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1. Bevezetés

1.1. A praeeclampsia altalanos bemutatasa

1.1.1. A praeeclampsia jelentdsége, epidemiologiaja és rizikofaktorai

Bar a sulyos gorcsrohammal jard sziilészeti korképet, az eclampsiat megel6zo
praeeclampsidat mar tobb mint 2000 évvel ezeldtt felismerték és leirtak, pontos
patomechanizmusa a vilagszerte nagy aktivitassal zajlo kutatasok ellenére napjainkig
ismeretlen. A jellemzden a terhesség masodik felében megjelend betegség teljes
populécidra becsiilt incidencidja primipara varandoésoknal 3-8%, a fejlett orszagokban
az anyai halalozéasok kozel 15%-aért felelds [1, 2]. Ez az arany jelentésen magasabb
ikerterheseknél (14%) ¢€s anamnézisiikben praeeclampsidval rendelkezd multipara
noknél (18%) [3-5]. Kutatasok az elmult két évtizedben mind a teljes incidencia, mind a
betegség sulyos formajanak esetszam-novekedését kimutattdk a vilag fejlett régioiban
[6, 7], amely elsOsorban a betegséget kivaltd ismert rizikofaktorok novekvd
eléfordulasanak eredménye. Ez igen nagy jelentéséget ad a betegségre irdnyuld
mindenfajta kutatdsnak, hiszen jelenleg sem megeldzésében, sem kezelésében nem
rendelkeziink olyan, érdemben hatdsos mddszerrel, amely a terhesség megtartasat is
lehetéve teszi. Ez alapjan szerencsésnek mondhato, hogy a praeeclampsia primipara
varandosoknal az esetek 75%-aban enyhe formdban jelentkezik, a perinatalis mortalitas
mértéke pedig stlyos formékban is viszonylag alacsony [8].

A betegség legfobb rizikofaktorait az I. tdblazat sorolja fel. Az anya alapvetd
altalanos ¢és sziilészeti jellemzdi koziil tobb is meghatdrozo lehet a kialakulas
szempontjabol. A 40 ¢év feletti varandosok kétszeres kockézattal rendelkeznek a
betegségre vonatkozoan, fliggetleniil attol, hogy primi- vagy multipardk [9], mig a
primiparitas onmagéaban kozel haromszorosara noveli a kialakulas kockazatat [10-12].
Praeeclampsia eléforduldsa az adott varandos sziilészeti €s csaladi anamnézisében is
noveli a betegség kialakuldsanak kockazatat: az elsd terhességben kialakult betegség
hétszeresére noveli a kialakulas veszélyét a masodik gyermeknél, mig a pozitiv csaladi
anamnézis (édesanya kortorténetében praeeclampsia) haromszoros kockazatnévekedést
jelent [12-15]. Ikerterhesség a kialakulds kockazatat kdzel haromszorosara noveli [10,

12, 16].
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Szamos betegség is szerepet jatszik a praeeclampsia kialakuldsdban, ezek koziil
kiemelendd az inzulin-dependens diabetes mellitus (négyszeres kockazat) [12, 17, 18],
elézetesen kialakult hypertonia [19, 20], vesebetegség [20], kronikus autoimmun

betegség [21] és az antifoszfolipid-szindroma [22, 23].
1. tdblazat. A praeeclampsia rizikofaktorai [24, 25]

* magas anyai ¢letkor
* primiparitas
* tObbes terhesség
* ¢l6z0 terhességben praeeclampsia
* csaladi anamnézisben praeeclampsia
* kronikus betegségek
= inzulin dependens diabetes mellitus
= chronicus hypertonia
= vesebetegség
= autoimmun megbetegedés
= antifoszfolipid szindroma
* ¢el6z0 terhesség ota eltelt hossza 1d6
* limitalt spermaexpozicio
* donor-inseminatio, oocyta donacid, embryo donacio
* az anya alacsony sziiletési sulya
* obesitas €s inzulin-rezisztencia
* anyai fertdzés

Osszefiiggést talaltak a praeeclampsia kialakuldsanak veszélye és az el6z6 terhesség
oOta eltelt id6tartam hossza kozott, ez alapjan minél késobb kovetkezik be az wjabb
terhesség, annal nagyobb a betegség kialakulasanak valdszinlisége; 10 évvel az el6zd
terhesség utan a rizik6 lényegében megegyezik egy primipara varandos rizikojaval [26,
27]. Szintén magasabb kockazati csoportba esnek azok a ndk, akik a megtermékenyiilés
elétt azonos partnertél limitalt ideig voltak kitéve spermaexpozicionak, ez
magyarazhatja azt is, hogy miért gyakoribb a betegség a 20 évnél fiatalabb terhesekben,
mivel ott nincsen id6 a hosszatavi spermaexpozicid protektiv hatdsanak kialakulasara
[28]. Az apai faktorok szerepére utal, hogy a kordbbi, praeeclampsiaval végzddo
terhesség utan a partnervaltas csokkenti az Gjboli kialakulas kockazatat [29].

Kifejezett rizikofaktor Onmagaban az obesitas (atlagosan kétszeres kockazat

kiilonbozd felmérések szerint) és az inzulinrezisztencia is [30-34]. 35 feletti testtomeg-
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indexxel (BMI) rendelkezd ndk esetében a praceclampsia kockdzata négyszeres volt a
19-27-es BMI ko6zotti értékekkel rendelkez6 varandosokhoz képest [32].

Egy masik megkozelités alapjan az egészséges terhesség is egyfajta szisztémads
gyulladésos allapot, foként a harmadik trimeszterben. Ez alapjan a praeeclampsia nem
egy O0nallo betegség, csupan egy extrém szélsOséges megjelenése az anyai szervezet
terhességre adott gyulladasos reakcidjanak. Ennek megfeleléen minden olyan betegség,
amely erdsiti ezt a gyulladasos valaszt, egyben rizikofaktora is a praeeclampsianak,
tobbek kozt az urogenitalis és periodontalis fertdzések, chlamydia, cytomegalovirus

fertdzés. [21, 35, 36].

1.1.2. Sz6védmeények

A kialakult praeeclampsia kimenetele a kdvetkezé meghatdrozd tényezoktdl fiigg:
terhességi kor a betegség kezdetekor, a korkép sulyossaga, a kezelés mindsége és mas
fennalld anyai tarsbetegségek jelenléte vagy hianya [3, 24]. A 36. gestatios hetet
kovetden kialakult, enyhe foku korkép jellemzdéen kedvezd kimenetelli, mig jelentdsen
magasabb morbiditas és mortalitas jellemzi azon ndket, akiknél a korkép kialakulasa a
33. gestatios hét elott, vagy varandossagot megeldzéen fenndlld betegség mellett
kovetkezik be, illetve ha az illetd kevésbé fejlett egészségiiggyel rendelkezd orszag
lakosa [3, 8, 24, 37, 38]. A sulyos praeeclampsidban kialakuld szévédményeket a 2.
tablazat listazza.

Tobb tanulmany szamolt be arrdl, hogy praeeclampsidval komplikalt terhességen
atesett noknél késobbi €letkorban a cardiovascularis betegségek (cardiovascular disease,
CVD) kialakulasanak kockézata szignifikansan magasabb [39-42], sulyos, korai kezdetii
preeclampsia esetén pedig ez a kockazat tobb mint kilencszeresére né az egészséges
terhességen atesett n6khoz viszonyitva [43]. A jelenségre tobb lehetséges magyarazat is
létezik, ezek egyike szerint a praeeclampsia kozvetlen okozdja a cardiovascularis
betegség kialakuldsanak, mig mas elmélet alapvetéen fogékony anyai szervezetet
feltételez, amelyet a varandossag altal okozott addicionalis stressz indit el a korai CVD
megjelenés iranyaba [44]. Ezt az elméletet erdsiti meg, hogy szdmos tényezd egyarant
rizikofaktora a CVD-knek és a praeeclampsianak is (pl. chronicus hypertonia, obesitas,

diabetes) [40].
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A betegség kezelésének egyetlen definitiv gyégymoddja, a terhesség befejezése
ellenére egyes esetekben tovabb progredidl a korkép a sziilést kovetd 48 oraban. Ekkor
nagyobb eséllyel fordul eld veseelégtelenség, postpartum eclampsia, tiidéoedema,

HELLP-szindroma ¢s stroke [45].
2. tablazat. Anyai €s magzati komplikéacidk sulyos foku praeeclampsiaban [24]

Anyai komplikaciok
* lepénylevalas (1-4%)
e DIC/HELLP-szindréma (10-20%)
¢ tiiddoedema / aspiracid (2-5%)
* akut veseelégtelenség (1-5%)
* eclampsia (<1%)
* ma3jelégetelenség vagy majhaematoma (<1%)
* stroke (ritka)
* halal (ritka)
* hossztavl cardiovascularis morbidités

Magzati komplikaciok
¢ korasziilés (15-67%)
* intrauterin novekedési retardacio (10-25%)
* hypoxias neurologiai karosodas (<1%)
* perinatalis haldlozas (1-2%)
* felndttkori hosszutava cardivascularis morbiditas
Osszefliggésben az alacsony sziiletési sullyal

1.1.3. Eldrejelzés és megeldzés

A kozelmultban szamos kutatas iranyult olyan mddszerek és biomarkerek azonositasara,
amelyek megjosolhatjak a praeeclampsia kialakuldsdt mar az elsd trimeszterben [46,
47]. Tobb marker (im. PAPP-A és PP13 [48], inhibin A, activin A, a-fetoprotein,
szabad B-hCG [49]) 0nalldo mérése €és egyéb modszerek, mint a placenta morfologiai
¢s/vagy perfuzids vizsgalata [50], illetve az arteria uterina Doppleres aramlasmérése
(UtADV) [51, 52], azonban nem hoztak meggy6z6 eredményeket.

Nagyobb sikerrel alkalmaztak a fenti és tovabbi biomarkerek kombinaciojat: a hét
leginkéabb kutatott marker (ADAM 12, szabad B-hCG, inhibin A, activin A, PP13, PIGF
¢s PAPP-A) kettés vagy tobbes kombinacidja az elsd trimeszterben 55-75%-os

valoszinliséggel jelezte elore a betegség korai forméjanak, mig 30-40%-o0s biztonsaggal
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barmely praeeclampsia tipus kialakuldsat (10%-os fals pozitiv arany mellett) [47].
Tovabbi tanulmanyok magasabb sikeres eldrejelzési aranyt kozoltek a markerek mellett
tovabbi faktorok bevonasdval (anyai jellemzok, sziilészeti anamnézis, UtADV, artérias
kozépnyomads), azonban ezen kisérletek tartalmaznak szamitott vagy szimulalt adatokat
is, ezért nem Osszehasonlithatbak megbizhatdéan a tradiciondlis mérési modszereken
alapuld mérésekkel [53-55].

A praeeclampsia feltételezett patomechanizmusai koziil az utobbi években leginkabb
az angiogén és antiangiogén faktorok kozotti koros egyensuly kialakulasanak elmélete
terjedt el, amelynek részleteit a 1.1.4. alfejezet tartalmazza. Ezen faktorok plazmaszintje
alapjan eldre jelezhetd a korai kezdetli praececlampsia kialakuldsa [56], valamint tobb
tanulmany szerint a plazmaszint eltérés mértéke korrelal a kialakuld betegség
sulyossagaval [57, 58].

Osszességében elmondhatd, hogy a kombinalt mérési modszerek (kiilondsen azon
esetekben, ahol biomarkerek alkalmazasat UtADV-vel kombinaljak) leginkabb a korai
kezdetli praceclampsia detektaldsaban teljesitenek jol mar elsé trimeszterben is, mig a
késdi kezdetli betegségformat gyengébb eredményekkel mutatjak ki [59]. A betegség
Osszes terhességhez viszonyitott alacsony incidencidja miatt azonban a biomarkerek
mérésének szlir@ tesztként vald alkalmazasa nehézkes [46], ezaltal elsésorban magas
kockédzata varandosoknal preferalt [29], a praeeclampsia széleskorli, olcsd ¢és

megbizhato sziirése €s eldrejelzése pedig tovabbra is megoldando feladat.

A praeeclampsia megeldzésére iranyulo stratégidk a mai napig valtozé eredményt adnak
tobb mddszer esetében is. A prostacyclin és thromboxan kozotti egyensulyzavar, mint a
praeeclampsia lehetséges oka [60] vetette fel a trombocita aggregacid gatlok, ezen beliil
az aspirin alkalmazéisat megelzés céljabol. Az eziranyu vizsgalatok eredményei
megoszlanak. Egy multicentrikus randomizalt klinikai vizsgalat alacsony ddzisu aspirin
szedése mellett nem mutatott ki szignifikdns csokkenést a praeeclampsia
eléfordulasaban [61], ugyanakkor a korasziilés eldforduldsi valdszintiségének
csokkenését allapitotta meg. Késébb egy masik metaanalizis a korai kezdetl
praeeclampsia incidenciajanak 50%-os (RR 0,47, 95% CI 0,34-0,65) csokkenését irta le
sziilészeti anamnézis vagy koros UtADV mérés kovetkeztében megallapitott magas

kockazati n6k esetén, akik 16. gestatios hét eldtt alacsony dozisu aspirin terdpiaban

10
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részesiiltek [62]. Tovabbi kiterjesztett metaanalizisek megerdsitettek ez utdbbi
eredményt [63, 64], azonban mivel az utobbiak csak alcsoport analizisekbdl
szdrmaznak, randomizalt, kontrollalt vizsgélatok sziikségesek a biztos validalashoz.

Az oxidativ stressz praeeclampsiaban betoltott szerepébdl kiindulva antioxidansok
alkalmazasat is vizsgaltdk. Bar a C és E vitaminok addsa onmagédban nem bizonyult
eredményesnek a megeldzésben [65], 24. gestatiés hetet megel6zd, L-argininnal
kombinalt adasuk 63%-kal csokkentette a betegség el6fordulasat személyes vagy
csaladi anamnézis alapjan magas kockazatunak itélt betegek esetében [66]. A biztatd
eredmények tovabbi megerdsitést igényelnek.

A kalciumhiany, mint a betegség kialakuldsanak lehetséges Gsszetevdje, indokolta a
kalctumpotléas alkalmazasanak vizsgalatat, alapvetden azonban nem taléaltak szignifikans
csokkenést kalciumbevitel esetén sem az incidencidt, sem a betegség sulyossagat
tekintve [67]. Eredményt mindGssze az alacsony baseline kalcium bevitelii egyének
esetében sikertilt kimutatni [68].

Az angiogén ¢és antiangiogén faktorok kozotti egyenstlyzavar visszaallitdsdban a
sztatinok pleiotrop hatasuk révén jatszhatnak szerepet, amely altal stimuldlhatjdk a
trophoblastok PIGF termelését, javithatjdk az endothel funkcidt, fokozhatjak a
hemoxigenaz-1 miikddését és csokkenthetik az oxidativ stresszt [69]. E célbol a vizben
oldodo sztatinok alkalmazdsat vizsgaljak, amelyek eddigi eredmények szerint nem
okoznak a lipofil sztatinokhoz hasonloan kongenitélis rendellenességeket [70]. Tovabbi
lehetéségként meriilt fel az antiangiogén talsuly visszaszoritasara vascularis
endothelialis novekedési faktor (VEGF) adéasa [71, 72] vagy a szolubilis fms-szerti
tirozin kindz-1 (sFlt-1) extracorporalis eltavolitasa [73], azonban ezen modszerek
valdszinlileg nem alkalmasak a mar kialakult korkép kezelésére, eredményességiik

pedig tovabbi vizsgalatokat igényel.

1.1.4. Patofizioldgia

A praeeclampsia tiinetegyiittesének kialakuldsa minden esetben a placenta jelenlétéhez
kotott, utobbi szerepének fontossagat szamos megfigyelés tamasztja ald. Ezek koziil a
legszemléletesebb bizonyiték a molaterhességben, magzat nélkiil is fellépd betegség,
ahol a tiinetek a mola eltavolitdsa utan megszinnek [74]. Méhen kiviili terhességben

kialakult praeeclampsia esetén a magzat eltavolitisa 6nmagaban nem, csak a placenta

11
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kivételével egyiitt eredményezett allapotjavulast [75], valamint leirt jelenség a placenta
retencid kovetkeztében kialakuld postpartum eclampsia, amely esetekben méhiiri
betapintast és curettage-t kovetden rapid allapotjavulast tapasztaltak [76].

A betegség pontos oka a mai napig tisztdzatlan. A meghatarozast bonyolitja az a
felvetés, amely szerint elképzelhetd, hogy tobb betegség hasonld formaban valo
megjelenésérél van sz6, a meglehetdsen altalanos diagnosztikus kritériumokbol
adddoan. A praeeclampsia két nagy kategoriajaként a placentaris €s maternalis tipust
kiilonitik el [77]. A placentaris format a szakirodalomban elterjedt kétlépcsds
praceclampsia modell irja le: az elsé 1épcsé a placenta koros kialakulasa (,,poor
placentation”, azaz koros placentaciod), majd a masodik 1épcséd az ebbdl kovetkezd
hypoxias allapot, kovetkezményes oxidativ stressz és a klinikai tiinetek megjelenése. A
maternalis forma eset¢tben a normalis placenta koros anyai gyulladasos
reakciokészséggel parosul, a tiinetek ezen fokozott szisztémds gyulladasos
valaszreakcion alapulnak. A klinikai tiinetegyiittes kiindulé pontja mindkét tipusban a

generalizalt anyai endothel diszfunkcio.

1.1.4.1. Spiralis artéridk és koros placentacio

A placentaris praeeclampsia kialakuldsdnak sordn kozponti szerepet jatszik a decidua
spiralis artériainak elégtelen atépiilése [78]. A spiralis artéridk az uteroplacentaris
keringés azon végartériai, amelyek az anyai artérias vért az intervillozus térbe juttatjak.
A terhesség 7-8. hetéig azonban az intervillozus tér nem kommunikdl kozvetleniil a
spiralis artériakkal; az utobbiak disztalis végét trophoblast dugdk tomitik el [79],
amelyek feltehetéen védelmet nyujtanak a magzatnak a magas oxigén koncentracio
ellen, id6 eldtti elvesztésiik pedig vetéléshez vagy praeeclampsia kialakuldsdhoz
vezethet. A 9. hét utan megindul a spiralis artéridk recanalisatidja a dugok leépiilésével,
invaziv cytotrophoblastok behatolnak az érfal endothelbe és medidba, szétroncsolva
annak elasztikus, muscularis és neuralis elemeit, ezéltal a szlik atmérdji, magas
rezisztenciaju artériakbol tag, nagy kaliberli, vasomotoros kontrollal nem rendelkezd,
petyhiidt kapacitancia ereket 1étrehozva (remodelling) [77, 81-83]. A 20. terhességi
hétig tartd folyamat sordn az invaziv cytotrophoblastok epithelialis sejtekre jellemzo

adhézids sejtfelszini molekulainak expresszidja downregulalddik, és endothel sejtekhez
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hasonlo felszini adhézios fenotipust vesznek fel — ezt a folyamatot

pseudovasculogenesisnek nevezik [84].

Normaélis placentatio Kéros placentatio

‘Makrofag
») i Decidua
g . NKsejt
{
) s 9
Iy, @
ytiotrophoblast

Placentaris oldal

1. abra. Koros placentacio és praeeclampsia Redman abraja alapjan [77]

Praceclampsiadban az utobbi folyamat zavart szenved: a cytotrophoblastok
fenotipusvaltasa elégtelen, ezaltal nem képesek megfeleléen betorni a spiralis artériak
falaba [85-88], az atépiilés a decidua superficialis rétegére limitalt, a myometrialis
szegmentumok sziikek maradnak (lasd [. dbra). Ez a kétlépcsds modell els6
(preklinikai) fazisa, amely a terhesség 20. hetéig, mar a klinikai tiinetek megjelenése
elott végbemegy [77]. A fokozodd oxigénigény miatt oxidativ stresszben szenvedd
placenta a modell masodik (klinikai) fazisaban koéros mértékben juttat antiangiogén
faktorokat és trophoblast eredetli sejttormelék-aggregatumokat az anyai keringésbe,
amelyek a klinikai korkép kialakulasdhoz vezetnek (lasd 2. dbra). Ezen folyamatok az

alabbiakban keriilnek részletes kifejtésre.
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1. Iépcso
(8-18. terhességi hét)

koéros placentatio

2. 1épcsé elégtelen perfuzio és
(20. terhességi hét utan) oxidativ stressz

angiogén faktor egyenstlyzavar ~ syncytiotrophoblast tormelék

(sFlt-1, PIGF, VEGF) ¢és egyéb faktorok
anyai endothel » > anyai szisztémas
diszfunkcid N gyulladasos vélasz

praeeclampsia

klinikai tiinetei

2. 4dbra. A praeeclampsia patogenezisének kétlépcsds modellje [77]

1.1.4.2. Angiogén faktorok szerepe praceclampsidban
Napjainkig tisztazatlan az angiogén faktorok pontos szerepe praeeclampsidban,
funkciojukrél megoszlik a szakma véleménye. Egyes kutatasok szerint a pro- és
antiangiogén faktorok egyenstlyzavara szerepet jatszik a placentaris érfejlddésben, és
oka lehet az elégtelen cytotrophoblast invazionak [81]. A szolubilis VEGF receptor
sFlt-1 csokkenti a cytotrophoblastok invazivitasat in vitro [85], ezen fehérje szintje
fiziologidsan csak a harmadik trimeszterben emelkedik meg [57], amely egy
természetes antiangiogén valaszfolyamat lehet a placenta angiogén fazisanak
befejezddésére. Egy masik faktor, a transzformalé novekedési faktor-p (TGF-3) szintje
forditott korrelaciét mutat a cytotrophoblast invazioval: normal terhességben a 9. héten
mutat csokkenést, segitve a trophoblast invazidt. Mindkét eldbbi folyamat zavara, Gam.
az sFlt-1 korai emelkedése, vagy a TGF-f3 szint késdi csokkenése koros placentacidhoz,
ezaltal praceclampsia kialakuldsahoz vezethet [89, 90].

A fentiekkel ellentétben a praeeclampsia kétlépcsdés modelljében az angiogén
faktorok egyensulyzavara az elégtelen arterialis remodelling kovetkeztében kialakulo

hypoxia kdvetkezménye. A hypoxias kornyezet reaktiv oxigén gyokok megjelenését
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eredményezi [91], amelyek oxidativ stresszt €s placenta diszfunkciot okoznak,
kovetkezményes endoplazmatikus retikulum stresszel €s kéros proteinszintézissel [92],
valamint eldsegitik a syncytialis csomok (,,syncytial knots™) képzddését [93]. Utobbiak
degenerativ  syncytiotrophoblastokbol  kialakulo  sejtklaszterek, amelyeket az
antiangiogén faktorok dominans forrasaként azonositottak praeeclampsiaban [94]. Az
utobbi években a tudomanyos kutatdsok célpontjaba kettd, placentabdl szarmazéd
antiangiogén faktor, az sFIt-1 és a szolubilis endoglin (sEng) kertiilt, amelyek szintje
emelkedett praceclampsidban, velilk parhuzamosan a proangiogén fehérje VEGF ¢és
PIGF szintjei pedig csokkentek [95-97].

A praeeclampsia patogenezisében leginkabb kutatott sFlt-1 a VEGF ¢és PIGF receptor
FlIt-1-bdl alternativ splicing mechanizmus utjdn, a transzmembran és intracellularis
szignalizacios domén elvesztésével keletkezd szolubilis fehérje [83], hatasat a VEGF és
PIGF faktorok keringésben torténd megkdtésével fejti ki. Praeeclampsiaban a koros
placentaris expresszid kovetkeztében emelkedett az sFlt-1 szintje [96]; az eltérés
hetekkel a klinikai tlinetek megjelenése elott kimutathatd. A szérum sFIt-1/PIGF arany
emellett a standard klinikai paramétereknél (vérnyomas, proteinuria és egyéb
laborértékek) erdsebb prediktiv értékkel bir két hetes tavlatban a magzati és anyai
kimenetelre nézve [98], illetve erdsen korrelal a terhesség hatralevd idtartamaval [99]
(ez alol kivételt képeznek a betegség egyes, késon manifesztalodd esetei, amikor nem
tapasztalhatd angiogén faktor eltérés [100] — ez felveti a félrediagnosztizalas
lehetdségét, vagy egy masodik, benignus betegségtipus 1étezését). In vitro kimutattak az
sFlt-1 vasoconstrictiv, endothel diszfunkciot okozo hatésat: allatmodellben a keringd
sFlt-1 szint ndvelésével human praeeclampsidra jellemz6 tiineteket idéztek eld; illetve a
méh vérellatasanak korlatozésa patkdnyokban és féemldsokben is a keringd és
placentaris sFlIt-1 szint novekedését eredményezte [101, 102]. Mindezek alapjan a
magas sFIt-1 expresszid kozvetlen Osszekotd kapocs a placentaris diszfunkcid és az
anyai endothel diszfunkci6 kozott.

A TGF-B sejtfelszini receptorabol eredé sEng (CD105) szérumszintje
praeeclampsiaban az sFlt-1-hez hasonlé mintazatot mutat, a faktor allatmodellben
felerdsiti az sFIt-1 endothelkarosité hatasat, sulyos praeeclampsia-szeri szindromat
létrehozva [103]. A sEng szintje az sFlt-1-hez hasonloan hetekkel a klinikai tiinetek

kialakulasa eldtt megemelkedik [104, 105]. Praeeclampsias nodkt6l szarmazo
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placentabol nyert trophoblast sejtkultira megndvekedett sEng és sFlt-1 expressziot
mutatott mind normoxids, mind hypoxias koriilmények kozott normal trophoblastokhoz
képest [106]. A fenti hasonldsag kozds upstream reguldciot feltételez a két faktor
esetében.

A VEGF/PIGF utvonalak szignalizaciés zavaranak jelent0ségét praeeclampsidban
tovabbi megfigyelések is aldtdmasztjdk. A VEGF egyik alapvetd funkcidja az
endothelsejtek stabilizacidja, amely szerepe kiilondsen fontos a vese glomerulus, mé;j és
agy fenesztralt endotheliumédban [107]. A human onkoterdpids vizsgalatok soran
alkalmazott érfejlodést gatld anti-VEGF kezeléseknél a praeeclampsianak megfeleld
karakterisztikat mutatd proteinuria, magas vérnyomds ¢€s a glomerularis endothel
antagonizmus hatésait, egyben megerdsiti az azonos hatdsu sFlt-1 korosan magas
szérumszintjének patognosztikus szerepét. A PIGF fizioldgids szerepe kevésbé
tisztdzott, azonban feltételezhetden angiogenesist stimuldlo hatdssal bir az ischaemia,
gyulladds vagy sebgyogyulas folyamataiban [109]. Terhes patkanyokban a VEGF és
PIGF egyiittes gatlasa sziikséges praeeclampsia-szerli tlinetek kivaltasdhoz, amely az
sFlt-1 altal okozott PIGF galtas szerepét hangsulyozza az endothel diszfunkcio
kialakulasaban [96].

1.1.4.3. A placentaris tormelék hipotézis

A placentaris praeeclampsia kialakulasdban az antiangiogén tulsuly mellett egyéb
folyamatok szerepét is feltételezik. Az oxidativ stressz hatasara a lepényben apoptotikus
¢s nekrotikus folyamatok indulnak meg, amelyek a syncytialis struktara felbomlasdhoz
vezetnek [110]. Ennek kovetkeztében az intervillézus térbdl placentaris trophoblast
tormelék keril az anyai keringésbe, amely syncytiotrophoblast membran
mikropartikulumokat, cytokeratin fragmentumokat, szolubilis magzati RNS-t és DNS-t,
valamint cytotrophoblastokat is tartalmaz [111]. Ezen térmelék proinflammatérikus
hatdsu, és mennyisége megndvekedett praceclampsiaban [77, 112], amely az angiogén
faktorok mellett a betegség kialakuldsanak masik lehetséges utvonalat feltételezi; ez a

placentaris tormelék hipotézis (,,placental debris hypothesis”).
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1.1.4.4. Maternalis praeeclampsia

A fentiekben bemutatott placentaris praeeclampsia tipussal szemben maternalis
praeeclampsia esetében a kivaltd ok (egészséges lepény mellett) az anyai szervezet
koros gyulladasos reakciokészsége [113]. Ezen esetekben jellemzé valamely
predisponalo, szisztémas gyulladassal vagy microvascularis karosodassal jaro kronikus
megbetegedés jelenléte, um. obesitas, diabetes mellitus, hypertonia vagy egyéb artérias
betegség [77]. Ez esetben a terhesség egyfajta metabolikus és vascularis stressz
tesztként jelenik meg, amely koérosan magas valaszreakciot kivaltva eredményezi a

praeeclampsia kialakuldsat.

1.1.5. Klinikai megjelenés

Az eldbbiekben felvazolt patofiziologiai utvonalak lényegében egy koéros vaszkularis
valaszreakciohoz vezetnek, amely szisztémas gyulladas kialakulasat jelenti. A folyamat
része a vaszkularis ellenalldas megnovekedése, a fokozott thrombocyta aggregacio és az
alvadasi rendszer aktivacioja, valamint altalanos endothel diszfunkcié [114]. A klinikai
szindroma elkiilonithetd anyai (maternalis) €s magzati (fetalis) szindromadra: az eldbbire
jellemzd a hypertonia és proteinuria, illetve egyéb esetleges multiszisztémas eltérések;
az utdbbira a magzat novekedésbeli elmaradasa, csokkent amnialis folyadékmennyiség
és elégtelen magzati oxigenizacid [3, 113, 114]. Az anyai tiinetegyiittes esetében
jelentés az eltérés a terminuskozeli idészakban fellépd, kimutathatdé magzati eltérést
nem eredményezd praeeclampsia, €s a korasziiléssel, alacsony sziiletési sullyal jaro
forma kozott [113, 115]. Fontos elkiilonitési szempont a betegség megjelenési ideje,
amely szerint megkiilonboztethetd korai praceclampsia (a 34. betoltott terhességi hét
elott fellépd tiinetek esetén), és késdi praeeclampsia (terminus elétt, vajudas alatt, vagy
postpartum megjelenés esetében) [8, 115].

A betegség altalanos diagnosztikus kritériuma a varanddssag 20. hetét kovetden
fellépd hypertonia (140 Hgmm-es vagy azt meghalado systolés, vagy 90 Hgmm-es vagy
azt meghalado diastolés vérnyomadsérték eldzetesen normotenziv nékben, legalabb két
alkalommal, hét napon beliil, de minimum 4-6 ora kiilonbséggel mérve [3]) és
proteinuria (vizeletben megjelend legalabb 300 mg fehérje 24 6ra alatt) fellépte. A
korabban fennallé hypertonia talajan kialakuld betegséget rarakddasos (superimposed)

praeeclampsiaként kiilonboztetik meg, amely rendszerint rosszabb anyai és magzati
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morbiditdsi, mortalitasi kovetkezményekkel jar [114]. Emellett a korkép atipusos
formdja megjelenhet a 20. terhességi hét elott, a két fo tiinet egyikének ©nallo
diagnozis felallitasat [116].

A praeeclampsia sulyos formaja (praeeclampsia gravis gradus) diagnosztizalhato,
amennyiben a hypertonia és/vagy proteinuria sulyos forméja jelenik meg (hypertonia
esetén >160 Hgmm systolés vagy >110 Hgmm diastolés értek; illetve 5 g/24 ora, vagy
eltérések jelenlétében, um. tiid6oedema, cynosis, szivelégtelenség, hyperreflexia,
perzisztens vagy sulyos kdzponti idegrendszeri zavarok (megvaltozott mentalis statusz,
fejfajas, lataszavar vagy vaksag), oliguria (<500 ml/nap vizelet), 100 000/mm’ alatti
thrombocytaszam, valamint koéros majenzimszintek ¢és epigastrialis fajdalom

megjelenésekor [3, 117, 118].

1.1.6. Terapia

A praeeclampsia kezelésének kiilonb6zo alkalmazott €s kutatds alatt 4ll6 formai kiviil
esnek jelen dolgozat témajan, ezért a terapias megoldasokrol csupan rovid attekintés
formdjaban esik sz6. Napjainkig a betegség egyetlen definitiv terdpidja a sziilés
indukalasa, ezaltal a magzat és a placenta vilagra segitése [24, 46, 81]. Minden egyéb
beavatkozas az anya és a magzat védelmére iranyul, figyelembe véve az anyai és
magzati karosoddsok minimalizalasat €s a magzat intrauterin fejloddésének idében minél
tovabbi biztositasat. Ennek értelmében érett, terminuskozeli allapotban a sziilés
meginditdsa a valasztandd Ut, mig éretlen/kora magzat esetén a sziilész feladata a
korasziilés €s a sziilés halasztasa kovetkeztében potencialisan kialakuld szovédmények
kockézata kozotti mérlegelés [119]. A praececlampsia kezelésének fobb szempontjait és
1épéseit a 3. abra foglalja 0ssze.

A sziilésinditas eldtt alkalmazott expektans (varakozo, kivard) kezelés fo elemei az
akut hypertonids krizis és a gorcsroham prevencidjara iranyulnak. Antihipertenziv
szerek csokkentik a sulyos hypertonids roham kockazatat, azonban a betegség
természetes lefolyasat nem valtoztatjdk meg [3], ennek megfelelden nem mutattak ki
érdemi valtozast a magzati perinatalis haldlozas, a korasziilés €és az alacsony sziiletési

suly értékeiben [120]. A stlyos gorcsrohammal jelentkezd eclampsia megeldzésére

18



DOI:10.14753/SE.2016.1883

magnézium-szulfat addsa javasolt, amely a diazepamhoz képest 52%-kal, a

phenytoinhoz képest 67%-kal eredményesebben csokkenti a gorcs kialakuldsanak

aranyat [121, 122].
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3. ébra. A praeeclampsia terapias stratégiaja [24]
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1.2. Az endocannabinoid rendszer

1.2.1. Az endocannabinoid rendszerrdl altaldban

Bar a Cannabis sativa (kender) tulajdonsagait évszazadok oOta ismerték szamos
kultirdban, a hatasaért felelés f6 komponensét, a A’-tetrahidrokannabinolt (THC) csak
1964-ben izolaltak. Lipofil természete miatt feltételezték, hogy pszichotrop aktivitasat
nem specifikus receptoron, hanem a membranfluiditds megvaltoztatasan keresztiil fejti
ki, azonban a ’80-as évek kozepén szamos szelektiv hatdsara deriilt fény, amelynek
nyoman aktiv kutatas indult a cannabinoid receptor utan. Végiil az 1980-as évek végén
fedezték fel az elsé cannabinoid receptort (CB1), majd 1993-ban a mésodikat (CB2)
[123-125]. Ezen kutatdsokkal parhuzamosan, 1992-ben azonositottdk az elso,
cannabinoid hatassal bir6 endogén molekulat, az anandamidot [126], ezzel Iényegében
felfedezve az endocannabinoid rendszert (endocannabinoid system, ECS).

Az endocannabinoidok (eCB-k) a THC-val megegyez6 hatast, endogén termelddo
lipid mediatorok. Eddig leginkdbb ismert €s kutatott tagjaik az anandamid (N-
arachidonoiletanolamin, AEA) ¢és a 2-arachidonoilglicerol (2-AG), azonban a
rendszernek szadmos tovabbi molekulaja ismert, koztiik a virodhamin, noladin-éter, N-
arachidonoildopamin (NADA), illetve tovabbi, a CB1 és CB2 irant jelentdsen kisebb
affinitasti, azonban endocannabinoid-szeri aktivitassal rendelkezé tagok, um. a
palmitoiletanolamin (PEA) és oleoiletanolamin (OEA), amely utobbiak feltételezhetden
az endocannabinoid katabolizmus gatldsaval is erdsitik hatdsukat (4. dbra) [123, 127].

Jelen ismereteink szerint az endocannabinoidok lokalis igény szerint (,,on demand”)
szintetizalddnak, els6ésorban membran foszfolipid prekurzorokbol [128]. Bar az
anandamid szintézise tobb utvonalon is megvalosulhat, a termelés nagyjaért az N-
arachidonoil-foszfatidil-etanolamin-specifikus foszfolipdz-D (NAPE-PLD) felel; ez
egyben a szintézis sebességmeghatarozo 1€pése (,,rate-limiting step™) is [129, 130]. A 2-
AG termelés az sn-1-diacil-glicerol-lipaz (DAGL) ¢és azt kovetden egy specifikus
foszfolipaz-C kozremiikodésével torténik [131]. Az endocannabinoidok sejtbe torténd
felvétele még nem teljesen tisztazott utvonalon, feltételezhetéen valamilyen
,endocannabinoid membran transzporter” (EMT) segitségével torténik, ahol
bekovetkezik inaktivacidjuk és katabolizmusuk: az anandamid esetében a lebontasért
felelos f6 enzim a zsirsav-amid hidrolaz (fatty acid amide hydrolase, FAAH), mig a 2-

AG lebontasat egy specifikus monoacil-glicerol-lipaz (MAGL) végzi (5. dbra), a
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végtermekek az anandamid esetén arachidonsav és etanolamin, 2-AG esetén pedig
arachidonsav és glicerol [132, 133]. A lebontdsban kisebb szereppel, de tovabbi
enzimek is részt vesznek, igy a ciklooxigendz-2 (COX-2) és mas lipoxigenazok (LOX),
valamint a citokrom P450, amely ezéltal prosztaglandin-etanolamidok, prosztaglandin-

gliceril-észterek €s hidroxi-anandamid molekulak termelédéséhez vezet [134-136].

Major endocannabinoidok:

OH
O\

H

N-arachidonoiletanolamin
(anandamid, AEA)

2-arachidonoilglicerol (2-AG)
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4. abra. Az endocannabinoid rendszer effektor molekulai (sajat szerkesztés)
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5. dbra. A major endocannabinoidok szintézise, receptoraik és katabolizmusuk. [137]
(NAPE-PLD: N-arachidonoil-foszfatidil-etanolamin-specifikus foszfolipaz-D;
DAGL: sn-1-diacil-glicerol-lipaz; 2-AG: 2-arachidonoilglicerol; EMT:
endocannabinoid membran transzporter; TRPV1: 1-es tipusu vanilloid receptor; CB:
cannabinoid receptor; GPR55: G-protein kapcsolt receptor 55; FAAH: zsirsav-amid
hidrolaz; MAGL: monoacil-glicerol-lipaz)

Az endocannabinoid ligandok hatdsukat elsdsorban a heptahelikélis, G-fehérje
kapcsolt cannabinoid CB1 ¢és CB2 receptorokon keresztiil fejtik ki, amelyek G,
fehérjéket aktivalnak [138]. A kozelmultban emellett kimutattak egyes cannabinoid és
nem-cannabinoid ligandok GPRS55-fehérjéhez vald kotddését, amelyet egyesek uj,
harmas tipusti cannabinoid receptorként (CB3) emlegetnek [139, 140]. A két elobbi
receptor anatomiailag erdsen eltérd eloszlast mutat az emberi szervezetben: a CBI1
elsésorban a kdzponti idegrendszerre lokalizalt, emellett megtalalhatd a mellékvesében,
szivben, uterusban, herében és majban; mig a CB2 féleg az immun- és haematopoeticus
sejtekre korlatozottan, illetve a lépben van jelen [141]. A cannabinoid receptorok
mellett az anandamid kotddését figyelték meg a nem szelektiv kation csatorna 1-es
tipusu vanilloid receptorhoz (transient receptor potential vanilloid 1, TRPV1), valamint
még Ujabban sejtmagi peroxiszoma proliferator-aktivalt receptorokat (PPAR) is
azonositottak, mint fiziologias endocannabinoid kotési célpontot [142, 143]. Az

endocannabinoidok emellett eltérést mutatnak a receptorok iranti affinitasukban is: a
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szovetekben egyébként 10-100-szor nagyobb koncentracioban kimutatott 2-AG
magasabb affinitdssal kotédik a CB1 és CB2 receptorokhoz, mint az anandamid [123,
130].

3. tdblazat. Az endocannabinoidok altal aktivalt szignaltranszdukcios utvonalak [144]

Receptor Hatas

CBI1 ¢és CB2 | Adenilat-ciklaz

1 Fokalis adhézios kinaz (FAK) és mitogén-aktivalt
protein kinaz (MAPK)

1 ERK, p38 (CB1-en keresztiil) és PI3K/Akt (CB2-n
keresztiil)

1 K'-csatornak

| Ca**-csatornak
GPR55 1 Intracellularis [Ca®']

1 RhoA, Rac és Cdc42

1 ERK foszforilacio

TRPV1 1 Intracellularis [Ca®']
1 Kaszpazok
1 Citokrom C felszabadulas
1 Mitokondrialis uncoupling
1 Pro-apoptotikus kinazok
PPARs 1 ROS
1 Tirozin-kinazok

1 Adiponektin és lipoprotein-lipazok

Az endocannabinoidok altal aktivalt receptorok szignalizacios Utvonalait Battista és
mtsai munkaja alapjan a 3. tabldzat foglalja 6ssze. Ezek koziil kiemelend6 a kiilonb6zo
(N-, P/Q- és L-tipusa) Ca*'-csatornak gatlasa, illetve az adenilat-ciklaz gatlasan
keresztiil cAMP-szint csokkentd hatasuk, amely a K'-csatorndk csokkent
foszforilacidjdhoz vezet. Az endocannabinoidok részt vesznek a fokalis adhézids kinaz
€s a mitogén-aktivalt protein kindz-kaszkad aktivalasaban is [145]. Az eddig leirtak
mellett a kordbban emlitett PPAR-aktivacion keresztiil az endocannabinoidok hosszu

tavl hatast is kifejtenek genom-szintli és rapid nem-genom-szintli valtoztatasok utjan,
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szemben a ,klasszikus™ sejtfelszini receptorok altal aktivalt utvonalakkal. A PPAR-ok
tobbek kozt a lipidmetabolizmus, energiaegyensuly, taplalkozasi magatartas, cirkadian
ritmus ¢és tovabbi rendszerek szabalyozasaban vesznek részt [143]. Ebbdl adodoan az
endocannabinoid rendszer miikddése a szervezet szamos fiziologias €s patologias
folyamatdhoz kapcsolodik, tobbek kozott az étvagy, a malignus folyamatok,
cardiovascularis betegségek, a fertilitds, immunfunkciok, memoria, neuroprotekcid és
fajdalom modulacio befolyasolasdhoz [144].

Kimutattdk, miszerint a CB1 receptor (a CB2-es tipussal ellentétben) tigynevezett
,lipid raftokhoz” (LR) kapcsoltan jelenik meg a sejtfelszinen, ezaltal az utobbiak
képesek a CB1-szignalizaci6 befolyasolasara. A LR és CB1 kozotti kapcsolatot ugyanis
meghatarozza a sejtmembran koleszterintartalma: koleszterinben gazdag sejtmembran
esetében csokken a CB1 és LR kozotti kapcsolat, ezaltal a G-fehérjéken keresztiili
szignalizacio aktivitasa [146]. Emellett a raftok koleszterin deplécié kovetkeztében
bekovetkezd diszrupcidja megzavarja az anandamid-indukalta CB1 endocitozist, az
utobbi lizoszomaba torténd transzportjanak csdkkenését okozva. Mindezek alapjan a
lipid raftok potencialis regulacios feliiletet nyujthatnak a CB1 szignalizacid
befolyéasolasara, valamint feltételezhetden szerepet jatszanak az intracellularis
tranpszortban is [147, 148].

Bar az endocannabinoid rendszer elemei testszerte expresszalodnak és
kimutathatdéak, genetikai ablacidjuk vagy gyogyszeres blokkolasuk egészséges
allatokban kevés kovetkezménnyel jar, amelybdl kovetkeztethetd, hogy ténusos
aktivitasuk minimalis vagy teljesen hidnyzik fiziologias koriilmények kozott [149].
Ezzel szemben kiilonbozd patoldgias allapotokban a cannabinoid tonus emelkedése
vagy csOkkenése kovetkezik be. Ekkor a megvaltozott ECS aktivitds lehet atmeneti
jellegli, a szervezet kompenzatorikus mechanizmusainak része (pl. adott betegségek
tiineteinek csokkentése vagy a progresszid lassitasa céljabol); mas esetben viszont

patologias, vagy adott deficienciat jelzo jelenség [150].
1.2.2. Az endocannabinoid rendszer cardiovascularis vonatkozasai

Az endocannabinoidok cardiovascularis rendszerre gyakorolt hatdsa elsdsorban a

vérnyomas ¢és a myocardialis kontraktilitds csokkentésében nyilvanul meg, amelyek
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elsédlegesen a myocardiumban, érfalakban ¢és koOzponti, valamint autonéom
idegrendszerben lokalizalt CB1 receptorok altal medialt folyamatok [149].

Mig a CBI aktivacio stressz szignalizacio és kovetkezményes sejthaldl indukéalasan
keresztiil csokkenti a kontraktilitdst, a CB2 receptorok ingerlése nem jar karos
haemodinamikai kovetkezményekkel [151-153]. Az el6z0 alfejezetben emlitetteknek
megfeleléen az endocannabinoid rendszer mikodésének valtozdsa egészséges
allatokban nem jar jelentds cardiovascularis valtozasokkal: CB1-, CB2- vagy FAAH-
kititott egerek normal vérnyomasértékeket és myocardialis kontraktilitast és/vagy
baroreflex-érzékenységet mutattak [150].

Az endocannabinoidok hypotenziv hatdasa szdmos kiilonb6zo, szovet- ¢és
fajspecifikusan eltérd utvonalon érvényesiil, és magaban foglal CB1 és TRPVI
receptor, valamint NO-dependens és -independens mechanizmusokat, illetve eddig nem
tisztazott endothelialis utvonalakat is [154]. Els6sorban az anandamid vazorelaxans
hatasat vizsgaltdk, amely tobb parhuzamos mechanizmus eredményeként jon létre.
Elsdként a CB1 receptor kozvetlen aktivalasanak vérnyomdascsokkentd hatdsat mutattak
ki [155], késobb azonban felfedezték, hogy az anandamid degradacio gatlasa
hatdsosabbnak bizonyult hypotensio eldidézésében a direkt aktivalasnal [156]. Ebbdl
kiindulva kimutattdk a molekula TPRV1 receptoron kifejtett (CB1 receptortol
fliggetlen) hypotenziv hatasat, amely perivascularis neuronokon vazodilatacids peptidek
felszabaditasaval érvényesiil [157]. Tovabbi, hypotensiot eredményezé anandamid
hatasmechanizmus az indukalhaté NO-szintaz (inducible NO synthase) expressziojanak
¢s aktivitasanak fokozasa [158]; valamint az agyi keringésben a vascuralis simaizmok
L-tipusu kalcium csatornainak kozvetlen gatlasdn keresztiil a kalciumszint csokkentése
[159].

Az elézdekben leirt hatdsokon kiviil a kozelmultban szoros korrelaciot mutattak ki a
magas anandamid és 2-AG szint, valamint az atherosclerosis kozott [160]. Eszerint
instabil anginaval rendelkezd betegek coronaria atheromaiban jelentésen magasabb
CB1 receptor mRNS expressziot taldltak a stabil angindban szenveddkhoz képest; a
legsériilékenyebb, magas lipid- és makrofagtartalmu plakkok kifejezetten gazdagok
voltak CB1 receptorokban. Ezzel 6sszhangban kisérletes koriilmények kozotti a CB1
gatlas csokkentette a gyulladast és oxidansok felszabaduldsat cukorbeteg alanyokban

[161]. Az elébbiekkel szemben kimutattak, hogy a CB2 receptor szelektiv aktivalasaval
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csokkenthetd az atheroscleroticus gyulladas: CB2 agonistdk alkalmazasa csokkenti a
kemokin-receptor expressziot ¢és kemotaxist (amely folyamatok atheroscleroticus

plakkokban fokozottak), valamint gatolja a TNF-o-medialt endothelsejt aktivaciot,

crcr

crer

Végezetiil megemlitend0 még az ECS cardioprotektiv hatasa: izolalt patkénysziv-
modellen a 2-AG ¢és a PEA csOkkentették a myocardialis infarktus kiterjedését (az
elobbi feltételezhetéen elsdédlegesen a CB2 receptor, mig az utobbi a PPARa
aktivacidjan, a MAPK ¢és ERK1/2 protektiv foszforilaciéjan és méas endocannabinoidok
aktivitdsanak novelésén keresztiil) [164, 165]. Az anandamidnak hasonld jotékony

hatasa nem volt kimutathato.

1.2.3. Reprodukcid és az endocannabinoid rendszer

Napjainkra jelentds tudomanyos irodalom 4ll rendelkezésre arr6l, hogy az
endocannabinoidok a reprodukcios folyamat szinte minden fontosabb Iépésében
szerepet jatszanak. A terhesség korai szakaszanak endocannabinoid rendszerhez k6t6do
egyes folyamatait a 6. dbra mutatja be. Emlésokben CB1 és CB2 receptorok jelenlétét
azonositottak az oocytaérés minden fazisaban, valamint lokalizaltdk a NAPE-PLD ¢és
FAAH enzimeket a szekunder és késobbi folliculus staddiumokban [166]. Tovabba
infertilitdssal kezelt nOkben kimutattdk, hogy az anandamid koncentracid szorosan
korrelal az oocytdk érettségi fokaval és mindségével [167]. Az endocannabinoidok
folliculogenesisben betoltott modulald szerepének pontos molekularis mechanizmusa
napjainkig még nem teljesen tisztazott, THC-hatas elemzése alapjan feltételezhetd
azonban, hogy a gonadotropinszintek befolyasolasan keresztiil, illetve a CBl-en
keresztiili cAMP-szint szabalyozasa altal hatnak [168, 169]. Mindkettd esetben a magas
endocannabinoid koncentraci6 az oocytaérést hatraltatja.

Az ECS a n6i mellett a férfi gametogenesisben is szerepet jatszik. Szintén THC-vel
végzett kutatdsokban mutattdk ki a cannabinoidok spermium motilitast és ¢letképességet
kozvetlen gétld hatasat in vitro [170], valamint az LH és FSH-felszabadulas gatlasan
keresztiil a spermatogenesis és tesztoszteron-termelésben betoltdtt inhibitoros szerepét

[171, 172]. KésObb az anandamid hasonld, spermium motilitast csokkentd tulajdonsagat

26



DOI:10.14753/SE.2016.1883

azonositottak, ezen tulmenden pedig kimutattadk, hogy CB1 ¢és TRPV1 receptorokon

keresztiil gatolja a kapacitaciot és akroszoma-reakciot [173-175].
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6. abra. Sematikus vazlat az endocannabinoid regulacio lehetséges zavarairdl a

terhesség korai szakaszaban, Fonseca munkdja alapjan. [123]

A fertilizaciot kovetden az endocannabinoidok tovabbi kiemelt szerepét is
kimutattak. Egérkisérletekben egyértelmiien bizonyitottak, hogy a blastocysta megfeleld
fejlodéséhez alacsony anandamid koncentracid sziikséges, ezért mar a kétsejtes
stddiumban kimutathato az FAAH expresszioja, amely a fejlddéssel parhuzamosan
er6sodik [176]. Kiemelt szerepet tulajdonitanak az endocannabinoid rendszernek az
oviductalis transzportban is, amelyre utal, hogy CB1-kiiitott egerekben a morula vagy

blastocysta hosszabb iddre a petevezetékben rekedt, valamint ectopids terhességen
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atesett nOkben szignifikdnsan alacsonyabb CB1 transzkripcids szinteket mértek [177,
178].

A CBI1 receptor aktivaciojanak decidualizaciot gatld hatdsat mutattdk ki human
sejtekben, amely feltehetden cAMP-dependens apoptotikus folyamatokon keresztiil
érvényesiil — ez esetben az anandamid és 2-AG proapoptotikus hatasa jelenik meg

[179]. Ugyanakkor megfigyelték az endocannabinoid rendszer stromasejtek

crcr
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potencialis szerepét fokozott endometrialis invazivitassal jard korképek esetében.

Tobb kozlemény szamol be az endocannabinoidok implantaciot szabalyozo
tulajdonsagarol, ezen beliil kiemelt tekintettel az anandamid uterus ,receptivitési
id6ablakat” befolyasold szerepérdl [123, 130, 181]. A blastocysta uterusiiregbe valo
belépésekor kitetté valik a lokalis anandamid koncentracionak: alacsony
koncentracioban az anandamid az ERK szignalizaciot aktivalja, valamint serkenti a
koncentracioban viszont a Ca®  influx gatlasa valik dominanssa [182]. Ezzel
Osszhangban allatkisérletekben alacsony anandamid ¢és magas FAAH szinteket
azonositottak az uterus implantacios oldalan [183], mig az inter-implantacids oldalon
forditott értékeket mértek. Ennek értelmében az alacsony lokalis anandamid
koncentracio noveli az uterus blastocysta iranti receptivitasat, mig a magas koncentracio
embryotoxikus, csokkent trophoblast proliferaciot ¢€s sikertelen implantaciot
eredményez [184, 185]. A megfeleléen alacsony anandamid szintet a NAPE-PLD ¢és
FAAH altal biztositott szoros regulacid biztositja [186].

Az implantaciot kovetden meginduld placentacid sordn ennek megfelelden az elsd
trimeszterben magas FAAH expressziot mértek az anyai vérhez kozeli rétegekben 1évo
trophoblastokban, amely felteheten a magzat védelmében jatszik szerepet a magas
anyai anandamid szinttel szemben [187]. A placenta fejloddése sordn mind a
cytotrophoblastok, mind a syncytiotrophoblastok expresszaljak a masik major
endocannabinoid, a 2-AG szintéziséért és hidroliziséért felelos, korabban leirt MAGL és
DAGL enzimeket [188]. Utdbbiak a 2-AG lokalis szintjének szabalyozasaért felelnek:

az emelkedett 2-AG szint in vitro megzavarja a cytotrophoblastok
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megfigyelés megerdsiti az endocannabinoid rendszer placentatioban betdltott
szerepének fontossagat [189].

Taylor és mtsai meghataroztak az anandamid plazmaszintjének valtozasat a terhesség
elorehaladtaval, amelynek sordn azt tapasztaltak, hogy az alacsony plazmaszint a
harmadik trimeszterben emelkedni kezd, majd a vajudas meginduldsakor kettd-
négyszeresére emelkedik [190]. Allatkisérletek megerdsitették ezt a jelenséget, ahol
feltételeztek, hogy az anandamid szint emelkedése Osszefliggésben all a decidua
apoptozis-indukalta regresszidjaval, ezaltal szerepe lehet a vajudas megindulasdban
[191]. Ezzel 6sszefiiggésben ragcsalokban kimutattak, hogy a terhesség soran emelkedd
endocannabinoid szint a metabolizaldo FAAH enzimek véltozatlansaga mellett, a NAPE-
PLD enzim fokoz6do aktivitasdnak koszonhetd [123]. Legujabb kutatdsok szerint az
anandamid in vitro csokkenti a human cytotrophoblast sejtek viabilitasat, apoptdzisra
jellemzd morfoldgiai elvaltozasokat és a kaszpaz-3/7, illetve 8 és 9 enzimek aktivaciojat
okozva [192].

A vajudéas megindulasdban kozponti szereppel bir a progeszteron €s a corticotropin-
releasing hormon (CRH): az eldbbi esszencidlis jelentdségli a myometrium nyugalmi
allapotdnak megdrzéséhez terhesség alatt; szintcsokkenése jellemzden a sziilés
meginduldsat eredményezi. Allakisérletek alapjan a fiziologids endocannabinoid
jelatvitel fontos szerepet jatszhat a vajidas megindulasa elotti progeszteron/6sztrogén
arany megoOrzésében [193]: CBI1-kiiitott egerekben a szérum progeszteron szint 1do
elotti csokkenését, ezaltal korasziilés magasabb aranyt eléfordulasat mutattak ki [194].
Bizonyitottdk azt is, miszerint az endocannabinoidok CB1 receptoron keresztiil
fokozzak a COX-2 expressziot, ezaltal a prostaglandin E, termelést human
magzatburokban [195]. A prostaglandin E ¢és F pedig fontos szabalyozo funkciot tolt be
a méhkontrakciok kialakulasdban vajidés alatt a myometriumban talalhato
prostaglandin receptorokon keresztiil [196]. Ezzel 6sszhangban korreldciot mutattak ki
az anandamid szint és a vajudas meginduldsa kozott: szignifikdnsan magasabb plazma
anandamid koncentraciot mértek vajudé nékben nem vajudokhoz képest [197], valamint
jelentdsen magasabb CB1 expressziot mutattak ki nem vajadé ndkbol vett
placentamintakban, vajudasban levé nék lepénymintaihoz viszonyitva. Eszerint a magas

anandamid ¢és alacsony CB1 expresszio feltétele a vajudas megfelelé idében torténd
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beindulasanak. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az emelkedett anandamid szint
korrelal tobbek kozt a korasziilés bekovetkeztével, bar pontos szerepe még nem

tisztazott a vajudasban.
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2. Célkitiizések

Napjainkra bizonyitast nyert, hogy az endocannabinoid rendszer kdzponti szerepet
jatszik a néi reprodukcios folyamatban, ide értve az implantéaciét, decidualizaciot és
placentaciot. Tobb tanulmény szamolt be a placentaris és periférids anandamid
szintek szoros korrelacidjarol spontan vetéléssel ¢€s ectopids terhességgel
Osszefiiggésben, emellett felmeriilt az anandamid vérnyomast szabalyozo
lehetséges szerepe is. Ezen tapasztalatok alapjan tanulmanyunkban az anandamid
szintek €s a praeeclampsia kozotti 6sszefliggésre kerestiink valaszt: meghataroztuk
egészséges varandos és praeeclampsids ndk szérum anandamid, sFlt-1 és PIGF
koncentracioit. A mért anandamid koncentracidkat emellett Gsszevetettiik a vizsgalt
alanyok praeeclampsia szempontjabol relevans klinikai paramétereivel.

A praeeclampsia patogenezisében kdzponti szerepet jatszo koros placentacid az
endocannabinoid rendszer lokalis szerepének vizsgalatat is indokolja. Ezért a
szérum anandamid szintek mellett meghataroztuk az endocannabinoid rendszer
tovabbi tagjainak, koztik a CB1 és CB2 receptorok, illetve az FAAH enzim
expressziojat egészséges ¢s praeeclampsias varandosokbol vett placenta mintakon.
Korabbi tanulmanyban leirtak az endocannabinoidok lokalis hatasdnak szerepét az
uterus receptivitdsanak és a trophoblastsejtek invazivitdsanak szabalyozasdban. A
fokozott lokalis endocannabinoid aktivitas (magas anandamid szint) a placentacio
zavarahoz, €s potencialisan praeeclampsia kialakulasdhoz vezethet. Ez alapjan a
szoveti expressziok meghatarozasa mellett a CB1 és CB2 receptorok, illetve az
FAAH enzim pontos lokalizacigjat vizsgaltuk egészséges terhesektdl ¢és

praeeclampsidban szenvedd ndktdl nyert placenta mintakon.
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3. Modszerek

3.1. A tanulmanyban részt vevok

A szérum anandamid, sFIt-1 és PIGF szintek meghatdrozasahoz 43 praeeclampsias és
71 egészséges, normal vérnyomasértékekkel rendelkezd, szovddménymentes varandost
vontunk be eset-kontroll vizsgalatunkba. A vizsgélati alanyok kivétel nélkiill a
Semmelweis Egyetem 1. sz. Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikajarol keriiltek
bevélogatasra, kaukédzusi rasszhoz tartoztak ¢és Magyarorszag azonos foldrajzi
¢letkor ¢és terhességi kor szerint illesztettiik. Kizard tényezd volt a tobbes terhesség,
kronikus hypertonia, diabetes mellitus, autoimmun betegség, angiopathia, vesebetegség,
anyai vagy magzati fert0zés €és magzati congenitalis rendellenesség. A mintavétel
¢hgyomorra tortént, az alanyoknal nem indult meg a vajudas és nem volt észlelhetd
burokrepedés.

A CBIl, CB2 ¢és FAAH expresszio ¢s lokalizacid0 meghatarozasdhoz 18
praceclampsids ¢és 18 egészséges, normal vérnyomasértékekkel rendelkezd,
szovOdménymentes varandost vontunk be az eset-kontroll vizsgélatba, minden mas
kritérium az el6z6 bekezdésben taglaltakkal megegyezo.

A praeeclampsia kritériumaként az eldzetesen normotenziv ndkben, 20. terhességi
hetet kovetden jelenetkezd magas vérnyomast (=140 Hgmm szisztolés vagy >90 Hgmm
diasztolés értek kettd vagy tobb alkalommal, legalabb hat 6ra kiillonbséggel mérve) és
proteinuriat (>0,3 g/24 ora vagy >1 keresztes vizelet gyorsteszt eredmény, hugyuti
fertézés hidnyaban) hataroztuk meg. Minden bevont praeeclampsids beteg esetében a
vérnyomasérték normal tartomanyba tért vissza a szilést kovetd 12. hétig. A
praeeclampsia sulyos formajat allapitottuk meg a kovetkezd értékek jelentkezésekor:
>160 Hgmm-es szisztolés vagy >110 Hgmme-es diasztolés vérnyomasérték, vagy 5 g/24
ora vagy afeletti értéket elérd proteinuria (vagy >3 kereszt a gyorsteszten). A 34.
terhességi hetet megeldzden jelentkezd praeeclampsiat korai kezdetiiként kategorizaltuk
(20. és 33. terhességi hét kozotti megjelenés) [36]. Intrauterin novekedési retardaciot
(IUGR) éllapitottunk meg, amennyiben az 0jsziilott sziiletési sulya a magyar sziiletési
sulypercentilis tablazat alapjan az adott korra és nemre meghatarozott 10 percentilis

értéket nem érte el [198].
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A vizsgélati protokollt a Semmelweis Egyetem Regionalis és Intézményi
Tudomanyos ¢s Kutatasetikai Bizottsdga hagyta jova, minden vizsgalati alany irasos
beleegyezd nyilatkozatot irt ald. A tanulméanyt a Helsinki Deklardcioban foglaltaknak

megfelelden végeztiik.

3.2. Szérumkoncentraciok meghatarozasa

A vérmintakat alkari vénabol, nativ csdvekbe vettilk hozzaadott adalékanyag nélkiil,
majd szobahOmeérsékleten 10 percig 3000 g-vel centrifugaltuk. Az alikvotokat
felhasznalasig -80 Celsius fokon taroltuk.

A szérum anandamid szinteket nagy teljesitményli folyaddékkromatografia-
tomegspektrometria (high performance liquid chromatography-mass spectrometry,
HPLC-MS) technikéval hatiroztuk meg. A szérum mintdbdl az analitot belsd standard
(100 ng/ml Ds-anandamid) hozzdaddsa utdn acetonitrillel extrahaltuk, majd
centrifugaltuk. A tiszta feliiliszot beparoltuk N, dramban, majd kezdeti eluensben
torténd visszaoldas utan HPLC-MS moddszerrel analizaltuk. A kvantitativ meghatarozas
gorbe segitségével tortént (0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30; 100 ng/ml anandamid). A HPLC
rendszer egy Jasco kétfazisu pumpabol €s egy Jasco autosamplerbdl allt. Az analitikai
mérést TSQ Quantum Discovery triple quadrupole tomegspektrométer segitségével
végeztik, electrospray ionizdcidés modszerrel, pozitiv ion modban. A kromatografias
elvalasztas Merck Purospher Star C18 oszlopon tortént gradiens elucioval (mobil
fazisok: 0,1% hangyasavat tartalmazé 100 mM ammonium-acetat és 0,1% hangyasavat
tartalmaz6 metanol 300 ul/min dramlasi sebességgel).

A szérum 0ssz sFIt-1 €s bioldgiailag aktiv PIGF szinteket elektrokemilumineszcens
immunoassay (Elecsys, Roche, Mannheim, Németorszag, Cat. No. 05109523 ¢és
05144671) technikaval hataroztuk meg, Cobas e 41l-es analizdtoron (Roche,
Mannheim, Németorszag). A szérum sFlt-1 koncentracigjdnak meghatarozasa
szendvics-elven alapult, a teljes vizsgalat iddtartama 18 perc volt. Az elsé inkubacio
soran (20 pl-es minta) immunkomplex képzddés zajlott le sFIlt-1-specifikus
monoklondlis biotinilalt antitest és ruténium komplexszel jelolt sFlt-1-specifikus
monoklondlis  antitest reakcidjaval. Ezt kovetden  sztreptavidinnel fedett

mikroszemcséket adtunk a mintdhoz, ahol a biotin és a sztreptavidin kotddésével a
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komplex a szilard fazishoz rogzilt. A reakciodelegyben képzddott magnesezhetd
mikroszemcséket elektroda fogta be ezutan a mérdkiivettabol, mig a kdtetlen anyagok a
ProCell-lel egyiitt tdvoztak a rendszerbdl. Ezt kovetden az elektrodat fesziiltség ala
helyeztiik, amely kemilumineszcens fénykibocsatast eredményezett, amely utdbbit
fotosokszorozdoval —mértiink. Az eredmények kalibracios gorbével keriiltek
meghatarozasra, amelyet késziilékspecifikusan, kétpontos kalibracidoval és reagens
vonalkodbol leolvasott mestergérbe hasznalataval generalt a késziilék.

A szérum PIGF koncentracié mérését az eldz6 bekezdésben leirt szendvics-elvhez
hasonldan végeztiik, a vizsgalat teljes idOtartama 18 perc volt. Az elsd inkubécid soran
az 50 pl-es mintdban immunkomplex képzddott PIGF-specifikus biotinilalt
monoklondlis antitest és a ruténium-komplexszel jelolt PIGF-specifikus monoklonalis
antitest reakcidjaval. A vizsgalat tovabbi része megegyezik az el6z6 bekezdésben

részletezettekkel.

3.3. Western blot és immunhisztokémia
A Western blot mérést a chorionlemeztdl a basalis lemezig terjedd, teljes vastagsagu
blokkokon végeztik a teljes placentaris CBl1, CB2 ¢és FAAH expresszio
meghatarozasanak céljabol. Homogenizator alkalmazasaval 10 ml 1izalé pufferben (10
mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, 10 mM EGTA, 2 mM DTT, 1 mM Na3VO,, 25 pg/ml
PMSF, 2,5 pg/ml Leupeptin, 2,5 pg/ml Aprotinin, 625 pM natrium-pirofoszfat, ImM (-
glicerofoszfat, 0,1% Triton) 1 g placentaszdvetet daraltunk, majd homogenizaltunk
haromszor 15 masodpercig. A homogenatumot 800 g-vel 15 percig, 4 Celsius fokon
centrifugaltuk, majd a pelletet eltavolitottuk. A feliiluszot -80 Celsius fokon taroltuk és
négy héten beliil felhasznaltuk. Az FAAH (AT1983a, egér monoklonalis antitest,
Abgent Inc., San Diego, Kalifornia, USA), CB1 (EB06945 kecske poliklonalis anti-
CBI antitest, Everest Biotech, Upper Heyford, Egyesiilt Kiralysag) és CB2 (EB06946
kecske poliklondlis anti-CB2 antitest, Everest Biotech, Upper Heyford, Egyesiilt
Kiralysag) expressziok human placentdban torténd meghatarozasahoz 60 pg-ot
hasznaltunk fel a kivont fehérjékbdl a Western blot analizishez.

A mintdkat 100 mM ditiotreitolt tartalmazd 2x Laemmli pufferben készitettiik eld és
vizfiirdoben forraltuk 15 percig. A fehérjét (60 ng) SDS-PAGE (9%) gélen valasztottuk

el, majd nedves transzferrel nitrocelluloz membranra vittik fel 90 percig. A
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nitrocelluléz membranra tortént fehérjetranszfer egyenletességét Ponceau S-sel
ellendriztiik. Gyengéd oblitést kovetden a membranokat szobahdmérsékleten egy oran
at blokkoltuk 0,1% Tween 20-at tartalmazd Tris-pufferolt sooldatban (TBST) oldott
10% (m/V) zsirmentes liofilizalt szaritott tejben, majd egy €jszakan at inkubaltuk CB1
vagy CB2 vagy FAAH elleni antitesttel. Az antitesteket TBST-ben oldott 1%-0s marha
szérum albuminnal higitottuk (CB1 1:1000, CB2 ¢és FAAH 1:500 aranyban). Ezt
kovetden a blotokat TBST-ben oldott HRP-konjugalt masodlagos antitestekkel
inkubaltuk 1 6ran at szobahdémérsékleten, majd ECL-Western blot detektald rendszerrel
vizualizaltuk (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Egyesiilt Kiralysag). A
specifikus savokat a mintakkal parhuzamosan futtatott egér here homogenatummal és
szines molekulasuly markerekkel azonositottuk. A membrant 60 Celsius fokon harminc
percig aztattuk stripping pufferben (100 mM 2-merkaptoetanol, 2% SDS ¢és 62,5 mM
TRIS-HCI, pH 7,6) a kotott ellenanyag levalasztasa végett, majd a membrant MAPK
antitesttel (1:1000) Gjrajeldltiik és az els6dleges ellenanyaggal mért denzitasi értékeket a
MAPKI1 sav denzitasi értékére normalizaltuk.

A Western blottal kapott denzitasi értékeket GELDOC 1.00-UV rendszerrel (Bio-
Rad, Hercules, Kalifornia, USA) kvantifikdltuk. A denzitometrids egységben levo
specifikus savok jeleit ugyanazon membran megfelel6 MAPKI1 sav denzitasi jelének
értékével korrigaltuk. A CB1, CB2 és FAAH savok normalizalt értékeit a normal
placentabol nyert értékek szdzalékaban fejeztiik ki.

Az immunhisztokémiai (IHC) festést 16 placentamintan végeztiik el mindkét vizsgélati
csoportbdl. Az anti-CB1 (GTX100219) és anti-CB2 (GTX101357) nyul poliklonalis
antitesteket a GeneTextdl (Irvine, Kalifornia, USA), az anti-FAAH (AT1983a) egér
monoklondlis antitesteket az Abgenttdl (San Diego, Kalifornia, USA) szereztiik be. A
Western blothoz képest tortént valtast a CB-antitesteket érintéen a régebbi antitestek
IHC technologiaval vald inkompatibilitasa indokolta. A placentablokkokbdl metszett, 3
um vastag metszeteket SuperFrost Ultra Plus Adhesion Slides (Thermo Scientific,
USA) targylemezekre vittiik fel, majd 1 6ran at 56 Celsius fokon, azt kovetden 24 orat
szobahdmérsékleten szaritottuk felhasznalas eldtt. Az immunfestést Leica BOND-MAX
fully automated IHC & ISH system (Leica Biosystems, St. Louis, Missouri, USA)

berendezéssel, Bond Polimer Refine Detection kit (Leica Biosystems) felhasznalasaval
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végeztiik. Utobbi tartalmazta a peroxid blokkoldt (3% hidrogén-peroxid), poszt-primer
polimer penetraciofokozot (Tris-pufferolt sdoldatban és 0,09%-o0s ProClin™ 950-ben
oldott 10% allat szérum), Poly-HRP anti-egér/nytl IgG polimert (mindkettét 8 pg/ml
higitasban, Tris-pufferolt sooldatban és 0,09%-0s ProClin™ 950-t tartalmazva), DAB
Part 1-et (66 mM 3,3’-diaminobenzidin-tetrahidroklorid, stabilizalé oldatban), DAB
Part B-t (0,05%-0s hidrogén-peroxid, stabilizalo oldatban) és hematoxilint (0,02%). A
metszeteket haromszor viasztalanitottuk Bond Dewax Solution (Leica Biosystems)
oldattal 72 Celsius fokon, majd alkoholsorban rehidraltuk harom Iépésben, végiil
pufferoldatban mostuk (Bond Wash Solution, Leica Biosystems). A CB1, CB2 ¢és
FAAH antigén el6hivast Leica Bond Epitope Retrieval Solution 2 (pH 9,0) oldattal valo
20 perces inkubalassal végeztiik. Az elsddleges antitesteket Bond Primary Antibody
Diluent (Leica Biosystems) oldatban higitottuk 1:1000 aranyban a CB1 és CB2,
valamint 1:1200 aranyban az FAAH esetében. A metszeteket az elobbi oldatokkal 20
percig inkubaltuk, majd Ujabb 15 percig a poszt-primer polimerrel. Pufferoldattal és
ionmentesitett vizzel torténd mosast kovetden peroxid blokkoldval harom percig
inkubdlva blokkoltuk a peroxiddz aktivitast. Tovabbi pufferoldatos és ionmentesitett
vizzel tortént mosast kovetden kevert DAB oldatot adtunk a metszetekhez 10 percig,
majd ezt kdovetden haromszor mostuk a mintdkat ionmentesitett vizzel, végiil 4 percig
inkubaltuk hematoxilinnel. Az eldbbiekben leirt minden 1épés kozott Leica Wash
Solution 10x Concentrate (higitasi ardny 1:9) oldattal mostuk a metszeteket. Pozitiv
kontrollként human kisagyi szovetet alkalmaztunk.

A metszetekrdl késziilt képeket AxioCam Icc 1 kameraval felszerelt Zeiss
Axiolmager A2 mikroszkoppal (Carl Zeiss Ltd., Thornwood, New York, USA)
készitettlik, az elkészitéshez AxioVision fényképez6 és képfeldolgozd szoftvert (4.8.2.
verzid, Carl Zeiss Ltd.) alkalmaztunk. A képek 200x-os és 400x-0s nagyitas mellett

késziltek.

3.4. Statisztikai analizis

A folyamatos valtozok eloszlasat Shapiro-Wilk-féle W-teszttel hataroztuk meg.
Tekintettel arra, hogy azok nem mutattak normalis eloszlast, nem-paraméteres
statisztikai moddszereket alkalmaztunk. Két csoport folyamatos valtozoinak

Osszehasonlitdsait Mann-Whitney-féle U-teszttel végeztiikk. A csoportok kategorikus
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valtozoinak Osszefiiggését Fisher-féle egzakt és a Pearson-féle y” teszttel vizsgaltuk. A
korreléacids koefficiens szamitdsdhoz Spearman-féle rangkorrelaciot végeztiink. Mivel a
szérum anandamid, sFlt-1 és PIGF értékek nem mutattak normalis eloszlast, a
kovariancia analizist (ANCOVA) logaritmusosan transzformalt adatokkal végeztiik.

A statisztikai analizishez az alabbi szoftvereket alkalmaztuk: STATISTICA (11.
verzid, StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA) és Statistical Package for the Social
Sciences (version 22 for Windows; SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). Minden
statisztikai analizisnél a p<0,05 értéket vettiik statisztikailag szignifikansnak.

Az értekezésben az adatokat folyamatos valtozok esetében median (interkvartilis
tartomany), a kategorikus valtozok esetében abszolut szam (szézalék) formdjaban adom

meg.
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4. Eredmények

4.1. Szérum anandamid szint vizsgalata praeeclampsiiaban

4.1.1. A tanulmanyban részt vevok klinikai jellemz6i

A vizsgalatba bevont varanddsok klinikai jellemzdit a 4. tabldzat mutatja be. Nem volt
szignifikans kiilonbség a két csoport életkorat, vérvételkori terhességi korat és a
csoportokon beliili dohanyzok aranyat tekintve. Ezzel szemben a terhesség el6tti BMI, a
szisztolés €s diasztolés vérnyomadsértékek €s a primipardk ardnya szignifikdnsabb
magasabb, mig a terhességi kor sziiléskor és a magzati sziiletési suly szignifikdnsan
alacsonyabb volt a praaeclampsids csoportban a kontrollcsoporthoz viszonyitva.
Magzati novekedési retardaciot nem figyeltiink meg az egészséges varandos nok kozott,
ezzel szemben 12 esetben fordult el6 a praeeclampsids csoportban. Huszonhét
varandosnal allapitottunk meg stlyos praceclampsiat, €s husz esetben volt korai kezdetti

a betegség.

4. tablazat. Egészséges varandods ¢és praeeclampsids terhes ndk klinikai jellemzdi a
szérum anandamid szintek vizsgalatara kialakitott csoportokban

Egészséges Praeeclampsias ff:f;ilkan_

varandosok (n=71) terhesek (n=43) (o otk
Eletkor (év) 31 (28-34) 30 (28-34) NS
Terhesség elétti BMI (kg/m?) 22,0 (20,2-25,0) 24,0 (22,0-27,0) <0,05
Dohéanyzok 8 (11,3%) 4 (9,3%) NS
Primiparak 24 (33,8%) 27 (62,8%) <0,05
Szisztolés vérnyomads vérvételkor 110 (100-120) 160 (150-170) <0,001
(Hgmm)
Diasztolés vérnyomas vérvételkor 70 (60-80) 101 (100-110) <0,001
(Hgmm)
Terhességi kor vérvételkor (hét) 37 (32-38) 35 (32-37) NS
Terhességi kor sziiléskor (hét) 39 (39-40) 35 (32-38) <0,001
Magzati sziiletési suly (gramm) 3440 (3200-3820) 2260 (1700-3000)  <0,001
Magzati ndvekedési retardacio 0 (0%) 12 (27,9%) <0,001

Az adatokat folyamatos valtozok esetében median (interkvartilis tartomany), a
kategorikus valtozok esetében abszolut szam (szézalék) formajaban adtuk meg.
(NS: nem szignifikans. BMI: testtomeg-index)
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4.1.2. Laboratoriumi paraméterek

A vizsgalati alanyok laborparamétereit a 7., 8. és 9. dbra mutatja be. Az anandamid
szérumszintek szignifikansan alacsonyabbak voltak praeeclampsias betegekben az
egészséges varandosokhoz képest (0,75 (0,44-1,03) ng/ml versus 1,30 (0,76-2,0) ng/ml,
p<0,001; 7. abra). A praeeclampsias terhesek szignifikdinsan magasabb sFlt-1 szinttel
rendelkeztek (12121 (7963-18316) pg/ml versus 2299 (1393-3179) pg/ml, p<0,001; &.
dbra) és szignifikdnsan alacsonyabb PIGF koncentraciokkal (71,2 (39,2-86,4) pg/ml
versus 256,8 (181,1-421,0) pg/ml, p<0,001; 9. abra) Osszevetve az egé€szséges
varandosok értékeivel. Az elébbi értékek kozotti eltérés szignifikdns maradt az életkor,
vérvételkori terhességi kor, terhesség eldtti BMI érték és a primipardk széazalékos

aranya szerinti illesztést kovetden is, kovariancia analizis soran (ANCOVA).
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7. ébra. Egészséges €s praeeclampsias varandos ndk szérum anandamid szintjei
(p<0,001). K6zépsd vonal: medidn; Box: interkvartilis tartomany (25-75 percentilis);

Whisker: tartomany (kilogo értékek kizarva)
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8. abra. Egészséges ¢és praeeclampsias varandds ndk szérum szolubilis fms-szerti
tirozin-kindz (sFlt-1) szintjei (p<0,001). K6zépsd vonal: median; Box: interkvartilis

tartomany (25-75 percentilis); Whisker: tartomany (kiloégo értékek kizarva)
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9. édbra. Egészséges €s praeeclampsias varandos ndk szérum placentaris ndvekedési
faktor (P1GF) szintjei (p<0,001). K6z&pso vonal: median; Box: interkvartilis tartoméany
(25-75 percentilis); Whisker: tartomany (kilogo értékek kizarva)

A praeeclampsias csoportban nem talaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget a
szérum anandamid szintekben a praeeclampsia enyhe vagy sulyos formdja, a betegség
korai vagy késdi megjelenése, illetve az IUGR megléte vagy hianya kozott. A korai
kezdeti praececlampsidban szenvedd terhesekben mért sFIt-1 koncentraciok
szignifikdnsabb magasabbak voltak a késéi megjelenési betegségtipushoz képest
(14606 (12239-24333) pg/ml versus 7971 (5991-12805) pg/ml, p<0.001). Ezen feliil
azon praeeclampsids betegeknél, akiknél IUGR jelentkezett (41,1 (28,0-73,2) pg/ml),
vagy korai megjelenési volt a betegségiik (41,1 (23,8-68,7) pg/ml), szignifikdnsan
alacsonyabb PIGF koncentraciokat mértiink, mint azoknal, akiknél nem volt I[UGR
(77,3 (48,2-93,2) pg/ml, p<0.05), vagy késdi fellépésii volt a betegség (80,3 (66,0-99,4)
pg/ml, p<0.001).
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Az elézoekben részletezetteken feliil Spearman rangkorrelacidés koefficiens
szamitasaval (folyamatos valtozok esetében) é¢s Mann-Whitney U-teszt (kategorikus
valtozok) elvégzésével vizsgaltuk, hogy a kutatasban részt vevok klinikai jellemzdi (4.
tablazat) Osszefiiggésben allnak-e szérum anandamid szintjeikkel. Egészséges
varandosokban a mért szérum anandamid koncentraciok szignifikéns pozitiv korrelaciot
mutattak a terhesség elétti BMI értékekkel (R=0,33, p<0,05). Ennek megfelelden az
egészséges varandds csoportban a tulsulyos és obez alanyok (BMI>25 kg/m?)
szignifikdnsan magasabb szérum anandamid szintekkel rendelkeztek a normalis
testsulytiakhoz képest (1,80 (1,20-2,60) ng/ml versus 1,06 (0,70-1,61) ng/ml, p<0,05).
Tovéabbi 0Osszefliggést a vizsgalatban részt vevOk klinikai jellemz6i és a szérum
anandamid szintek kozott nem talaltunk egyik csoportban sem. Ezen feliil a szérum
anandamid szintek nem korreldltak a szérum sFlt-1 és PIGF szintekkel sem az

egészséges, sem a praeeclampsids csoportban.

4.2. CB1, CB2 és FAAH expresszio és lokalizacio vizsgalata a placentaban

4.2.1. A tanulmanyban részt vevok klinikai jellemz6i

Ezen vizsgéalatunkba bevont alanyok klinikai jellemzdit az 5. tdblazat foglalja Gssze.
Nem talaltunk statisztikailag szignifikdns eltérést a két vizsgalati csoport kozott az anyai
¢letkor, terhesség eldtti BMI, sziiléskori terhességi kor, magzati sziiletési suly és
csoportokon beliil a dohdnyzok ardnyanak vonatkozasdban. Ezzel szemben a
praeeclampsids csoportban szignifikdnsan magasabbak voltak a szisztolés és diasztolés
vérnyomasértékek, valamint a primipardk aranya a kontrollcsoporthoz képest. Magzati
novekedési retardaciot nem figyeltiink meg az egészséges varandos ndk kozott, ezzel
szemben 4 esetben fordult eld a praeeclampsids csoportban. Tizennégy varanddsnal

allapitottunk meg sulyos praeeclampsiat, €s 6t esetben volt korai kezdetli a betegség.
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5. tablazat. Egészséges varandos €s praeeclampsias terhes nok klinikai jellemzéi a CBI1,

CB2 ¢s FAAH expresszi6 €s lokalizacio vizsgalatara kialakitott csoportokban

Egészséges Praeeclampsias Szignifikan-

varandosok terhesek ciaszint

(n=18) (n=18) (p érték)
Eletkor (év) 32 (28-35) 29 (28-32) NS
Terhesség el6tti BMI (kg/m?) 21,8 (18,7-26,4) 24,2 (21,2-29,6) NS
Dohéanyzok 1 (5,6%) 1 (5,6%) NS
Primiparak 6 (33,3%) 13 (72,2%) <0,05
Szisztolés vérnyomas (Hgmm) 120 (110-120) 180 (166-180) <0,001
Diasztolés vérnyomas (Hgmm) 80 (70-80) 110 (100-110) <0,001
Terhességi kor sziiléskor (hét) 38 (34-39) 37 (35-38) NS
Magzati sziiletési suly (gramm) 3100 (2300-3370)  2475(1910-3400) NS
Magzati novekedési retardacio 0 (0%) 4 (22,2%) NS

Az adatokat folyamatos valtozok esetében median (interkvartilis tartomany), a

kategorikus valtozok esetében abszolut szam (szézalék) formajaban adtuk meg.

(NS: nem szignifikans. BMI: testtomeg-index)

4.2.2. Western blot

A CB1, CB2 ¢és FAAH expressziok reprezentativ Western blotjait a /0. abra mutatja. A

denzitometria analizis alapjan a CB1 placentaris expresszidja szignifikdnsabb magasabb

volt praeeclampsidsokban a normotenziv, egészséges varandosokhoz képest (149,3

(105,0-279,7) % versus 98,1 (67,3-131,0) %, p=0,008; /I. dbra). Ugyanakkor nem

figyeltiink meg szignifikans eltérést a két vizsgalati csoport placentaris CB2 (105,5
(80,9-133,2) % versus 65,8 (45,5-128,4) %, p>0,05; 12. dbra) és FAAH (112,2 (94,7-
143,8) % versus 91,2 (63,3-128,4) %, p>0,05; 3. abra) expresszidi kozott.
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10. abra. CB1 (A), CB2 (B) ¢s FAAH (C) expressziok reprezentativ Western blotjai

normalis €és praeeclampsias placentaszovetben.
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11. abra. Egészséges €s praeeclampsias varandds ndk placentaris cannabinoid receptor 1
(CB1) expresszios szintjei (p=0,008). K6z€pso vonal: median; Box: interkvartilis

tartomany (25-75 percentilis); Whisker: tartomany (kiloégo értékek kizarva)
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12. dbra. Egészséges €s praeeclampsias varandds ndk placentaris cannabinoid receptor 2
(CB2) expresszios szintjei (p>0,05). Kozépsod vonal: median; Box: interkvartilis

tartomany (25-75 percentilis); Whisker: tartomany (kiloégo értékek kizarva)
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13. abra. Egészséges ¢és praececlampsias varandds ndk placentaris zsirsav-amid hidrolaz
(FAAH) expresszios szintjei (p>0,05). Kozépso vonal: median; Box: interkvartilis

tartomany (25-75 percentilis); Whisker: tartomany (kiloégo értékek kizarva)

4.2.3. Immunhisztokémia

CB1 immunreaktiv festodési mintdzatok. Erés CB1 immunreakciot észleltiink a
syncytiotrophoblast rétegben, valamint az érfalak endothelsejtjeiben. Kevésbé intenziv,
de pozitiv festddést mutatott a decidua, a kapillaris simaizomsejtek, a stromalis
fibroblasztok €s az amnion. Az emlitett szovetekben a CB1 immunpozitivitds mind
normalis, mind praeeclampsias szovetekben megtigyelhetd volt, a festddés azonban

jelentdsen erdteljesebb volt a praeeclampsias mintakban (/4. és 15. dbra).
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14. abra. CB1-specifikus festodés normalis (A) és praceclampsias (B)
placentaszdvetben

(a képek 200x-os nagyitassal késziiltek). Jelhossz: 100 um.

15. abra. Erés CB1 festddés praececlampsias placenta villusokban (A) és deciduaban (B)
400x-o0s nagyitas mellett, valamint CB1 fest6dés pozitiv kontroll human

kisagyszovetben (C). Jelhossz: 100 pm.
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CB2 immunreaktiv festodési mintazatok. CB2 immunreakciot észleltink mind a
normalis, mind a praeeclampsias placentdban, azonban a két csoport kozott nem
talaltunk eltérést a festddés intenzitasat és lokalizaciojat illetden. Pozitiv reakciot
mutattak a syncytiotrophoblastok és stromalis fibroblasztok, azonban alacsonyabb
intenzitassal, mint a CB1 esetében. Az érfalban nem, ugyanakkor a decidudban
¢észleltlink CB2 immunreaktivitdst. Ezen feliil az amnionban foltszertien elszort CB2

immunpozitivitast talaltunk. (/6. dbra)

: Y O
\il g ‘
7. \ “\L 4 o o X
/ \ ) 4 *’*\\ - %3
Y v s > e \ ~
eV XN { W) e -
LA N w5
J X P {
i V@iha © o
J“ LRI @ T A @
. ey e \ . o
™~ + , ) Tt 2 S ) [
- P \; | . .‘f/— \’ ‘.:f\‘} ‘: 3 ~-";
¥ e &) 4 A =< { P
“-_'ﬁ.' Yoy » % P Sy o
‘b‘ . - \\ ‘-g,’.”f' ‘_."“(’:“"’ ~ s.
% . 4 Y e AR Y
Pl o O el ¢ 42 N L
: ~ : s bt A \:'u’ - '\
! D, '3 - (’ . &'y ax
" |
» .
D
- Y #.@
-~ v ﬁ
| Y
P .
2 Y
- ' ‘
e
a " e
®
® -
% - ’
3 ol
v &«
&5
o
o 2 o
L. LA

16. abra. CB2 festddés normalis (A) és praeeclampsias (B) placentaszovetben (200x-os
nagyitas), valamint pozitiv kontroll human kisagyszdévetben (C) (400x-0s nagyitas).

Jelhossz: 100 pm.

FAAH immunreaktiv festodési mintazatok. A CB2 receptorhoz hasonld festddési
mintazatot mutatott az FAAH enzim is, ennek megfelelden pozitiv reakciot figyeltiink
meg a syncytiotrophoblastokban és stromalis fibroblasztokban (bar a festodés kevésbé
volt intenziv a CB1-hez viszonyitva). Nem talaltunk FAAH immunreakciot az érfalban,

viszont megfigyelhetd volt a decidudban, és foltszerti eloszlasban az amnionban. Az
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FAAH festddés intenzitdsa €s lokalizacidja hasonld volt normalis és praaeclampsias

lepényben. (/7. dbra)

A negativ kontroll festéseket a /8. dbrdn mutatjuk be.

17. abra. FAAH festddés normalis (A) és praeeclampsias (B) placentaszovetben (200x-
0s nagyitas), valamint pozitiv kontroll human kisagyszovetben (C) (400x-os nagyitas).

Jelhossz: 100 um.
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18. abra. Human placenta villusok és decidua (A), valamint huméan kisagyszovet (B)

negativ kontroll festése, 400x-os nagyitason. Jelhossz: 100 pm.
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5. Megbeszélés

5.1. Szérum anandamid szint vizsgalata praeeclampsiaban

Vizsgalatunkban egészséges varandos és praeeclampsids terhes ndk keringd szérum
anandamid, sFlt-1 és PIGF szintjeit mértiik. Ennek soran kimutattuk, hogy a szérum
anandamid szintek csokkentek praeeclampsidban, ugyanakkor nem mutattak
Osszefiiggést az angiogén faktorok értékeivel.

Az egészséges varandos csoportban szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a BMI
¢s anandamid értékek kozott. Ennek megfeleléen az anandamid szintek szignifikdnsan
magasabbak voltak talstlyos ¢és obez varandos ndkben. Ezen megfigyelésiink
megerdsiti azon koradbbi kutatasokat, amelyek Osszefliggést mutattak ki az
endocannabinoid rendszer koros aktivacidja és az obezitas kozott. A rendszer kdzponti
idegrendszeri aktivacidja noveli a taplalékbevitelt és eldsegiti a sulyndvekedést.
Emellett erds negativ korrelaciot mutattak ki az emberi zsirszovet FAAH expresszioja
¢s a keringd anandamid szintek k6zott [199, 200]. Egér adipocytakban, in vitro a CB1
agonistak lipoprotein-lipaz aktivitast noveld, ezaltal végiil a lipogenezist fokozo hatasa
magyardzhatja az anandamid obezitast serkentd periférids mechanizmusat [201].
Ugyanakkor nem taldltunk az eldbbiekhez hasonld 0Osszefiiggést vizsgalatunk
praeeclampsids csoportjaban, sot, alacsonyabb anandamid szinteket figyeltiink meg a
magasabb terhesség elotti BMI értékek ellenére. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a
praeeclampsidban mért csokkent anandamid szintekért mas folyamatok feleldsek.

Az 5.2. alfejezetben bemutatjuk kutatdsunk azon eredményét, amely szerint
praceclampsidban er0s CBI1 expresszidt figyeltink meg tobbek kozott a placenta
syncytiotrophoblastjaiban. Ezért feltételezziik, hogy a praeeclampsidban tapasztalt
alacsony szérum anandamid koncentricio a CBl-et fokozottan expresszalo, ezaltal
anandamidot nagyobb mennyiségben megkotd syncytiotrophoblastoknak koszonhetd.
Megjegyezziik azonban, hogy Aban és mtsai hasonlé CB1 fehérje expresszidot mértek
egeészséges ¢s praececlampsias lepényi szovetekben [202].

Korabbi tanulményok kimutattdk a leptin FAAH-t stimuldlo hatdsat human T-
lymphocytdkban [203] és humén lymphoma sejtekben [204]. Emellett szintén FAAH
aktivitast noveld hatassal rendelkezik az interleukin-6 (IL-6) humén lymphocytakban

[205]. Mind a leptin, mind az IL-6 szintek emelkedettek praeeclampsidban [206, 207].
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Ezaltal a leptin vagy IL-6 hatas kovetkeztében megndvekedett lymphocyta FAAH
expresszio potencidlis felelése lehet a praeeclampsidban csokkent anandamid
szinteknek. Ezen felvetést tovabbi kutatdsok erdsithetik meg a jovoben a lymphocyta
FAAH expresszid vizsgalataval periférids vérben, praeeclampsias és egészséges
varandosokban.

A citoszolban anandamid-koto fehérjeként viselkedhet az albumin és a 70 kDa-os
hosokkfehérje (heat shock protein 70, Hsp70) [208]. Munkacsoportunk korabban
kimutatta a Hsp70 emelkedett szérumszintjét praceclampsidban [209-211]. Lehetséges,
hogy a Hsp70 chaperon fehérjeként megkoti az anandamidot a periférids keringésben,
ezaltal alacsony szérumszintet eldidézve, tovabba albuminhoz koétve az anandamid a
vesén keresztiil is exkréciora keriilhet a vizelettel torténd albuminvesztés soran.
Mindazonaltal nem talaltunk Osszefliggést a keringd anandamid szintek és a proteinuria
sulyossaga kozott praeeclampsias varandds ndkben.

Korabbi kutatasok a keringd angiogén faktorok és antagonistaik kdzponti szerepét
allapitottdk meg a praeeclampsia patogenezisében [96]. Jelen vizsgalatunkban a szérum
sFIt-1 és PIGF koncentraciokat 1is meghataroztuk elektrokemilumineszcens
immunoassay technikaval egészséges varandos és praeeclampsias terhes ndkben. Az
emelkedett sFlt-1 és csokkent PIGF szintek azonban nem alltak Gsszefliggésben a
szérum anandamid koncentraciokkal praececlampsias ndkben, amely a keringd angiogén
faktorok és anandamid szintek egymastdl fliggetlen valtozasara utal praceclampsiaban.

Mind az exogén, mind az endogén cannabinoidok gyulladdsgatld hatasat leirtdk. Az
anandamid a Th17-medialt gyulladast csillapitja in vivo az 1L-10 termelés serkentésén
keresztiil, amely proinflammatorikus tutvonalakra haté kiilonb6z6 mikroRNS-eken
keresztiil IL-17 és IFN-y csokkenéshez vezet [212]. Emellett az endocannabinoidok a
citokinek Thl-r61 Th2 irdnyba torténd eltolodasat okozzdk a sejtaktivaciod
szuppresszidja, valamint a proinflammatorikus citokintermelés gatladsa és NF-kB-
dependens apoptosis altal [213]. Mind az anandamid, mind az exogén A’-THC serkenti
a regulatoros T-sejt (Treg) funkciokat CB1 ¢és CB2 receptorokon keresztiil, ezaltal a
gyulladasos citokinek ¢és kemokinek szignifikdns szuppressziojat okozva [214].
Mindebbdl adddoan feltételezhetd, hogy a csokkent keringd anandamid szintek

hozzajarulhatnak a kifejezett anyai szisztémas gyulladdsos valaszreakciohoz, ¢és
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novelhetik a periférids vér Th1/Th2, valamint Th17/Treg sejtek aranyat, amelyek a
praeeclampsia maternalis szindromdjanak jellemzoi.

Az endocannabinoid rendszer kronikus aktivacidja komplex sziv-érrendszeri
hatasokkal bir, elsdsorban bradycardiat, valamint a vérnyomas ¢s myocardialis
kontraktilitas csokkenését eredményezi CB1 receptor-medialt stressz szignalizacion és
kovetkezményes sejthalalon keresztiil [149]. Az utdbbiak hatterében allo reakcidk
kozott emlithetd az autondm kidramlas szabdlyozasa preszinaptikus autondém
idegvégzddéseken ¢€és a koOzponti idegrendszeren keresztiil, valamint kozvetlen
myocardialis hatdsok is [154]. A vazodilatacids hatdsok CB1 és TRPVI1 receptor-,
illetve NO-medialt vagy NO-fliggetlen utvonalakon keresztiil érvényesiilhetnek. Ezek
alapjan lehetséges, hogy a csokkent szérum anandamid szintek szerepet jatszanak a
praeeclampsidban létrejové vérnyomdsemelkedésben. Ugyanakkor nem taldltunk
szignifikans Osszefliggést az anandamid szintek ¢és vérnyomasértékek kozott a
praeeclampsids csoportban, valamint az sFlt-1 ¢és PIGF szintek sem korrelaltak a
vérnyomasértékekkel vagy a betegség sulyossagéaval, amely a vérnyomas komplexebb
szabalyozasanak voltara utal ezen terhesség-specifikus betegség esetében. Erdekes
ugyanakkor, hogy transzgénes patkdny praeeclampsiamodellben a koraterhességben
angiotensin II 4ltal okozott arteria uterina kontrakci6 csokkenését érték el az anandamid
hidrolizis gatldsaval, amely a renin-angiotensin €s az endocannabinoid rendszer
interakcidjanak szerepére utalhat a vaszkularis reaktivitds novekedésében a terhességi
magasvérnyomas korai szakaszaban [215].

Vizsgalatunkban a praeeclampsids betegekben mért, a betegség sulyossagatol, a
fellépés 1dopontjatél és az intrauterin novekedési retardacid jelenlététdl fiiggetlen,
hasonlé szérum anandamid szintek a praeeclampsia komplex etiologidjaval
magyarazhatéak. Szamos genetikai, viselkedési és kornyezeti faktor interakcidja
sziikséges, hogy ezen terhességspecifikus korkép tipusos kialakuldsat eredményezze.
Munkacsoportunk kordbban szdmos genetikai és szolubilis faktorrol szamolt be,
amelyek Osszefliggésben allnak a praeeclampsia sulyossagéval és komplikécidival,
példaul a HELLP-szindromaval és a magzati ndvekedési retardacioval [210, 216-218].
Eldfordulhat ugyanakkor, hogy a praeeclampsias csoport relative alacsony mintaszdma

gatolta meg a hatas kimutatasat az alcsoport analizisek soran.
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Végeredményben megallapithatjuk, hogy az irodalomban elséként mutattuk ki az
anandamid csokkent szérumszintjét praeeclampsias varandosokban. A jelenség oka és

kovetkezménye ugyanakkor tovabbra is felderitésre szorul.

5.2. CB1, CB2 és FAAH expresszio és lokalizacio vizsgalata a placentaban
Kutatdsunk ezen részében a CB1, CB2 receptorok és az FAAH enzim expressziojat
vizsgaltuk egészséges varandosok és praeeclampsias ndk lepénymintaiban. Western blot
technikaval végzett mérések szerint a CBI1 expresszid jelentdsen erdsebbnek
mutatkozott praeeclampsids lepényben, amely eredményt megerdsitette az erds CB1
immunpozitivitdas  kiilonbozé lepényi teriileteken. Nem taldltunk ugyanakkor
szignifikans eltérést a CB2 és FAAH expressziok és immunreaktivitds tekintetében
praeeclampsids és normal lepények kozott.

Pozitiv CB1, CB2 ¢és FAAH immunreakciot észleltiink a syncytiotrophoblastokban, a
boholy mesenchymaban és a decidudban egészséges és praceclampsids lepényekben is.
Erés CB1 immunpozitivitast taldltunk az erek endothel sejtjeiben, valamint mérsékelt
reakciot az érfal simaizomban, ugyanakkor ezen lokalizaciokban CB2 vagy FAAH
festddés nem volt detektalhato. A chorionlemez amnionhamjaban kevésbé intenziv CB1
immunreakcidt, €s foltszerli elrendezddésben pozitiv CB2 és FAAH festodést talaltunk.
Eredményeink Osszhangban alltak az endocannabinoid rendszer humén placentaris
lokalizaciojat leird korabbi publikaciokkal [219-222].

A CB1 expresszid ¢€s immunreaktivitds praeeclampsids mintakban markansan
magasabb volt a syncytiotrophoblastokban ¢és a boholy mesenchymaban a normal
terhességekhez képest. Ezen eredmény egybevag korabbi tanulmanyokkal, amelyek
er6s CB1 immunpozitivitdsrdl szdmoltak be spontan vetélésbdl nyert lepények
trophoblast sejtjeiben, bar praeeclampsidban nem taldltunk alacsonyabb FAAH
reaktivitdst a syncytiotrophoblastokban a spontdn vetéléssel szemben [222].
Eredményeink az endocannabinoid rendszer implanticidoban és lepényfejlodésben
betoltott szerepével magyarazhatdéak. Terhes patkdnyokban az endocannabinoid szintek
fokozatosan novekednek a terhesség elérehaladtaval, mig az FAAH aktivitas allando
szinten maradt a placentacio alatt [223]. Mig az FAAH a magzat és placenta védelméért
felel0s a magas anandamid szintekkel szemben [123], a magasabb NAPE-PLD aktivitas

kovetkeztében 1étrejovo 1d6 eldtti emelkedett anandamid szint elégtelen placentacidhoz
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vezethet a koros trophoblast differenciacié ¢és invazido kovetkeztében [224]. A
felelnek. A szorosan szabalyozott invazio az endocannabinoidok altal erdsen befolyasolt
folyamat, a CB1 mind magas, mind alacsony expresszidja elégtelen trophoblast
migracios képességhez vezet [225]. Feltételezéslink szerint a magas CB1 expresszio
elégtelen trophoblast invazio kovetkeztében koros placentacidhoz, ezaltal praeeclampsia
kialakulasdhoz vezethet.

Magas CB1 expressziot ¢€s immunpozitivitast figyeltink meg praeeclampsids
decidudban is. Az irodalom alapjan korabban részletezésre keriilt, miszerint a
szintetikus cannabinoidok gatoljdk a human deciudasejtek differencidlodasat és
apoptozishoz vezetnek cAMP-dependens utvonalon, CB1 aktivacion keresztiil [179]. A
cannabinoid hatasnak kitett sejtek kevesebb decidualizacio-specifikus markert
expresszaltak (im. prolaktin, laminin és IGFBP-1), ¢és szignifikins cAMP-szint
csokkenést mutattak, amely DNS fragmentacidhoz és morfoldgiai valtozasokhoz
vezetett a decidualis fibroblasztokban. Vagyis a magas CB1 expresszié megnovekedett
apoptosishoz vezet, gatolva a decidua kialakuldsat. Ugyanakkor az is lehetséges, hogy a
tulzott CB1 expresszio inkdbb a decidua remodelling folyamatat zavarja meg, ezéltal
gatolva a megfeleld placentaciot, spontan vetélést vagy praeeclampsiat okozva.

Az immunhisztokémia alapjan figyelemre érdemes eredmény volt a magas CBI1
immunreakcié a boholy kapillaris endothelben és simaizomsejtekben praeeclampsias
placenta mintakban, normal terhességhez viszonyitva. Ez lehet a kéros placentaciora
adott adaptiv valasz is, mivel az endocannabinoidok CB1, TRPV1, valamint NO-
medialt és NO-fliggetlen Utvonalakon keresztiil vazodilataciot okozhatnak [154],
novelve a placenta vérellatasat. Az anandamid tobb kiilonb6z6 modon fejti ki
vasorelaxans hatasat endothelsejteken, példaul az indukéalhato NO-szintaz aktivitdsanak
¢€s expresszidjanak novelésével (NO-medialt ttvonal) [158]. Az agyi keringésben a CB1
kozvetlen vazodilatdtor hatdssal rendelkezik az érfal simaizom sejteken az L-tipusu
kalcium csatorndn keresztiili kalciumbearamlas gatlasa altal [159].

A kozelmultban Aban és mtsai meghataroztdk a CB1 és FAAH expressziot és
lokalizaciot egészséges €s praeeclampsias lepényekben. Vizsgélatukban hasonlé CBI
expressziot mértek normalis €s praeeclampsids szovetekben, ugyanakkor jelentésen

magasabb NAPE-PLD, és alacsonyabb vagy nem érzékelhetd FAAH expressziot
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talaltak praeeclampisaban. Ezen eredmények megerdsitik az endocannabinoid rendszer
koros aktivalodasanak tényét praeeclampsiaban, ugyanakkor a tanulmany nem tér ki a
decidudlis expressziora, illetve a CB2 expressziojara €s lokalizaciojara. Az eldbbi
kutatas és a sajat eredményeink kozotti kiilonbséget a praceclampsias csoport terhességi
koraban, a betegség sulyossagaban ¢és az alkalmazott antitestekben mutatkozé eltérések
magyarazhatjak.

Vizsgalatunk korlatozo tényezdje a placentaris anandamid szintek és NAPE-PLD
expresszio mérésének hidnya. A kutatas eset-kontroll felépitése miatt direkt ok-okozati
kovetkeztetést sem vonhatunk le az eredményekbdl. Ugyanakkor a kéros placentacid a
terhesség elsd felében alakul ki, mig a klinikai szindroma csak a masodik félben jelenik
meg, amely kizarja a placenta prospektiv vizsgalatanak lehetdségét. Felmertil, hogy a
megnovekedett CB1 expresszid inkabb a praeeclampsia kovetkezménye, mint oka,
azonban a praeeclampsia rizikofaktorai, illetve korélettani folyamatai és a placentaris
CBI1 expressziok kozotti Osszefliggésekre vonatkozo adat nem talalhatdé az aktudlis
irodalomban. Kisérletes vizsgalatok sziikségesek a megndvekedett CB1 placentaris

expresszio oki szerepének tisztdzasdhoz praeeclampsiaban.
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6. Kovetkeztetések

Vizsgalatunkban csokkent szérum anandamid szintet mutattunk ki
praceclampsidban, ami az anandamid CBl-et fokozottan expresszald
syntitiotrophoblasthoz torténd kotddésének a kovetkezménye is lehet. Ismerve
az endocannabinoidok gyulladasgatld €s vérnyomascsokkentd hatasat, felmertil
a csokkent anandamid szint szerepe az anyai szisztémas gyulladasos
valaszreakcid ¢€s vérnyomdsemelkedés kialakuldsaban vagy erdsitésében. A
szérum anandamid koncentraci6 azonban nem mutatott 6sszefliggést az sFlt-1 és
PIGF szintekkel, ami arra utal, hogy a keringd anandamid szintek valtozésa és az

angiogén egyensulyzavar fliggetlen folyamatok praeeclampsiaban.

Tanulményunkban szignifikdnsan emelkedett CB1 fehérje expressziot figyeltiink
meg praececlampsids placentaszovetben Western blot technikdval, amely
eredményeket az immunhisztokémiai vizsgéalat is megerdsitett. A CBI
immunpozitivitas jelentdsen erdsebb volt a syncytiotrophoblastokban, a boholy
mesenchymaban, a bolyhok capillarisainak endotheljében és simaizomsejtjeiben,
valamint a deciduidban és az amnionhdmban praeeclampsias mintdkban a normal
terhességekhez képest. Ugyanakkor nem taldltunk szignifikans eltérést a
praeeclampsids és normal placentaszovetek CB2 ¢és FAAH expresszioi és
immunreaktivitasa kozott. A megndvekedett CB1 expresszid rendellenes
decidualizacidhoz és a trophoblast invazid zavarahoz vezethet, ezaltal szerepet
jatszhat a praeeclampsia patogenezisében. A praeeclampsids placentamintak
kapillaris endotheljében €s az érfal simaizomrétegben megfigyelt magas CB1
immunpozitivitds az endocannabinoidok vazodilatacios hatdsdnak ismeretében
lehet a koros placentdciora adott adaptiv valasz is, ndvelve a placenta
vérellatdsat. Bar a praeeclampsia pontos patogenezise maig ismeretlen, az

endocannabinoid rendszer szerepet jatszhat a betegség kialakulédsaban.
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7. Osszefoglalas

Az endocannabinoid rendszer kézponti szerepet jatszik a ndi reprodukcidban, ezen beliil
az implantacio, decidualizacié és placentacid folyamataban, valamint részt vesz a
vérnyomas szabalyozasaban is. Kutatasunk soran meghataroztuk a szérum anandamid
koncentraciokat és a szolubilis fms-szerli tirozin-kindz (sFIt-1) €s biologiailag aktiv
placentaris novekedés faktor (PIGF) szérumszintjét egészséges varanddsokban és
praeeclampsias terhesekben, valamint vizsgaltuk a cannabinoid receptor 1 (CB1), CB2
¢s zsirsav-amid hidrolaz (FAAH) expressziot ¢és lokalizdcidt egészséges ¢és
praceclampsids  placentdkban. Az anandamid szérumszintek szignifikansan
alacsonyabbak voltak praceclampsids betegekben mint egészséges varanddsokban, ami
az anandamid CBl-et fokozottan expresszald syncytiotrophoblasthoz torténd
kotoédésének a kovetkezménye is lehet. Az endocannabinoidok gyulladdsgatld és
vérnyomascsOkkentd hatdsa miatt lehetséges, hogy a csokkent szérum anandamid
koncentraci6 hozzajarul az anyai szisztémas gyulladds és vérnyomasemelkedés
kialakulasdhoz praeeclampsiaban. A szérum anandamid koncentraci®é azonban nem
mutatott Osszefliggést az sFIt-1 és PIGF szintekkel, ami arra utal, hogy a keringd
anandamid szintek véaltozdsa és az angiogén egyensulyzavar filiggetlen folyamatok
praeeclampsidban. A Western blot technikdval szemi-kvantifikdlt CB1 expresszio
szignifikdnsan magasabb értéket mutatott praeeclampsiaban, amely eredményeket az
immunhisztokémiai vizsgalat is megerdsitett. A CB1 immunpozitivitds jelentdsen
erésebb volt a syncytiotrophoblastokban, a boholy mesenchymaban, a bolyhok
capillarisainak endotheljében ¢és simaizomsejtjeiben, valamint a decidudban és az
amnionhamban praeeclampsias mintakban a normal terhességekhez képest. Ugyanakkor
nem taldltunk szignifikdns eltérést a praceclampsias és normal placentaszovetek CB2 és
FAAH expresszioi €s immunreaktivitdsa kozott. A megnovekedett CB1 expresszio
rendellenes decidualizaciohoz ¢€s a trophoblast invazidé zavardhoz vezethet, ezaltal

szerepet jatszhat a praeeclampsia patogenezisében.
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8. Summary

The endocannabinoid system plays a key role in female reproduction, including
implantation, decidualization and placentation, and also takes part in blood pressure
regulation. We determined serum levels of anandamide along with those of total soluble
fms-like tyrosine kinase-1 (sFIt-1) and biologically active placental growth factor
(PIGF) in healthy and preeclamptic pregnant women, and also analyzed cannabinoid
receptor 1 (CB1), CB2 and fatty acid amid hydrolase (FAAH) expressions and
localization in normal and preeclamptic placenta. Serum levels of anandamide were
significantly lower in preeclamptic patients than in healthy pregnant women, which
might be a consequence of its binding to syncytiotrophoblasts overexpressing CB1. As
endocannabinoids can exert anti-inflammatory effects and lower blood pressure,
decreased circulating anandamide levels might contribute to the development of
maternal systemic inflammation and hypertension in preeclampsia. Serum anandamide
concentrations were not related to serum levels of sFlt-1 and PIGF in women with
preeclampsia, suggesting that alterations in circulating levels of angiogenic factors and
anandamide are independent processes in preeclampsia. CB1 expression semi-
quantified by Western blotting was significantly higher in preeclamptic placenta, and
these findings were confirmed by immunohistochemistry. CB1 immunoreactivity was
markedly stronger in syncytiotrophoblasts, the mesenchymal core, villous capillary
endothelial and smooth muscle cells, as well as in the decidua and amnion in
preeclamptic samples compared to normal pregnancies. However, we did not find
significant differences between preeclamptic and normal placenta in terms of CB2 and
FAAH expressions and immunoreactivity. Increased CB1 expression might cause
abnormal decidualization and impair trophoblast invasion, thus being involved in the

pathogenesis of preeclampsia.
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