A lehetséges egylitthatd valtozok,
zavard tényezOk adjusztalasa céljabol tobbvaltozos logisztikus regressziot végeztem. A BNP
plazma szintek ¢és a betegek klinikai tiineteinek, illetve laboratoriumi paramétereinek
Osszefliggését vizsgalva Spearman féle rangkorrelacios egyiitthatokat szamoltam. Sulyos
praceclamspias betegeknél a B tipust natriureticus peptid plazmaszintjének vagopont (cut-off
point) meghatarozasara ROC (Receiver Operating Characteristic) gorbe analizist végeztem.



V. Eredmények

s rer

polimorfizmus eloszlasanak vizsgalata egészséges és sulyos praeeclampsias terhesek
kozott

A kapillaris elektroforézis rendszer segitségével meghataroztuk az NPPB gén (TTTC),
mikroszatellita polimorfizmusanak allél eloszlasat a kontroll és a praeeclampsids
csoportokban. A tetranukleotid ismétlddések szama szerint Gsszesen 12 féle allélt talaltunk a 8
¢és 20 ismétlodés kozti tartomanyban. A leggyakoribb allélek mindkét csoportban a 11 és a 16
ismétlddést mutatoak voltak mindkét vizsgalati csoportban. Az egészségesek kozott mind a 12
féle allél kimutathaté volt, a praceclampsiasok kozott csak 10 félét talaltunk. Ebben a
csoportban a 8-os és 20-os ismétlodési allél nem fordult el6.

Az allélek eloszlasa szignifikdnsan kiilonbozik a vizsgalt csoportokban (p=0,0002). A
11-es ismétlodés allél el6fordulasa alacsonyabb az egészséges kontrollcsoportnal (47,87%) a
praeeclampsiasokéhoz képest (60,23%) (p=0,0002). Ezzel ellentétben a 10-es ismétlédésii
allél frekvencidja az egészséges kontroll csoportban magasabb a praceclampsiasokhoz képest
(4,26%, illetve 0,68%) (p=0,0005). Hasonl6 a 12-es ismétlddésii allél gyakorisaga a kontroll
csoportban a praeeclampsidsokhoz képest (8,94%, illetve 4,55%) (p=0,0118). A 16-0s
ismétlodést allél frekvencidja 24,26% volt az egészséges varandosok és 25% a sulyos
praeeclampsias betegek kozott (p>0,05).

A varandodsokat vizsgalva 0sszesen 35 féle genotipust irtunk le. Stlyos praceclampsids
betegekben mindossze 20 féle, mig a kontrollcsoport varandosainal 32 féle genotipus fordult
elé. A leggyakoribb genotipusok mindkét vizsgélati csoportban a 11 homozigotak és a 11:16
genotipusuak voltak. Az egészségesek kozott a harmadik leggyakoribb genotipus 16
homozigoétake, mig a stlyos praeeclampsiasok kozott a 11:12 genotipussal rendelkezoké volt.

A genotipusok eloszlasa szignifikans eltérést mutatott (p=0,027). A 10-es ismétlddést
hordoz6 genotipusuak szignifikdnsan kevesebben voltak a stlyos praeeclampsidsok kozott, a
kontroll csoporthoz képest (p=0,032). A demografiai valtozok (terhesség elétti BMI, anyai
¢letkor, primiparitds, dohdnyzas) adjusztalasa utan, a szamitott esélyhanyados 0,19 (95% CI:
0,04-0,87) volt. Hasonloképpen a 12-es ismétlédést hordozd genotipustiak szintén
szignifikdnsan kevesebben voltak a praeeclampsiasok kozott, az egészséges terhesekhez
képest (p=0,037). Az adjusztalt esélyhanyados ebben az esetben 0,53 (95% CI: 0,29-0,96). A
11-es 1smétlédést hordozo genotipusuak eléfordulasi gyakorisdga a praeeclampsidsok kozott
szignifikdnsan magasabb volt az egészséges kontrollokhoz képest (p<0,001). Az adjusztalt
esélyhanyados 2,91 (95% CI: 1,75-4,84). A stlyos praeeclampsias betegek kozel 90%-a
hordozta a 11-es ismétlodést allélt (87,7%). A 11-es ismétlddést mutaté homozigotak aranya
a sulyos praeeclampsiasok kozott szignifaAnsan nagyobb volt a normotdnids varanddésokhoz
képest (p<0,001).

A stlyos praeeclampsias betegek kozott a 11-es ismétlddést hordozé homozigotak
adjusztalt esélyhanyadosa magasabb /OR: 3,01 (95% CI: 1,66-5,44)/ volt a 11-es ismétlddést
hordozo heterozigotakhoz /OR: 2,84 (95% ClI:1,66-4,87)/ képest.

2. A B tipusi natriureticus peptid plazmaszintjeinek meghatirozasa siulyos
praeeclampsias és egészséges terhesek kozott

A BNP szintje a stlyos praeeclampsids betegekben magasabb volt a

crer

praceclampsiasok kozott 32,40 (13,30-65,90) pg/ml, mig az egészséges varandosok esetében
9,75 (5,6-16,7) pg/ml volt. Ez a kiiléonbség szignifikans mértékiinek bizonyult (p<0.0001).



erer

polimorfizmus és a B tipusi natriureticus peptid plazmaszintjei kozotti osszefiiggések
vizsgalata

A 11 ismétlédést mutaté allélra homozigota egészséges varanddsok esetében
magasabb BNP szintet talaltunk az egyéb genotipussal rendelkezé varandosokhoz
viszonyitva. (13,9 (5-21,8) pg/ml, illetve 9,0 (5,6-15,9) pg/ml). Ez a kiilonbség nem bizonyult
szignifikansnak (p>0,05). A sulyos praeeclampsias betegek esetében szintén magasabbak
voltak a 11 ismétlddést mutaté homozigdta genotipustak plazma BNP szintjei az egyéb
genotipussal rendelkez6 praceclampsiasokhoz képest (64,5 (28,75-93,15) pg/ml illetve 17,8
(8,1-36,9) pg/ml). Ez a kiilonbség szignifikans mértékiinek mutatkozott (p<0,001).

A 11-es ismétlodési allélra homozigota, illetve heterozigdta és az allélt nem hordozéd
egyeéb genotipustiak BNP plazmaszintjeit Kruskal-Wallis teszttel 0sszehasonlitva a stlyos
praceclampsias betegeknél szignifikans eltérést talaltunk (p=0,03).

Y EV4

polimorfizmus eloszlasanak vizsgalata korai és késoi kezdetii silyos praeeclampsiasok
kozott

A 220 sulyos praeeclampsias terhes koziil 127-nél kezdddtek a betegség tiinetei a 34.
terhességi hét betdltését megeldzden és 93-nal ezt kdvetden. A két alcsoportban a stlyos
praceclampsiasok kozott talalt mind a 8 féle allél eléfordult. Az alléleloszlasokat
Osszehasonlitva szignifikans kiillonbség nem mutathat6 ki (p=0,21). Az alléleloszlasokat a 235
egészséges varandost magaba foglald kontrollcsoporthoz hasonlitva megallapithato, hogy a
kés6i kezdetli kezdetli praeeclampsiasok alléleloszlasa nem (p=0,073), azonban a korai
kezdetli praeeclampsidsok alléleloszldsa szignifikans eltérést mutat az egészségesekéhez
képest (p=0,0064). A leggyakoribb a 11-es ismétlodési allél mindkét alcsoportban. A korai
kezdetli praececlampsidsoknal az allél 63%-o0s, mig a késdi kezdetlieknél 56,45% gyakorisagot
mutat. A genotipusokat vizsgalva az alléleloszlashoz hasonld Osszefliggéseket talaltunk. A
korabban leirt 20 féle genotipus koziil mind a két praeeclampsias csoportban 16-16 féle
genotipust talaltunk. Ezek koziil 12 féle volt identikus. A két alcsoport genotipuseloszlasaban
szignifikans kiilonbség nem mutatkozott (p=0,195).

A genotipusokat vizsgalva az alléleloszlashoz hasonlo Osszefliggéseket talaltunk. A
korabban leirt 20 féle genotipus koziil mind a két praeeclampsias csoportban 16-16 féle
genotipust talaltunk. Ezek koziil 12 féle volt identikus. A két alcsoport genotipuseloszlasaban
szignifikans kiillonbség nem mutatkozott (p=0,195). A késdi kezdetli praeeclampsidsok
genotipuseloszlasa nem (p=0,366), azonban a korai kezdetli sulyos praeeclampsidasok
genotipuseloszlasa szignifikans eltérést mutat az egészségesekéhez képest (p=0,0137).

A leggyakoribb genotipusok mindkét vizsgalati csoportban a 11 ismétlddést mutatod
homozigotak, illetve a 11:16 és a 11:12 genotipussal rendelkez6ké voltak. A korai és a késoi
kezdetli praeeclampsiasok kozott a 11:16 (32,28%, illetve 36,56%) és a 11:12 (7,87%, illetve
7,52%) genotipus eléforduldsa hasonld volt. A 11 ismétléddést mutatd homozigotdk a korai
kezdetii praceclampsiasoknal gyakoribbak voltak (36,22%, illetve 27,95%).

A sulyos praeeclampsids és az egészséges varandosokat Osszehasonlitva a 11
homozigotak esélyhanyadosa a korai kezdetiecknél magasabb /OR: 1,694 (95% CI: 1.06-2,7)/
volt a késoi kezdetli praceclampsiasokhoz /OR: 1,22 (95% ClI: 0,71-2,08)/ képest.

5. A B tipusu natriureticus peptid plazmaszintjeinek osszehasonlitasa a korai és
késoi kezdetii silyos praeeclampsias terhesek korében

A 127 korai kezdetli és a 93 késéi kezdetli stlyos praeeclampids beteg BNP
plazmakoncentracidi szignifikans eltérést mutattak (p<0,05). A korai kezdetliecknél a hormon
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szintjének median értéke 40,55 (28,5-82,7) pg/ml, mig a késéi kezdetli praceclampsidsoknal
ez az érték 24,10 (13,30-65,90) pg/ml volt. A natriureticus peptid prekurzor B gén 5’
plazmaszintjei kozotti 6sszefliggéseket vizsgalva, a korai kezdetli praceclampsiasok korében a
11-es ismétlddést mutaté homozigdta genotipusuak esetében magasabb BNP koncentracidkat
talaltunk az egyéb genotipussal rendelkez6khoz képest /67,05 (33,7-102,1) pg/ml, illetve 26,2
(14,3-39,5) pg/ml/. Ez a kiilonbség szignifikans mértékii (p<0,0001). A késbéi kezdeti
praceclampsiasokat vizsgalva hasonlo Osszefiiggés mutatkozott. A 11 homozigotdk BNP
koncentracidinak medianértéke 55,8 (28,75-93,15) pg/ml, az egyéb genotipusuakndl ez az
érték: 17,1 (7,1-35,2) pg/ml (p<0,0001).

6. A natriureticus peptid prekurzor B gén (TTTC), nukleotid szekvencia
polimorfizmus és az intrauterin magzati retardacié kozotti kapcsolat vizsgalata silyos
praeeclampsias terhesek korében

A 220 sulyos praeeclampsias terhes ujsziilottjei koziil 155 bizonyult nemre é&s
terhességi korra eutrofnak. A 65 tovabbi ujszilott 10 percentilis alatti sullyal jott vilagra, igy
O6ket méhen beliilli magzati novekedési retardacioval érintetteknek (IUGR10 percentilis)
tekintettiik. Ezen jsziilottek koziil 28-an 3 percentilis alatti sullyal sziilettek. Oket a stlyos
magzati novekedési retardaci6 diagndzisa miatt egy kiilon alcsoportba soroltuk (IUGR 3
percentilis).

Az eutrof magzatokat vilagra hozo terhesek esetében a stlyos praceclampsidsok kozott
talalt mind a 8 féle allél el6fordult. Az intrauterin magzati retardacié altal érintett terhesek
kozott a 15-6s ismétlodésti allél nem volt megtalalhatd. A sulyos magzati retardacio
szOvOdményével jelzett alcsoportban a 15-0s ismétlddésti allél mellett a 12-es ismétlodésii
allél sem fordult el6. A leggyakoribb allélnek a 11-es ismétlédést talaltuk mindharom
alcsoportban. Legmagasabb aranyban az eutrof csoportban (62,26%), mig az IUGR 10
percentilis csoportban 55,39% fordult eld. A sulyos magzati retardaciot jelentd, ITUGR 3
percentilis alcsoportban a 11-es ismétlédési allél gyakorisaga 44,64%, mely alacsonyabb a
normotonias varandosokhoz képest (47,87%).

Az alléleloszlasokat dsszehasonlitva az eutrof és az IUGR 10 percentilis csoport tagjai
kozott szignifikans kiilonbség nem mutathatdo ki (p=0,0781). Az eutrof és az IUGR 3
percentilis alcsoport kozott az alléleloszlas szignifikans eltérését talaltunk (p=0,0052).

Az egészséges kontrollcsoport alléleloszlasahoz hasonlitva a sulyos praeeclampsiés
terhesek koziil az eutr6f magzatokat sziilék csoportjanak alléleloszlasa kiilonbozott
szignifikansan (p=0,0022). Az [UGR 10 percentilis és IUGR 3 percentilis csoportok esetében
nem talaltunk ilyen kiilonbséget.

Az eutrof magzatok sziileinek genotipuseloszlasa szignifikdnsan kiilonbozott mind az
IUGR 10 percentilis (p=0,0239), mind az IUGR 3 percentilis csoport (p=0,0003) sziileinek
genotipuseloszlasahoz képest. A sulyos praceclampsidsoknal talalt 20 féle genotipus koziil az
eutr6f magzatok sziileinek csoportjaban 16 féle genotipust taldltunk. Az intrauterin magzati
retardaci6 altal érintett terhességekben 14 féle genotipus fordult eld. A két csoport kozott 12
féle genotipus volt identikus. A sulyos magzati retardaci6 diagnozisaval létrehozott alcsoport
mindossze 10 féle genotipust tartalmazott.

A leggyakoribb genotipusok minden csoportban a 11-es ismétlddésti homozigdtak és a
11:16 ismétlédéssel rendelkezOk voltak. A 11-es ismétlédésti homozigotak (33,54%, illetve
30,77%) és a 11:16 (33,54%, illetve 35,38%) genotipusok az eutrof és az IUGR 10 percentilis
csoportban hasonld gyakorisdgot mutattak. Az IUGR 3 percentilis alcsoportban a 11-es
ismétlédésti homozigdtak ardnya 25% volt, mely a normotdnias varandosokkal egyezik meg.
A 11:12 genotipus az eutrof magzatok sziileinél magasabb ardnyban volt megtaldlhat6 a
méhen beliil retardalt magzatok sziileihez (IUGR 10 percentilis) képest (9,68%, illetve
3,08%). Az IUGR 3 percentilis alcsoportban ez a genotipus nem fordult elo.
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Az eutrof magzatokat vilagra hozo sulyos praececlampsias betegek genotipuseloszlasat
az egeészséges varandosok csoportjdhoz hasonlitva a stlyos praeeclampsidasok
genotipuseloszldsa szignifikdns eltérést mutat az egészségesekéhez képest (p=0,035). Az
IUGR 10 percentilis és az IUGR 3 percentilis csoportokat a normotonias varanddsokhoz
hasonlitva nem talaltunk szignifikéns kiilonbséget.

Az eutr6f magzatokat sziild sulyos praececlampsids betegek kozott, a normotdnids
varandosokhoz képest a 11-es ismétlodést hordozd6 homozigotak adjusztalt esélyhanyadosa
magasabb /OR: 4,47 (95% CI: 2,26-8,86)/ volt a 11-es ismétlddést hordozd heterozigotakhoz
/OR: 4,3 (95% Cl:2,27-8,14)/ képest. Az IUGR 10 percentilis és az IUGR 3 percentilis
csoportokat a normoténids varandosokhoz hasonlitva nem talaltunk szignifikans
kiilonbségeket.

7. A B tipusu natriureticus peptid plazmaszintjeinek vizsgalata az intrauterin
magzati retardacio fiiggvényében

A 155 eutrof-, illetve a 65 méhen beliili retardaci6 altal érintett magzatot sziilt sulyos
praceclampsias terhes BNP plazmakoncentracioi szignifikans eltérést nem mutattak (p<0,71).
Az eutrof magzatok sziileinél a hormon szintjének median értéke 34,4 (10,2-70,9) pg/ml, mig
az IUGR 10 percentilis csoport tagjainal ez az érték 29,0 (14,1-40,1) pg/ml volt. Az IUGR 3
percentilis alcsoportba sorolt terhesek BNP koncentracidinak median értéke 31,2 (17,3-43,5)
pg/ml volt.

8. A B tipusu natriureticus peptid plazmaszintjeinek és a praeeclampsia klinikai
tiineteinek illetve a betegséget jellemzo laboreltérések kozotti osszefiiggések vizsgalata

A praeeclampsias csoportban szignifikans inverz korrelaciot talaltunk a betegség
kezdetének ideje és a plazma BNP szintek (R= -0,56, p<0,001) kozott. A kontroll csoportban
nem mutatkozott 6sszefliggés a vérvételkori terhességi kor és a plazma BNP szintek kozott.

A Korai kezdetli praceclampsiasok kozott a hemoglobinszint szignifikansan magasabb,
mig a szérum natrium szint alacsonyabb volt a késdi kezdetli praceclampsids és a normotonids
terhesekhez viszonyitva. Az egészséges terhesekhez képest a hematokrit, a szérum kalium,
karbamid, hugysav szintek magasabbak, az Osszfehérje szint azonban szignifikdnsan
alacsonyabb volt mind a korai kezdeti-, mind a késdi kezdetli praeeclampsias betegnél.
Tovéabba a korai kezdetli praceclampsias betegek 24 oras vizelet fehérjetiritésének mértéke
szignifikdnsan magasabb volt a késoi kezdetli praceclampsias betegekhez viszonyitva.

A Spearman féle rangkorrelacids egyiitthatd kiszamitdsaval, a demografiai valtozok
(terhesség el6tti BMI, anyai életkor, primiparitas, dohanyzas) adjusztalasa utan vizsgaltuk a
BNP plazmaszintek és a praeeclampsia klinikai tlineteinek illetve a betegséget jellemzd
laboreltérések kozotti Osszefliggéseket. Az egészséges terhesek esetében a plazma BNP
plazmaszintek az Osszfehérje szinttel és a vérlemezkeszammal szignifikans mértékben negativ
(R=-0,33 és -0,37, mindkét esetben p<0,05), a szisztolés és diasztolés vérnyomasértékekkel
pozitiv (R= 0,31 és 0,32, mindkettdonél p<0,05) korrelaciét mutattak. A késdi kezdetli
praceclampsias betegeknél szintén a szisztolés és diasztolés vérnyomasértékek (R= 0,64
szignifikansan (R= 0,48, p<0.05) a plazma BNP szintekkel. A korai kezdetli praceclampsids
betegeknél a szérum natrium (R= -0,6, p<0,05) és az osszfehérje szintek (R= -0,58, p<0.05)
szignifikans inverz Osszefliggést mutatnak a plazma BNP koncentracioval. A plazma BNP
szintje pozitiv korrelaciot mutatott a korai kezdetli praeeclampsidsok csoportjdban a vér
hematokrit (R= 0,59, p<0,05), szérum kalium (R= 0,66, p<0,05), karbamid (R= 0,59, p<0,05)
értékekkel €s a 24 oras vizelet fehérjetiritéssel (R= 0,62, p<0,05).
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9. A B tipusui natriureticus peptid plazmaszint vagopontjanak (cut-off point)
meghatarozasa sulyos praeeclamspias betegeknél

ROC (Receiver Operating Characteristic) gorbe analizis segitségével meghataroztuk
azt a plazma BNP cut-off értéket, mely a legjobban megkdzelitette a 100%-os szenzitivitast és
a 100%-os specificitast. A 24,5 pg/ml plazma BNP koncentraciot taldltuk mind a korai
kezdeti-, mind a késbéi kezdetli praceclampsias betegek és az egészséges terhesek
elkiilonitésére a legalkalmasabbnak.

Korai kezdetli praceclampsiasok esetében a szenzitivitas: 95%, a specificitas: 97,5%
volt, mig a gorbe alatti teriilet (area under curve, AUC) 95% CI mellett: 0,98 (0,91-0,99)
p<0,001) (12. ébra). A késdi kezdetli praceclampsidsoknal ugyanilyen cut-off érték mellett a
szenzitivitas 70%, a specificitas: 97,5% volt; mig a gorbe alatti érték (AUC) 95% CI mellett:
0,88 (0,77-0,95) p<0.001 értéket adott. A 24,5 pg/ml alatti plazma BNP szint a praeeclampsia
diagnosztikdjadban 85.1% negativ prediktiv értékkel birt.
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V. Kovetkeztetések

tandem polimorfizmus meghatarozasara alkalmazhaté fluoreszcens PCR és DNS fragmens
analizis modszert. A mddszer alkalmazasaval egyszeriien és érzékenyebben lehet kimutatni a
rovid tandem ismétlédések szamat.

2. Meghataroztam a natriureticus peptid prekurzor B gén 5’ régiojaban talalhaté TTTC
tandem polimorfizmust egészséges és sulyos praceclampsias terhesek kozott. A 455 vizsgalt
terhesnél Gsszesen 12 féle allélt talaltunk. Az allélek eloszlasa szignifikansan kiilonbozik a
vizsgalt csoportokban. A 11-es ismétlddésti allél eléfordulasa a praceclampsidsoknal a 10-es
és a 12-es ismétlodésu allél frekvencidja az egészséges kontroll csoportban gyakoribb. A
varandosokat vizsgalva Oszesen 35 féle genotipust irtunk le. A sulyos praeeclampsias
betegekben minddssze 20 féle, a kontrollcsoport varandédsainal 32 féle genotipus fordult elo.
A 1l-es ismétlodést mutatd homozigotdk ardnya a sulyos praececlampsidsok kozott
szignifikdnsan magasabb volt a normotonias varandosokhoz képest. Stulyos praeeclampsias
betegek kozott a 11-es ismétlddést hordozé homozigotak adjusztalt esélyhanyadosa magasabb
volt a 11-es ismétlddést hordozo heterozigotakhoz képest.

3. B tipusu natriureticus peptid plazmaszintjének meghatarozas céljabol, egy szendvics
fluoreszcens  immunoassay  moddszert  vezettink be a  Kklinikai  gyakorlatba
praceclampsidasoknal. A betegdgy mellett torténd peptidszint meghatarozds a
praceclampsiasok sziilészeti ellatasban hasznalhato eszkoz.

4. Meghataroztam a B tipust natriureticus peptid plazma koncentraciojat egészséges
¢és sulyos praececlampsias terhesek kozott. A BNP plazmaszintje a stlyos praeeclampsias
betegekben magasabb volt a normotdniasokhoz képest.

crer

tandem polimorfizmus és a B tipusu natriureticus peptid plazmaszintjei kozotti 6sszefiiggést.
A 11 ismétlédést mutatd allélra homozigdta sulyos praeeclampsids terhesek esetében
szignifikansan magasabb BNP szinteket talaltam az egyéb genotipust betegekhez képest.

crer

TTTC tandem polimorfizmus eloszlasat korai és késéi kezdetli sulyos praeeclampsias
terhesek korében. Az allél- és genotipuseloszlasokat 9sszehasonlitva szignifikans kiilonbség
nem volt a két csoport kozott. Az egészséges terhesekhez képest csak a korai kezdetii sulyos
praeeclampsiasok genotipuseloszlasa mutatott szignifikans eltérést a késoi kezdetlieké nem.

7. Meghataroztam a B tipust natriureticus peptid plazmaszintjeit korai és késoi
kezdetli sulyos praeeclampsias terhesek korében. A korai kezdetlieknél a hormon
plazmaszintjének median értéke magasabb volt a késéi kezdetli praceclampsiasokhoz képest.
A 1l-es ismétlédést mutatdé homozigota genotipusiak esetében magasabb BNP
koncentraciokat talaltunk az egyéb genotipussal rendelkezokhoéz képest mindkét vizsgalati
csoportban.

crer

TTTC tandem polimorfizmust intrauterin magzati retardatioval sz6vodott —sulyos
praceclampsias terhesek korében. Sulyos praeeclampsias terhességekben az eutr6f magzatok
sziileinek genotipus eloszlasa szignifikdnsan kiilonbozott mind a 10 percentilis, mind a 3
percentilist elér6 méhen beliil retardidcidé miatt érintett magzatok sziileinek genotipus
eloszlasahoz képest. Az eutrof magzatokat vilagra hozo sulyos praeeclampsias betegek
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genotipus eloszlasa az egészséges varandosokhoz hasonlitva is szignifikdns eltérést mutat. A
10 percentilis €s a 3 percentilis magzati retardaciét mutatd praeeclampsidsok csoportjait a
normotonias varandésokhoz hasonlitva nem talaltunk ilyen kiilonbséget.

9. Megvizsgaltam a B tipusa natriureticus peptid plazmaszintjeit intrauterin magzati
retardacioval szovodott stlyos praeeclampsias terhesek korében. A 155 eutrdf-, illetve a 65
méhen beliili retardacié altal érintett magzatot sziilt stlyos praeeclampsias terhes BNP
plazmakoncentracioi kozott szignifikans eltérés nem volt.

10. A korai kezdetli praceclampsias betegek 24 oras vizelet fehérjeiiritésének mértéke
szignifikansan magasabb volt a kés6i kezdetli praceclampsids betegekhez viszonyitva. A
késoi kezdetli praceclampsias betegeknél a szisztolés és diasztolés vérnyomasértékek, illetve a
praceclampsias betegeknél a szérum natrium és az Osszfehérje szintek szignifikans inverz
Osszefiiggést mutatnak a plazma BNP koncentraciéval. A plazma BNP szintje pozitiv
korrelaciot mutatott a korai kezdetli praececlampsiasok csoportjaban a vér hematokrit, szérum

rrrrrr

11. ROC (Receiver Operating Characteristic) gorbe analizis segitségével
meghataroztam a B tipust natriureticus peptid plazmaszintjében a 24,5 pg/ml koncentraciot
vagopontként, mely a praeeclampsia kizarasaban 85.1% negativ prediktiv értékkel birt. Korai
kezdetli praeeclampsiasok esetében esetében ez a vagopont 95%-os szenzitivitast és 97,5%
specificitast mutatott, mig késoi kezdetli praceclampsidsoknal ugyanilyen cut-off érték mellett
a szenzitivitas 70%, a specificitas: 97,5% volt.
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