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1. BEVEZETES

1.1. A praeeclampsia egy ‘nagy sziilészeti korkép’

A praeeclampsia a ‘nagy sziilészeti korképek’ egyik legsulyosabbika. A terhességek 3-5 %-
at érinti, és az egyik f6 oka az anyai €s perinatalis megbetegedéseknek és halalozasoknak.
Klinikai diagnozisanak alapja a kordbban normalis vérnyomasu betegnél a 20. terhességi
hét utan Gjonnan jelentkez6 magasvérnyomas és fehérjevizelés. A Klinikai tiinetek
megjelenésének id6pontja alapjan beszéliink korai (<34. hét) és késoi (=34. hét)
praceclampsiarol. A praceclampsia klinikai tlinetei a késoi formaban enyhébbek, mig korai
praceclampsiat stilyosabb tiinetek kisérik és gyakran tarsul mar meglévd anyai szisztémas
betegséggel. A praeeclampsia stlyos esetben generalizalt endothel karosodashoz és
tobbszervi elégtelenséghez vezethet, foleg a majat, a veséket és a kozponti idegrendszert
érintve. A praceclampsiat human betegségnek tartjak, mert mas fajban még nem figyelték
meg, csak néhany anekdotikus esetet kivéve foemlsokben. Azt egyértelmiien tudjuk, hogy
a betegség lepényi eredeti, amit az is bizonyit a legjobban, hogy a praeeclampsia

leghatékonyabb kezelése még mai is @ méhlepény vilagrahozatala.

1.2. Patofiziologia és molekuldris mehanizmusok

Praececlampsidban a méhlepény hisztopatologiai eltérései figyelhetok meg, ami elégtelen
trophoblast invazio kovetkezménye. Ilyenkor az anyai spiralis artériak nem alakulnak at
tagult, kis ellenallasti uteroplacentaris erekké, és a méhlepény elégtelen vérellatasa
haemorheologiai valtozasokat és oxidativ stresszt okoz. A kérosodott méhlepénybdl
nagymennyiségli aponekrotikus sejttormelék, syncytiotrophoblast mikropartikulum,
citokinek, és mas, még ismeretlen faktorok jutnak az anyai keringésbe. A praeeclampsianak
ezt a terminalis utvonalat a lepényi eredetii anti-angiogén faktorok [pl.: szolubilis fms-like
tirozin-kinaz-1 (sFlt-1) és endoglin (SEng)] megndvekedett anyai szérumkoncentracidja
jellemzi. Mivel az sFlt-1 megkéti az angiogenezisben fontos szerepet jatszo VEGF-t és
PGF-t, ezért csokkenti az angiogén faktorok biologiai hatasait, és anti-angiogén allapot,

szisztamas gyulladas, magasvérnyomas és proteinuria kialakulaséhoz vezet.

1.3. sFlt-1 varidansok
Négy sFlt-1 varians ismert, melyek az Flt-1 transzmembran receptor alternativ splicing-al
1étrejott variansai. Az Flt-1 7 1g-szeri extracellularis doménbdl és intracellularis tirozin

kindz doménbdl all. Az elsé 3 Ig-szerli domén a ligand kotésért, mig a 4-7. Ig-szerti domén



a receptor dimerizacioért felelés. Az elséként felfedezett sFIt-1 varianst (sFlt-1-i13) az
FLT1 gén els6 13 exonja kodolja, és a 13. intron poladenylacdja miatt az FIt-1 mRNS korali
terminacidja révén jon létre. Az SFlt-1-i13-at 6 Ig-szeri domén és egy unikalis, 31
aminosavbol allo C-terminalis alkotja. Erds VEGF és PIGF antagonistaként miikodik, az
angiogenesis inhibitora, és védo szerepe van a fokozott VEGF jelatvitellel és vaszkularis
endothel permeabilitassal szemben a lepényben. A sFlt-1-e15a varianst az FLT1 gén 14
exonja valamint egy AluSeq retrotranszpozonban elhelyezked6 exon (15a exon) kodolja.
Az sFlt-1-e15a a féemldsokre jellemzoé, mivel az AluSeq retrotranszpozon a féemldsok
genomjaban jelent meg az evolucié soran. Az sFlt-1-e15a-nak egy unikalis, 28 aminosavbol
all6 C-terminalisa van, féleg az emberi méhlepényben expresszalodik, ahol az elsé
trimesztert kovetéen a dominans sFlt-1 varians. Két tovabbi sFlt-1 varians (hsFlt-1-e15b és
hsFIt-1-i14) a 14. exon utan képzédik alternativ splicing-gal, és 13 illetve 31 aminosavbol
all6 C-terminalist tartalmaz. Ez a négy sFlt-1 varians a lepényi FLT1 transzkriptumok 95%-
at adja egészséges terhességben. Trophoblast hypoxia esetén a hsFlt-1-e15a expresszioja
megno, és praceclampsia esetén a hsFlt-1-e15a varians a legnagyobb mennyiségben
expresszalt varians a méhlepényben. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a hsFlt-1-e15a-nak

fontos funkcioi lehetnek normal terhesség alatt, de tltermelddése praeeclampsiat okozhat.

1.4. Praeeclampsia dllatmodellek
Az emberben talalhato haemochorialis lepény és mély trophoblast invazid kiilonleges, csak
csimpanzoknal és gorillaknal figyeltek meg hasonlét. A human placentacié anatomiai és
¢lettani egyediilallosaga miatt nem lehetséges olyan allatmodell fejlesztése, ami alkalmas
lenne a praeeclampsia korai fazisanak modellezésére. Ezzel szemben szamos allatmodell a
praeeclampsia terminalis Gitvonalat modellezi magas vérnyomast egértorzseket hasznalva, a
méh elégtelen perfiizojat, oxidativ vagy nitrozativ stressz okozva, vagy pedig az NO
szintdaz, metabolikus funkciok, renin-angiotenzin rendszer zavarara épitve. Mas
praeeclampsia modellek anti-angiogén faktorok tultermelésével hoznak létre anyai
szisztémas gyulladast. Tekintettel, hogy az egérnek is haemochorialis méhlepénye van, a
trophoblast invazi6 sekélyessége ellenére is alkalmas a késéi praeeclampsia modellezésére.
A legtobb anti-angiogén praceclampsia allatmodell a mesterségesen csonkitott SFlt-1
mutanst [SFIt-1(1-3)] hasznalta, ami egy fajban sem talalhato meg és olyan domének
hianyoznak bel6le, amelyek fontosak a biologiai hatasahoz, ezért eltéré praeeclampsia

fenotipust indukalhat, mint a teljes hosszusagu sFlt-1. Azonban eddig még nem vizsgaltak,



hogy vajon a méhlepényben dominansan expresszalodd human sFlt-1-e15a
overexpresszidja az SFlt-1(1-3)-hez hasonlé magasvérnyomast és fehérjevizelést képes-e
okozni. Az eddigi praeeclampsia allatmodelleknek szamos technikai hatranya is volt, ami
megnehezitette a terhesség alatti és sziilés utani megfigyelést, tobbek kozott: 1) a megfeleld
képalkotdo metodika hianya a terhesség korai megallapitasahoz az allatok kis méretébdl
fakadoan; 2) a vizeletgyiijtés és vizelet fehérjevizsgalat nehézségei; 3) a stresszmentes

vérnyomasmonitorizalas limitacioi; és 4) a sziilés utani megfigyelés hianya.

2. CELKITUZESEK

A praeeclampsia korabbi allatmodelljeinél alkalmazott modszerek limitacioi miatt az alabbi
célkitlizéseim voltak az 0j allatmodell megtervezésében:

1. a praeeclampsia biologiailag relevansabb anti-angiogén modelljének fejlesztése, hogy a
lepényben praeeclampsiaban dominans hsFlt-1-e15a in vivo koros hatasait vizsgaljam;

2. a terhesség korai meghatarozasa magas frekvenciaju ultrahang segitségével;

ultrahang segitségével a pontos vérnyomasmérés elésegitése érdekében;

4. az egerek stresszmentes vérnyomas monitorizalasa a terhesség alatt és utan;

5. a sziilés utani idészak monitorizalasa érdekében tlél6 csaszarmetszés fejlesztése;

6. magas frekvencias ultrahang vezérelte cisztocentézis kifejlesztése a terhes egerekben
vizeletnyerés és pontos vizeletfehérje meghatarozas érdekében,;

7. a hsFlt-1-e15a szoveti expresszidjanak ¢és az altala indukalt klinikai tiineteknek a
vizsgalata;

8. 1) hisztopatologiai, immunhisztokémiai, Sejt- és molekularis biologiai modszerek
alkalmazasa a hsFlt-1-e15a hatasainak in vitro vizsgalataban;

9. a teljes hosszusagi hsFlt-1-e15a és a csonkitott msFIt-1(1-3) biologiai hatasainak
Osszehasonlitd vizsgalatai az altaluk okozott praeeclampsias tiinetek tiikkrében;

10. a teljes hosszasagi hsFlt-1-e15a és a csonkitott msFlt-1(1-3) magzatokra és

méhlepényre kifejtett hatasainak vizsgalata.

Az 1-8. célkitiizést az elsé tanulmanyban, a 9-10. célkitizést pedig a madsodik

tanulmanyban vizsgaltam.



3. MODSZEREK

3.1. Elso tanulmany

3.1.1. Etikai engedély

A vizsgalati protokollt (A#11-03-11) a Wayne State Egyetem “Institutional Animal Care
and Use Committee (IACUC)”-je fogadta el. A kisérleti allatok gondozasa és kezelése
szigoruan kovette az National Institutes of Health (NIH) “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” ajanlasait. Az eutanazia az American Veterinary Medical Association

“Guidelines on Euthanasia” és a \Wayne State Egyetem IACUC ajanlasit kovette.

3.1.2. Allatgondozds

CD-1 terhes egereket a Charles River Laboratories szallitotta az 5. terhességi napon (TN),
amit két napos akklimatizacio kovetett. Az egereket kiilon ketrecekben tartottuk, ad libitum
étel és folyadékfogyasztas mellett. Az allathdzban allandd hémérsékletet (24+1°C) és
paratartalmat (50+£5%) biztositottunk, napi 12-12 o6ras vilagos és sotét ciklussal. Az
allatokat naponta vizsgaltuk. A normalistol eltérdé viselkedés, aktivitas, étvagytalansag,
kiszéaradas, fertézés, gyulladasos folyamat, hiivelyi vérzés, vetélés és a fajdalom esetén az

egeret az allatorovos tanacsara kizartuk a tanulmanybol.

3.1.3. Terhesség korai megallapitisa utrahanggal

A terhesség korai megallapitasara az egereket a 6. TN-on (n=12), késébb pedig a 7. TN-on
(n=35) vizsgaltuk ultrahanggal. Az altatas-indukcié 4-5% isoflurane (Baxter Healthcare
isoflurane és 1-1,5 L/min O, keverékével tartottuk fenn. A testhdmérsékletet 37+1°C-on
tartottuk. A 1égzésszamot és pulzust az ultrahang vizsgalat alatt VVevo Imaging Station-nel
(Visual Sonics Inc.) monitorizaltuk. Az 55 MHz-es ultrahangfejjel a terhesség jeleit - a 6.

TN-on embridzsakot, a 7. TN-on fokozott endometrialis reakciot és az embriot - kerestik.

3.1.4. Telemetrids katéter implantacioja

Csak ultrahanggal igazoltan terhes egerekbe tortént telemetrias katéter beiiltetése. A
testhomérséklet kontrollja a miitét alatt T/Pump meleg vizkeringtetd takaroval tortént
(Gaymar Industries, Inc.). A mitéti teriiletet Betadinnal (Purdue Pharma L.P.) mostuk le,
majd a bérmetszés elétt 2%-0s lidocaint (0,5 mg/kg, Vedco Inc.) és 0,5% bupivacaint
(1,5mg/kg, Hospira Inc.) adtunk a bor ala (sc.). A nyakon 1,5 cm-es metszést ejtettiink,

majd a nyalmirigyeket szétvalasztottuk. A bal oldali artéria carotis 1 cm-es szakaszat a



bifurkaciotol a sziv iranyaba izolaltuk. Az artériat a bifurkdci6 magassagaban lekotottiik,
majd arteriotomian keresztiil a telemetrias katétert (TA11PA-C10 vagy HD-X11, Data
Sciences International) az aortaiv magassagaig vezettiik be. A katétert rogzitettiik és a
nyalmirigyeket reponaltuk, majd zartuk a bért. A postoperativ fajdalmat sc. adott
carprofennel (5 mg/kg/24h, Rymadil, Pfizer Inc.) és a miitéti teriilet lidocain and bupivacain

ey,

tortént. A matét utan a vitalis jeleket monitorizalva az egereket melegitd takaron tartottuk.

3.1.5. Telemetrids katéter helyzetének ultrahangos meghatarozasa

crer

latotérbe a bal artéria carotist, a fel- és leszallo aortat, az aortaivet és a katéter végét hoztuk.

3.1.6. Telemetrias vérnyomdas monitorizalas

A vérnyomas monitorizalast a 10. TN-on kezdtiik, és a post-partum (PPN) 7. napig
folytattuk Dataquest A.R.T. 4.31 adatgy(ijté és analizaldo rendszer segitségével (Data
Sciences International). A vérnyomast minden 5. percben 10 masodpercig rogzitettiik,

naponta 8-12 oran keresztiil, mind a s6tét mind pedig a vilagos napi ciklusban.

3.1.7. Génbevitel adenovirussal

A Vector BioLabs altal CMV cytomegalovirus promoterrel szerkesztett adenovirust
alkalmaztunk, amivel zold fluoreszsens fehérjét (Ad-CMV-GFP) ¢és hsFlt-1-e15a-t (Ad-
CMV-hsFlt-1-e15a) overexpresszaltunk. Az egereket négy csoportra osztottuk [hsFlt-1-
el5a 1x (n=6), hsFlt-1-e15a 2x (n=5), GFP 1x (n=4), és GFP 2x (n=5)]. Minden egeret a 8.
TN-on a farokvénan keresztiil adenovirussal injektaltunk [1x10° plakk-képz6 egység (PKE)
100ul-ben], majd az egerek két alcsoportjat (GFP 2x és hsFlt-1-e15a 2x) a 11. TN-on
ismételten 1x10° PKE adenovirussal injektaltuk.

3.1.8. Ultrahangvezerelt holyagpunkcio (cystocentesis)

Az ultrahangvezérelt holyagpunkciot a 7., 13. és 18. TN-on és a 7. PPN-on végeztiik,
isoflurane anesthezidban. A vizeletmintat transcutdn holyagpunkcioval, a mikroinjekcios
rendszer és az 55 MHz-es ultrahangfej segitségével vettiik. A vizelet vér kontaminaciojat
Urine Chemstrip 5 OB (Roche Diagnostics) vizeletcsikkal —vizsgaltuk, majd a
vizeletmintakat -80°C-on taroltuk.



3.1.9. Csaszarmetszés

A 18. TN-on végeztiik a csaszarmetszéseket. E16szor 1-1,5 cm-es metszést ejtettiink a has
kozépvonalaban, majd a méh egy rovid szakaszat eléemeltiik, amit fiziologids sooldattal
nedvesen tartottunk. A magzatok szamatol fliggden dszesen két vagy harom rovid szakaszt
emeltiink el6, majd antemesenteridlisan a méh falan rovid (3-5mm) hosszanti
hysterectomiat végeztiink, mig a méh tobbi szakaszat a hasiiregben tartottuk a kontaminaciod
megelozése végett. A magzatok ¢és méhlepények vildgrahozatalat kovetden a
hysterectomiakat zartuk, és a hasiireget fiziologias sooldattal oblitettiik. A hasfalat zartuk
majd a bort kapcsokkal egyesitettiik (Braintree Scientific). A folyadékveszteséget 0,5ml
0,9%/0s sooldat sc. injekcidjaval potoltuk. A postoperativ fajdalmat carpofen sc. és a miitéti
metszés kozelébe adott lidocain és bupivacain sc. injekcioval csillapitottuk. A matét utani
szakban az egerek monitorizalasa megegyezett a telemetrias katéter beiiltetését kovetd

1d6szakhoz.

3.1.10. Szoveti feldolgozds
Csaszarmetszést kdvetéen a magzattol elvalasztottuk a lepényt és a koldokzsinort. Minden
magzat és méhlepény sulyat megmértiink. A méhnyakhoz legkozelebb es6 lepényt 24 orara
foszfat puffer soéoldattal (PBS, Gibco, Life Technologies Corp.) higitott 4%-0s
paraformaldehidbe helyeztiik (PFA), majd 70%-os etanollal (Thermo Fisher Scientific Inc.)
dehidraltuk és paraffinba dgyaztuk szovettani vizsgalat céljabol. A masodik méhlepényt
TRIzol reagensben (Life Technologies Corp.) homogenizaltuk és -80°C-on taroltuk.
Eutanizaciot kovetden a szerveket (1ép, méh, m4j, vese €s agy) 24 oras 4%-0s PFA
tarolast kovetéen 70%-os etanollal dehidraltuk és paraffinba agyaztuk, vagy TRIzol
reagensben homogenizaltuk és -80°C-on taroltuk a génexpresszid analizisig. A méh
csaszarmetszést kovetd szovettani valtozasit virussal nem kezelt egereken vizsgaltuk,

amelyeket a 38. (n=3), 50. (n=3) vagy 77. (n=3) PPN-on eutanizaltunk.

3.1.11. Teljes RNS izoldlds, cDNS készités, kvantitativ real-time RT-PCR

A szoveteket mintavétel utan azonnal TRIzol reagensben homogenizaltuk. Teljes RNS-t
RNeasy Mini Kit-tel (Qiagen) izolaltunk. A cDNS irasa SuperScript Il First-Strand
Synthesis system (Invitrogen) hasznalataval tortént. A qRT-PCR-t a Biomark System-en
(Fluidigm) végeztiik GFP (Mr04097229_mr) és human FLT1 (Hs01052961 m1) TagMan
probakkal (Life Technologies Corp.).



3.1.12. Szévettani vizsgalatok

Ot pm vastagsagli metszeteket készitettiink paraffinba agyazott méhlepény, vese és méh
blokkokbdl, ¢€s szilanizalt targylemezekre helyeztilkk Oket, majd deparaffinalds utan a
metszeteket etanollal rehidraltuk. Az altalanos morfologiai vizsgalathoz a szdvetek
reprezentativ mintaibol késziilt metszeteket hematoxilin-eozinnal (H&E) festettiik, a bazal
membran megvastagodds €s glomeruléaris endotheliosis vizsgalatara a vese reprezentativ
mintaibol késziilt metszeteket periodic acid Schiff (PAS) reagenssel festettik. A
hisztologiai vizsgalatokat patologus végezte BXS50F fénymikroszkopon (Olympus). Az

értékelés soran minimum 20 glomerulust vizsgaltunk glomerularis endotheliosist keresve.

3.1.13. Immunhisztokémia

A méh reprezentativ metszetein CD68 és simaizom aktin (SMA) immunfestést végeztiink,
amihez nyul anti-egér SMA poliklonalis antitestet (1:300; Abcam Inc.), Leica Bond Max
autostainert (Leica Microsystems) és Bond Polymer Refine Detection Kit-et (Leica
Microsystems), illetve nyal anti-egér CD68 poliklonalis antitestet (1:150; Abcam Inc.),
Ventana autostainert (Ventana Medical Systems, Inc.) és DAB Map Detection Kit-et
(Ventana Medical Systems, Inc.) hasznaltunk.

3.1.14. Aorta gyiirii assay-k

A mellkasi aortakat eltavolitas utan DMEM+GlutaMAX alacsony gliikkoz tartalmu
tapoldatba (Life Technologies Corp.) helyeztiikk. A periadventicialis koto- és zsirszovetet
eltavolitottuk, majd 1 mm-es aorta gytiriiket készitettiink, amiket 12-lyukt lemezeken 37°C-
on Opti-MEM+GlutaMAX szérum-mentes tapoldatban (Life Technologies Corp.)
inkubaltunk éjszakan at. Az aorta gytriiket SOuL. Growth Factor Reduced BD Matrigel
Matrix-al bevont (BD Biosciences) 96-lyuku sejttenyészté lemezekre helyeztikk. Ezutan
50uL Matrigel-lel valamint 1%-os Penicillin—Streptomycinnel (P/S), 2,5% fetalis marha
szérummal (FBS; Atlanta Biologicals) ¢s 30ng/mL vaszkularis ndovekedési faktorral
(VEGF-A; ProSpec) kiegészitett 100uL Opti-MEM kozeggel (Life Technologies Corp.)
kezeltiik ezeket. Az aorta gyiriiket ezutan 37°C-on 6 napig inkubaltuk, a tapoldatot pedig
masnaponta cseréltiik. Ezt kdvetden az aorta gytriket PBS-sel higitott 4%-0s PFA-del
fixaltuk, és Olympus 1X51 inverz mikroszkoppal készitettiink képeket roluk.



3.1.15. Albumin-kreatinin immunassay-k
A vizelet albumin koncentraciot Albuwell kit-tel (Exocell Inc.), a kreatinin koncentraciot

pedig Creatinine Companion assay-vel (Exocell Inc.) vizsgaltuk.

3.1.16. BeWo sejtkultura adenovirus fertozése

A BeWo sejteket (American Type Culture Collection) 10% FBS-sel és 1% P/S-sel (Life
Technologies Corp.) kiegészitett F12-es tapoldatban tenyésztettiik. A sejteket vagy 6-lyukt
sejttenyészt6 lemezekre vagy pedig 35 mm-es sejttenyészté edényekbe helyeztiik, majd Ad-
CMV-GFP-vel vagy Ad-CMV-hsFlt-1-e15a-val fert6ztik meg. Tizenhat 6ra milva a
sejtkultarak feliiliszojat eltavolitottuk, a sejteket PBS-sel mostuk, majd pedig Western
blothoz vagy konfokalis mikroszkopos vizsgaltokhoz hasznaltuk oket.

3.1.17. Fehérje izolacio és \Western blot

A BeWo sejtekbdl az osszfehérjét RIPA lizis pufferrel (Sigma-Aldrich Co.) nyertiik ki, ami
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail-t tartalmazott (Roche). A fehérje koncentraciot
Quick Start Bradford Protein Assay-vel (Bio-Rad) hataroztuk meg. Az Osszfehérjébol
20ug-ot elektroforézissel 4-12% SDS-PAGE (Life Technologies Corp.) gélen futtattunk,
majd elektrotranszferrel nitrocelluloz membranra blottoltuk (Bio-Rad). A membranokat
kecske poliklonalis anti-human Flt-1 poliklonalis atitesttel (AF321, 1:2000, R&D Systems,
Inc.) inkubaltuk 16 6ran 4t 4°C-on, majd peroxidaz konjugalt anti-kecske 1gG-vel (1:5000,
Vector Lab.) szobahdmérsékleten egy oran at inkubaltuk. A protein csikokat Chemi Glow
Western Blotting Detection Reagenssel (Protein Simple) hivtuk el6, majd Fujifilm LAS-
4000 Image Reader-rel (GE Healthcare) szkenneltiik be.

3.1.18. Konfokdlis mikroszkdpia

Az adenovirussal fert6zott BeWo sejteket ProLong Gold reagenssel és 4',6-diamidino-2-
fenilindol-lal (DAPI; Invitrogen) jeloltiik, majd Leica TCS SP5 (Leica Microsystems)
konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.

3.1.19. Adat- és statisztikai elemzések
Vérmyomas: Minden egér minden TN-on mért szisztolés és diasztolés vérnyomasabol

artérias kozépnyomast (MAP) szamoltunk, majd ezeket atlagoltuk. A 10. TN-on mért atlag
MAP értékeket kivontuk az adott nap MAP értékbdl, hogy megkapjuk a AMAP-t. A MAP
és AMAP értékeket a csaszarmetszés el6tti és utani idészakban is a ,,Linear Mixed Effects”

(LME) modell-el illesztettiik. Ezek a modellek leird (kezelés: GFP vagy hsFlt-1-e15a vagy



dozis: 1x or 2x) és folyamatos (id6: TN vagy PPN) értékeket foglaltak magukban, és
megengedték a kezelés és id6 interakcidjat is. igy tesztelni tudtuk, hogy a MAP vagy
AMAP meredeksége kiilonbozott-e a kezelések kozott. A postpartum idGszak vizsgalatanal
egyenesre fixalt hatast kvadratikusra engedtiik. Miutan az egereknek napi 12 6ras cirkadian
¢letritmusuk van, ezért a vérnyomast a sotét és vilagos idészakokban kiilon is elemeztiik.

Vizelet albumin/kreatinin _hanyados: Az albumin/kreatinin hanyados csoportok ko6zotti

Osszehasonlitd vizsgalataihoz a Student-féle t-tesztet hasznaltuk.

Génexpresszio: A relativ génexpressziokat a cél-gének (FLT1, GFP) és a referencia gén
(Gapdh) atlag Ct értékeibdl szamoltuk, Kivonva a cél-gén atlag Ct értékét a referencia gén
atlag Ct értékébdl azonos mintan belill. A Student-féle t-tesztet hasznaltuk a szoveti
génexpressziok 0sszehasonlitasahoz a csoportok kozott. A dozisok génexpressziora kifejtett
hatasanak vizsgalatakor a gént expresszald mintdk szazalékos aranyat szémoltuk, és a
statisztikai szamitasokhoz a Student-féle t-tesztet hasznaltuk.

Aorta gytirti assay: A Definiens Developer XD2-hez (Definiens) egy képértékel6 programot

irtunk. Az aorta gytiri falabol tjonnan képzddd mikroerek elkiilonitéséhez a képrétegek
kontraszt fokozasaval végeztiik az elemzést. Szegmentacio és osztalyozas kovetkezett, hogy
kizarjuk az aorta gytr(t a teriiletmérésbol, és az igy megmaradt Osszesitett teriiletet vettilk
mikroér kindvésnek. Az aorta gyilirin mért adatokat minden képen atlagoltuk, majd az
Osszes aorta gyliri adatait tovabb atlagoltuk egy allaton beliil, végiil pedig a Student-féle t-
teszttel hasonlitottuk 6ssze a csoportokat.

Magzati talélés, magzati- és lepényi suly: A magzati talélést minden egér esetében

feljegyeztiik, majd a csoportok kozotti Gsszehasonlitasokat a nem-parametrikus Kruskal-
Wallis teszttel végeztik. A magzati- és lepényi sulyokat és a lepényi/magzati suly
hanyadosokat ANOVA teszttel és LME modellel vizsgaltuk.

3.2. Masodik tanulmdny

3.2.1. Etikai engedeély

Az egérkisérleteket az A#11-03-11 protokoll engedélyezte. A human szovetek gytijtését és
vizsgalatait az Eunice Kennedy Shriver National Institute of Child Health and Human
Development (NIH) és a Wayne State Egyetem Institutional Review Board-jai
engedélyezték. Minden né irdsos beleegyezd nyilatkozatot adott a klinikai adatok és

szovetek gylijtését megel6zden. A mintak kodolva lettek, és az adatokat anonim taroltuk.



3.2.2. Allatgondozds
CD-1 terhes egerek (n=48) az 5. TN-on érkeztek. Az allatok tartdsa, megfigyelése és

gondozasa, valamint a kizar6 tényezok megegyeztek az els6 tanulmanyban leirtakkal.

3.2.3. Terhesség korai megallapitasa magas-fiekvencids ultrahanggal

Az ultrahangvizsgalat a 7. TN-on az els6 tanulmanyban leirtakkal megegyezden tortént.

3.2.4. Telemetrids vérnyomdsmonitor katéter implantdcicja

A telemetrias katéter beiiltetése az els6 tanulmanyban leirtakkal megegyezden tortént.

crer

A katéter pozicid meghatarozasa az els6 tanulmanyban leirtakkal megegyezden tortént.

3.2.6. Telemetrids vérnyomds monitorizalas

A vérnyomas monitorizalas az elsd tanulmanyban leirtakkal megegyezden tortént.

3.2.7. Génbevitel adenovirussal

Haromféle viralis vektort hasznaltunk, amiket replikacidé gatolt adenovirusbdl és eltérd
szoveti tropizmust “RGD fiber-mutant” adenovirusbol, illetve két eltéré szovetspecifitasu
promoterbdl allitottunk Gssze. A teljes hosszasagu hsFlt-1-e15a-t, a csonkitott msFlt-1(1-3)-
t vagy a GFP-t expresszalé adenovirus és “RGD fiber-mutant” adenovirus vektorok
létrehozasat és titralasat a Vector BioLabs végezte el. A hsFlt-1-e15a-t overexpresszaltuk:
1) vad tipusu adenovirussal és cytomegalovirus promoterrel (Ad-CMV-hsFlt-1-e15a; n=6),
2) “RGD fiber-mutant” adenovirussal és cytomegalovirus promoterrel (Ad-RGD-CMV-
hsFlt-1-e15a; n=6), vagy 3) “RGD fiber-mutant” adenovirussal és human CYP19A1l
promoterrel (Ad-RGD-CYP-hsFlt-1-e15a; n=5). A msFlt-1(1-3)-at expresszaltuk “RGD
fiber-mutant” adenovirussal és cytomegalovirus promoterrel [Ad-RGD-CMV-msFIt-1(1-3);
n=6]. A GFP-t expresszaltuk 1) “RGD fiber-mutant” adenovirussal és cytomegalovirus
promoterrel (Ad-RGD-CMV-GFP; n=12), vagy 2) “RGD fiber-mutant” adenovirussal és
human CYP19A1 promoterrel (Ad-RGD-CYP-GFP; n=4). Az egereket a farokvénan
keresztiil az adenovirus vektorral a 8. TN-on injektaltuk [2,5x10° PKE 100pl-ben], majd
pedig a 11. TN-on ismételt adenovirus injekcio tortént [2,5x10° PKE 100pl-ben] vagy pedig
fiziologias sooldatot kaptak. Az egerek egy csoportja (N=9) a 8. és 11. TN-on 100ul
fiziologias sooldatot kapott azért, hogy az endogén transzmembran Flt-1 és sFlt-1-i13 gén

expresszio vizsgalatait végezhessiik el.

10



3.2.8. Csaszarmetszes

A csaszarmetszések az elsé tanulmanyban leirtakkal megegyez6en torténtek.

3.2.9. Szoveti feldolgozds

A szovetek feldolgozésa az els6 tanulmanyban leirtakkal megegyezden tortént.

3.2.10. Teljes RNS izolalds, cDNS készités, kvantitativ real-time RT-PCR

A szoveteket TRIzol-ban QlAshredder-rel homogenizaltuk és a teljes RNS-t RNeasy Mini
Kit-tel izolaltuk. Human primer trophoblast sejtkultirabol teljes RNS-t TRIzol-lal és
RNeasy Kit-tel izolaltunk. Otszaz ng teljes RNS reverz transzkripcidja a SuperScript Il
First-Strand Synthesis system-mel tortént. TagMan assay-ket hasznaltunk a human FLT1
(Hs01052961 _m1), mouse FIt1 (Mm01210866 ml: exon boundary 1-2;
MmO00438980_m1: exon boundary 15-16), GFP (Mr04097229 mr), human CYP19Al
(Hs00903411_m1), human és egér kontroll gének [RPLPO (Hs99999902_ml); Gapdh
(Mm99999915_g1)] expresszidjanak qRT-PCR-0s meghatarozasahoz Biomark System-en.

3.2.11. Szovettani vizsgalatok

Négy um vastagsagi metszeteket készitettiink paraffinba agyazott vese blokkokbol, és
szilanizalt targylemezekre helyeztiik 6ket, majd deparaffindlas utan a metszeteket etanollal
rehidraltuk. Az altalanos morfologiai vizsgalathoz H&E-vel festett metszeteket hasznaltunk.
A glomerulasris kapillarishurkok bazalmembran megvastagodasat PAS festés és Jones
retikularis bazalmembran festés (Dako North America Inc) utan értékeltiik. A vese
glomerularis karosodasanak vizsgalatat két fliggetlen patologus végezte el, a klinikai
tinetek ismerete nélkiil. Minden vesében 10 glomerulust vizsgaltak a glomerularis
endotheliosis jeleit keresve. A glomerularis karosodast az alabbiak szerint pontoztak: 0 = 10
megvizsgalt glomerulusban nem volt eltérés; 1+ = 10 glomerulushol 1-t61 5-ig volt
szegmentalis vagy diffuz eltérés; 2+ = 6 vagy tobb glomerulus mutatott szegmentalis vagy

diffuz endotheliosist. A metszetek kiértékelése Olympus BX50F fénymikroszkopon tortént.

3.2.12. Immunhisztokémia
A lepényi immunfestést egér anti-CD31 monoklonalis antitesttel (1:50; Spring Bioscience)

¢s Bond Polymer Refine Detection Kit-tel Leica Bond Max autostaineren végeztiik el.

3.2.13. Aorta gyiirii assay-k

Az aorta gylirti assay-k az elsé tanulmanyban leirtakkal megegyezden torténtek.

11



3.2.14. Vizeletgyiijtés és albumin-Kreatinin immunoassay-k
A vizeletgylijtés és az albumin-kreatinin immunoassay-k az els6 tanulmanyban leirtakkal

megegyezden torténtek.

3.2.15. Elsddleges emberi trophoblast sejt izoldcidja és tenyésztése

Meéhlepényeket gyijtottiink terminusban sziilé egészséges noktdl (n=4). A méhlepényeket
darabolas és mosas utan Trypsint (0,25%; Life Technologies Corp.) és DNaz I-t (60U/ml;
Sigma-Aldrich Corp.) tartalmazé oldatban emésztettiik 37°C-on 90 percen 4t. A kapott
sejtszuszpenziét 100um porusméretli nylon szrén at szirtik (BD Biosciences), a
vorosvértesteket NH4Cl pufferben (Stemcell Technologies) lizaltuk, majd moséas utan a
sejteket 20-50%-o0s Percoll gradiensre helyeztiik és 20 percig 1200g-n centrifugaltuk. A
trophoblastot tartalmazé sejtgytiriiket leszivtuk, majd a nem trophoblast sejtek kisziirésére
negativ szelekcios modszert alkalmaztunk, amihez anti-CD14 (20ug/ml) és anti-CD9
(20pg/ml) egér monoklonalis antitesteket (R&D Systems) és MACS anti-egér IgG-t
(Miltenyi Biotec) hasznaltunk. Az izolalt els6dleges trophoblast sejteket kollagénnel bevont
12-lyukt sejttenyésztd lemezre tettiikk, és Iscove's modified Dulbecco's (Invitrogen)
tapoldatban tartottuk 7 napon at, ami 10% borjiiszérumot, 5% human szérumot és 1% P/S

oldatot is tartalmazott. A sejtekbdl minden nap teljes RNS-t izolaltunk.

3.2.16. Konfokalis mikroszkopia

Ot um vastagsagli metszeteket készitettiink fagyasztott méhlepény blokkokbdl és szilanizalt
lemezekre helyeztiik ¢ket. A metszeteket -20°C-os acetonnal fixaltuk 10 percig, majd
haromszor jéghideg PBS-sel oblitettiik le. ProLong Gold reagenssel és DAPI-val tortént
jelolés utan Leica TCS SP5 konfokalis mikroszkopot hasznaltunk az értékelésekhez.
Fixaciot kovetden az aorta gytriiket is ProLong Gold reagenssel és DAPI-val jeloltiik, és a
Leica TCS SP5 konfokalis mikroszkoppal értékeltiik.

3.2.17. Adat- és statisztikai elemzések

Génexpresszio: A relativ génexpressziokat a cél-gének (human FLT1, egér Fltl vagy GFP)
és a referencia gén (Gapdh) atlag Ct értékeibdl szamoltuk, kivonva a cél-gén atlag Ct
értékét a referencia gén atlag Ct értékébdl azonos mintan beliil. A génexpresszios értékeket
az array-k kozott kalibracios mintak segitségével adjusztaltuk. A Student-féle t-tesztet
hasznaltuk a szoveti génexpressziok dsszehasonlitasdhoz a kiilonb6zd csoportok kozott. Az

egér transzmembran Flt-1 mMRNS expressziot az Mm00438980 m1 TagMan assay altal
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generalt adatokbol szamoltuk, ami csak a teljes hosszisagu Flt-1 mRNS-t detektalta. Az
msFIt-1-i13 mRNS expresszids adatait ugy kaptuk, hogy az Mm01210866_m1 TagMan
assay adataibol, ami a teljes hosszisagh és az alternativ splicingos Flt-1 mRNS-t is
érzékelte, kivontuk a teljes hosszusaga Flt-1 mRNS adatait. A linearis modelt hasznaltuk
transzgénnek ¢és vektornak az endogén msFIlt-1-i13 expressziora Kkifejtett hatasanak
vizsgalatakor.

Vérmyomads: Minden id6pontra artérids kozépnyomast (MAP) szamoltunk, majd ezeket
atlagoltuk. A 11. TN-on mért atlag MAP értékeket kivontuk az adott nap MAP értékbdl,
hogy megkapjuk a AMAP-t. A MAP ¢és AMAP értékeket a csaszdrmetszés el6tti €s utani
id6szakban kiilon LME modell-el illesztettiik. A modellekben a fixalt jellemzok a kezelés, a
terhességi napok polynomialis jellemzdje és ezek interakcidja volt. A random komponens a
vérnyomas valtozasa és a terhességi napok kvadratikus jellemzoje voltak. Valdszintiségi
teszttel vizsgéltuk a csoportok kozotti vérnyomasvaltozas profilok kiilonbozdségét. Az adott
napokon a csoportok kozotti vérnyomaskiilonbségeket t-teszttel vizsgaltuk.

Glomeruldris valtozés, vizelet albumin/kreatinin hanyados: A glomerularis kéarosodas

értékeket logisztikus regresszios modellel értékeltiik. Az albumin/kreatinin hanyados
csoportok kozotti 6sszehasonlitod vizsgalataihoz a Student-féle t-tesztet hasznaltuk.

Aorta gyiiri assay: A Definiens Developer XD2-hez (Definiens) egy 3D képértékeld

programot irtunk. Az aorta gyiirli falabol Gjonnan képz8dé mikroerek elkiilonitéséhez a
képrétegek kontraszt fokozasaval végeztik az elemzést. Szegmenticid €s osztalyozas
kovetkezett a DAPI csatorndn, hogy kizarjuk az aorta gytir(it a teriiletmérésbdl, €s az igy
megmaradt Osszesitett teriiletet vettiikk mikroér kindvésnek. Az aorta gylirin mért adatokat
minden képen atlagoltuk, majd az Osszes aorta gylir(i adatait tovabb atlagoltuk egy allaton
beliil, végiil pedig a Student-féle t-teszttel hasonlitottuk Gssze a csoportokat.

Magzati tulélés, magzati- és lepényi suly: Az Gsszes magzat, az él6 magzatok, a magzati

talélés, az anya sulyok, a magzati- és lepényi sulyok, valamint a lepényi/magzati suly
hanyadosok csoportok kozotti kiilonbségét t-teszttel hasonlitottuk dssze.
Microarray és gRT-PCR: A microarray génexpresszios profilokat a SymAtlas/BioGPS

adatbazisbol toltottik le, és a 40 felndtt és magzati szovet génexpresszios adait az R
programmal rajzoltuk meg. Az elsédleges human trophoblast sejtek CYP19A1 expresszios
adatait a referencia génhez (RPLPO) normalizaltuk @ ACtgene=CtreLro)-Clgene) képlet

szerint, és a trophoblast differencidcio soran az id6 fliggvényében mutattuk be.
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4. EREDMENYEK

4.1. Elsé tanulmany

4.1.1. A terhesség meghatdrozdasa magas frekevencids ultrahanggal

A 6. TN-on csak 1.9-2.7mm-es gesztacios zsak volt lathato. Mivel a 7. TN-on mar
endometrialis reakcio és az embrid is lathatd volt, ezért ezt valasztottuk a tovabbiakban a
terhesség meghatarozasahoz. A nem terhes egerekben ezen ultrahang jelek koziil egyk sem
volt lathato. A 35 vizsgalt egerbdl 32-nél diagnosztizaltunk terhességet a 7. TN-on. A

harom nem terhesnek diagnosztizalt egérbdl csak egy bizonyult a késébbiekben terhesnek.

4.1.2. Telemetrids eszkozok beiiletetése és vizsgalata

A telemetrias katétert a terhesség ultrahangos megallapitasa utan tltettikk be. A miitéti id6
20-35 perc kozott valtozott. A TA11PA-C10 eszkoz beiiltetése rovidebb idot igényelt, mint
a HD-X11-¢. A 13. TN-on az ultrahang megerésitette, hogy az Osszes katéter az aortaivben
helyezkedett el. A telemetrias rendszer beiiltetése 79%-ban (30/38) komplikacidmentes
volt: 86%-ban (18/21) a TA11PA-C10 eszkoz és 71%-ban (12/17) a HD-X11 beiiltetésénél.

4.1.3. Tulél6 csdszarmetszés

Uj taléls csaszarmetszést fejlesztettiink ki, amely soran az egér méhének csak egy rovid
szegmentjét emeltiik eld egy iddben. Osszeségében kettd vagy harom rdvid hysterectomiat
végeztiink mindkét oldalon az dsszes magzat és méhlepény vilagrahozataldhoz. A minimal
invaziv aszeptikus mitéti technika, a megfeleld fajdalomcsillapitas és folyadékpotlas 100%-
0s (30/30) nyolcnapos tulélést tett lehet6vé. A 8. PPN-0 a H&E festést és SMA-
immunfestést kovetd hisztopatologiai vizsgalatok garnulacidos szovetet mutattak ki a
méhfalban. A 77. PPN-ra az 0Osszes vizsgalt esetben az endometrium és a belsd
myometrium réteg teljes, a kiils6 myometrium réteg részleges gyogyodgyulast mutatott a

hysterectomia teriiletén. A submucosaban fonal-granuloma volt megfigyelheto.

4.1.4. Human lepényi sFlt-1-e15a és GFP overexpresszidja adenovirussal

A human sFlt-1-e15a és GFP mRNS expresszi6 a hat anyai szovet kozott a majban volt a
legmagasabb. A méhlepény hsFlt-1-e15a és GFP expresszidja kozvetleniil nem volt
Osszehasonlithatd az anyai szovetek expressziojaval a mintavétel eltéré idépontja miatt. A
GFP expressziora a virus dozisdnak (1x10° PKE vs. 2x10° PKE) nem volt hatésa, mivel

nem lattunk kiilonbséget a GFP-t expresszald szovetek aranyaban a két kontrollcsoportban.
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Masfel6l a virus dozisanak hatasa volt a hsFlt-1-e15a expressziora, ami az anyai
szovetekben alacsonyabb volt, mint a GFP expresszio. Az egér szovetekben az atlagos
hsFlt-1-e15a expresszid 46,7%-0s volt a hsFlt-1-e15a 1x csoportban (1x10° PKE), és
72,2%-0s a hsFlt-1-e15a 2x (2x10° PKE) csoportban (p=9,7x107). A vesében a hsFlt-1-
el5a expresszio 6,3-szeresen volt magasabb a hsFlt-1-e15a 2x csoportban, mint a hsFlt-1-
el5a 1x csoportban (p=5,3x10%). A hsFlt-1-e15a 1x csoportban a hsFlt-1-e15a-t
expresszalo méhlepény, agy és méh szovetek aranya alacsony volt.

BeWo sejteket fertéztiink meg Ad-CMV-GFP-vel és Ad-CMV-hsFlt-1-e15a-val, hogy
in vitro erdsitsiik meg a lepényi trophoblast sejtekben a hsFlt-1-e15a és GFP fehérjék
expressziojat. Western blot kimutatta, hogy a nem fert6z6tt BeWo sejtekben a 185kDa-0s
Flt-1 transzmembran receptor valamint a 145kDa-0s és 110kDa-0s SFlt-1 variansok
expresszalodtak. Az Ad-CMV-GFP fertézott BeWo sejtek hasonloan expresszaltak ezeket a
fehérjéket. Az Ad-CMV-hsFlt-1-e15a-val fert6zott BeWo sejtek a 145kDa-0s és a 110kDa-
0s SFlt-1 variansokat overexpresszaltak. Az Ad-CMV-GFP-vel fert6zott BeWo sejtek
citoplazmajaban konfokalis mikroszkoppal a GFP-t ki lehetett mutatni, ami a trophopblast

sejtek viralis transzfekciojanak hatékonysagat erdsitette meg.

4.1.5. Vérnyomas monitorizdlds telemetrids rendszerrel

Kontroll egerekben a terhesség soran nem volt szignifikdns vérnyomésemelkedés (AMAP
slope=0,513Hgmm/nap; p=0,187). HsFIt-1-e15a kezelt egerekben kontrollokhoz képest
vérnyomasemelkedést észleltlink a terhességi 1d6 elérehaladtaval (AMAP meredekség=2,05
Hgmm/nap; p=8,09x10®). A hsFlt-1-e15a-val kezelt csoportban a AMAP meredekség
magasabb volt a kontroll csoporthoz képest (1,53Hgmm/nap; p=0,0043), mintegy a késbi
praeeclampsiat utanozva. Sziiléskor a AMAP 13,2Hgmm-rel volt magasabb a hsFlt-1-e15a-
val kezelt egerekben, mint kontroll egerekben (p=0,00107). A csaszarmetszést kovetden a
kontroll és a hsFlt-1-e15a kezelt egerekben a AMAP hasonldé kvadratikus mintazatot
mutatott, ami k6z0s vérnyomascsokkenés mintazatot feltételez. Azonban a csaszarmetszést
kovetéen a AMAP a kontroll egerekben az alapérték ala csokkent, mig a hsFlt-1-e15a-val
kezelt egerekben ez az alapérték folott maradt. A 7. PPN-on a kontroll egerekben a AMAP
1,96Hgmm-rel volt az alapérték alatt (p=0,560), mig a hsFlt-1-e15a-val kezelt egerekben ez
6,88Hgmm-rel volt az alapérték felett (p=0,0346). A terhesség soran és a csaszarmetszést
kovetben a virus dozisnak (1x10° vs. 2x10° PKE) egyik csoportban sem volt hatasa a

vérnyomas valtozasara.
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A csaszarmetszés el6tt a napi cirkadian ritmus soran a AMAP 2,67Hgmme-rel volt
magasabb az éjszaki ciklusban, mint nappal (p=2,5x107). A csaszarmetszés utan a AMAP
4,37Hgmm-rel volt magasabbb az éjszaki ciklusban, mint nappal (p=2,7x10°).

A AMAP ¢értékek mellett a MAP értékekkel is elvégeztiik az eldbbi elemzéseket.
Kontroll egerekben a csaszarmetszés el6tt nem volt valtozas a vérnyomasban a (MAP
meredekség=0,426Hgmm/nap; p=0,174). A hsFlt-1-el15a kezelt egerekben a terhesség
soran a vérnyomas emelkedett (MAP meredekség=2,02Hgmm/nap; p=1,13x10"°). A MAP
meredekség a hsFlt-1-e15a kezelt egerekben magasabb volt, mint kontroll egerekben (1,59
Hgmm/nap; p=2,6x10™). Hasonloan az el6z6khoz, a terhesség soran és azt kovetden is a

virus dozisnak (1x109 vs. 2x10° PKE) nem volt hatasa a vérnyomasra.

4.1.6. Endothel- és vesefunkciok értékelése
Az aorta gyiriik mikroér kinévése a hsFlt-1-e15a-val kezelt egerekben 46%-kal volt kisebb
kontrollokhoz képest (p=0,012).

A hsFlt-1-e15a-val kezelt egerek veséjében fokalis glomerularis karosodas volt lathato,
mint példaul duzzadt kapillaris endothel sejtek és a glomerularis kapillarisok elzarodasa.
Szignifikans eltérés a kontroll egerek veséjében nem volt lathato.

Kontroll egerek vizeletében az albumin/kreatinin hanyados nem valtozott, ezzel szemben
a hsFlt-1-e15a-val kezelt egerek vizeletében az albumin/kreatinin hanyados a 18. TN-ra
emelkedett és postpartum csokkent. A hsFlt-1-e15a-val kezelt egerek vizeletében a vizelet
albumin/kreatinin hanyados a 18. TN-on &tszoér magasabb volt (109,3+51,7ug/mg), mint
kontroll egerek vizeletében (19,3+5,6pg/mg; p=4,4x102). A hsFlt-1-e15a-val kezelt egerek
vizeletében az albumin/kreatinin hanyados a 8. PPN-on marginalisan magasabb volt
(36,6+9,0pg/mg), mint kontroll egerek vizeletében (18,0+4,9ug/mg; p=0,06).

4.1.7. Magzati tulélés, lepényi- és magzati sulyok értékelése

A magzati tulélést nem befolyasolta a hsFlt-1-¢15a kezelés, mivel nem volt eltérés (p=0,38)
a csoportok kozott (GFP 1x: 100%; hsFlt-1-e15a 1x: 100%; GFP 2x: 96,43%; hsFlt-1-e15a
2x: 100%). A hsFlt-1-¢15a kezelés nem volt hatassal a magzatok és a méhlepények sulyara,

¢s nem befolyasolta a méhlepény/magzati sily hanyadost sem.

4.1.8. A korai praeeclampsia tiineteit mutato egér vizsgalata
Egy egér a hsFlt-1-e15a 2x csoportban eltéré biologiai reakciot mutatott annak ellenére,

hogy a kezelés ugyanaz volt, mint a tobbi egérnél a csoporton beliil. Ennél az “EM35”-6s
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egérnél jelent6sen magasabb €s korabban jelentkezd (15. TN) vérnyomas eltérést figyeltiink
meg, mint a tobbi hsFlt-1-e15a-val kezelt egérnél. Atmeneti vérnyomas normalizalodast
kovetden ismételt kiugrast észleltink a vérnyomasban az 1. PPN-on. Az “EM35”-0s
egérnél a vizelet albumin/kreatinin hanyados a 18. TN-on magasabb volt, mint mas hsFit-1-
elba-val kezelt egérnél. Az “EM357-6s egérnél a hsFlt-1-e15a expresszid a majban
alacsonyabb volt, mint mas hsFlt-1-e15a-val kezelt egérél. Az “EM35”-0s egérnél a
szOvettani vizsgalat multiplex cisztikus biliaris hiperplaziat, trombozist és infarktust
mutatott ki a maj parenchymaban. Az “EM357-6s egémél az aorta gyiri mikroér kindvés a
legalacsonyabb volt a tobbi hsFlt-1-e15a-val kezelt egérhez képest. Az “EM35”-6s egérnél
az atlagos magzati stly (0,749+0,029g) és lepényi stly (0,080+0,006g) alulmaradt a t6bbi
hsFlt-1-e15a-val kezelt egéréhez képest (magzati suly: 1,06+0,023g, p=2,017x10™, lepényi
saly: 0,111+0,004g, p=2,05x10®). A hisztopatoldgiai vizsgalat szamos trombust igazolt a

decidudlis erekben az “EM35-0s egérnél.

4.2. Masodik tanulmdny

4.2.1. Transzgén hordozo rendszerek fejlesztése

Kiilonféle virus vektorokat fejlesztettiink ki, hogy a teljes hosszisagu hsFlt-1-e15a és a
csonkitott msFIt-1(1-3) transzgének hatasat Osszehasonlitsuk. A replikacié gatolt
adenovirustol eltérd szoveti tropizmussal bird “RGD fiber-mutant” adenovirust hasznaltuk,
hogy a valtozo szoveti expresszionak a hsFlt-1-e15a bioldgiai jellemzbire gyakorolt hatasat
vizsgaljuk. Miutan az 501bp placenta-specifikus human CYP19A1 promoter képes placenta
specifikus génexpressziot iranyitani, ezért az 501bp CYP19A1 promotert hasznaltuk a CMV

promoter mellett az adenovirus vektorokban.

4.2.2. MsFIt-1 egyedi génexpresszioja a méhlepényben

A kezelés nélkiili egerekben hat szovetet megvizsgalva az endogén transzmembran mFlt-1
MRNS expresszio a méhlepényben volt a legmagasabb; tovabba a msFlt-1 mRNS
kizarélagosan a méhlepényben expresszalodott. Az msFIt-1(1-3) kezelt egerekben a msFit-1
mRNS f6leg a majban expresszalodott. Az msFlt-1(1-3) kezelt egerekben a lepényi msFlt-
1-i13 mRNS expresszio nem novekedett azokkal az egerekkel szemben, akik fiziologias
sooldatott kaptak. Ez azt sugalta, hogy az endogén lepényi msFIt-1-i13 mMRNS expresszio

magasabb, mint a transzgén altal expresszalt msFIt-1(1-3) mMRNS.
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4.2.3. Kiilonféle virus transzgének expresszios mintazata

A promoter és virus szerkezetétl fiiggéen valtozott a hsFlt-1-e15a és a GFP mRNS
expresszio. Az “RGD fiber-mutant” adenovirus az adenovirushoz képest fokozta a hsFlt-1-
el5a mRNS expressziojat a vesében és a majban, mig a CYP promoter a majban
csokkentette a hsFlt-1-e15a mMRNS expressziot a CMV promoterrel szemben. A CYP
promoter csokkentette a GFP mRNS expressziot a majban (49,8-szor, p=0,005), a vesében
(9,3-szor, p=0,02) és a Iépben (13,5-szor, p=0,01), igy a legmagasabb GFP mRNS
expresszid a méhlepényben volt. Az “RGD fiber-mutant” adenovirus hasznalatakor a GFP
expresszid foleg a méhlepény labirintus zondjara korlatozddott, fliggetlentil attol, hogy
milyen promotert hasznaltunk. Az endogén msFlt-1-113 expressziora egyik adenovirus

vektornak és promoternek sem volt hatésa.

4.2.4. A vérnyomas telemetrias monitorizaldsa
A csaszarmetszés elott a msFlt-1(1-3)-mal kezelt egerek és GFP-vel kezelt egerek kozott
vérnyomas kiilonbséget lattunk (p=3,7x10°). A AMAP a 15. TN-on a msFlt-1(1-3)-mal
kezelt egerekben 11,1 Hgmm-rel volt magasabb (p=0,0008) mint a kontroll egerekben, és
ez a kolonbség a 18. TN-ra nétt (AMAP: 12,8Hgmm, p=0,005). Egy msFIt-1(1-3)-mal
kezelt egérnél nagyon magas AMAP-t mértiink és 175/135Hgmm-es vérnyomast a 18. TN-
on. Ennél az egémél a 7. PPN-ig folyamatosan emelkedd vérnyomasértéket mértiink
182/146-os cstcsértékkel, ami praceclampsia utan kialakulo kronikus hypertoniat utanozott.
A csaszarmetszés elott a hsFlt-1-e15a-val kezelt egerekben (az Gsszes alcsoportot
sszevonva) a vérnyomas emelkedett a GFP kontrollokhoz képest (p=4,3x10™). A hsFlt-1-
el5a-val kezelt egerekben a AMAP a 15. TN-on 8,4Hgmm-rel (p=0,0005), a 18. TN-on
pedig 7,8Hgmm-rel volt magasabb (p=0,009) kontrollokhoz képest. A harom alcsoportot
tekintve a AMAP a 15. TN-on az Ad-CMV-hsFlt-1-e15a-val és az Ad-RGD-CMV-hsFlt-1-
el5a-val kezelt egerekben volt a legmagasabb a kontrollokhoz képest (Ad-CMV-hsFIt-1-
el5a: 11,3Hgmm, p=0,0007; Ad-RGD-CMV-hsFlt-1-e1l5a: 8,3Hgmm, p=0,009), és
hasonlo volt a megfigyelés a 18. TN-on is (Ad-CMV-hsFlt-1-e15a: 7,4Hgmm, p=0,09; Ad-
RGD-CMV-hsFlt-1-e15a: 9.3Hgmm, p=0,04). A kontrollokhoz képest a vérnyomas
S5Hgmme-rel (15. TN) és 6,6Hgmm-rel (18. TN) volt magasabb az Ad-RGD-CYP-hsFlt-1-
el5a-val kezelt egerekben, a kiilonbségek mégsem voltak szignifikansak (0,14 és 0,16).
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4.2.5. SFIt-1 kezelt egerek vesefunkcié és morfologiai eltérései

A GFP kezelt egerek veséjében vékony falu, szélesen nyitott kapillaris hurkok voltak
lathatok, mesangialis megvastagodas és hypercellularitas nélkiil. Ezt a szovettani eredményt
Jones bazalmembran festéssel is megerdsitettiik. A hsFlt-1-e15a-val vagy msFlt-1(1-3)-mal
kezelt egerekben duzzadt kapillaris endotélsejteket, a glomerularis kapillarisok elzarodasat
¢s fokalis mesangialis megvastagodast talaltunk. Elszortan scleroticus glomerulusok voltak
lathatoak. A kapillarisok megvastagodasat ¢s a mesangialis réteg fokalis kiszélesedését PAS
¢és Jones bazalmembran festéssel erdsitettiilk meg.

Az msFlt-1(1-3)-mal kezelt csoportban a folyamatos vérnyomas emelkedést mutatd
egérnél dramatikus szdvettani eltérést talaltunk a vesében, az Gsszes vizsgalt glomerulus
nagyfoka karosodasaval. Ezek megnagyobbodottak voltak és a mesangialis réteg
jelent6sfoku kiszélesedést és megvastagodast mutatott, illetve a glomerularis kapillaris erek
okkluzidja és megvastagodasa volt 1athatd. A Jones festés a glomerularis kapillarishurkok
bazalmembranjanak kifejezett megvastagodasat és megkett6zodését mutatta.

A glomerularis karosodast jelz6 pontértékek az Osszes SFlt-1 kezelt csoportban
magasabbak volt, mint kontrolloknal. A msFlt-1(1-3)-mal kezelt egerekben a glomerularis
karosodas odds ratio-ja (OR) 2,4 volt (p=0,01), mig hsFlt-1-e15a-val kezelt egerekben az
OR 3,1 volt (p=2,8x10"). A hsFlt-1-e15a-val kezelt egerek kozott az Ad-CMV-hsFlt-1-
e15a csoportban volt a legmagasabb a glomeruléris kérosodast jelz OR (3,9, p=4,8x10”).

A hsFlt-1-e15a-val kezelt egerekben a vizelet albumin/kreatinin hanyados magasabb
volt, mint kontrollokban (18. TN: 1,9-szer, p=0,04; 8. PPN: 1,7-szer, p=0,03). A msFIt-1(1-
3)-mal kezelt egerekben kifejezetten magas volt az albumin/kreatinin hanyados postpartum
(17-szer, p=4x107). Az msFlt-1(1-3)-mal kezelt, folyamatos vérnyomas emelkedést mutaté
egérnél extrém magas albumin/kreatinin hanyadost talaltunk (18. TN: 3070ug/mg ¢és 8.
PPN: 15401pg/mg). Az alcsoportok analizise azt mutatta, hogy Ad-CMV-hsFlt-1-e15a
kezelés az albumin/kreatinin hanyadost a 8. PPN-on emelte (3-szor, p=0,003); Ad-RGD-
CMV-hsFlt-1-e15a kezelés az albumin/kreatinin hanyadost a 18. TN-on emelte (2,4-szer,
p=0,04); mig az Ad-RGD-CYP-hsFlt-1-e15a kezelés az albumin/kreatinin hanyadost a 18.
TN-on emelte szignifikancia hatarara (2,4-szer, p=0,056) és szignifikansan novelte a 8.
PPN-on (1,8-szer, p=0,04). Osszegezve, az mFIt-1(1-3) kezelésnek a vesefunkciora erésebb
hatasa volt, mint a hsFlt-1-e15a kezelésnek, és a hsFlt-1-e15a “RGD fiber-mutant”

adnovirus hasznalatakor a proteinuria korabban jelentkezett, mint adenovirus esetében.
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4.2.6. A hsFlt-1-el5a és msFit-1 okozta aorta endothe!/ diszfunkcio

Az aorta gylri mikroér kindvés a hsFlt-1-el15a kezeléskor 77%-kal volt kissebb a
kontrollhoz képest (p=0,007), mig msFIt-1(1-3) kezelés esetén a mikroér kinovés 66%-kal
csokkent kontrollokhoz képest (p=0,02). Az msFlt-1(1-3)-mal kezelt, folyamatos
vérnyomas emelkedést mutatd egérnél a mikroér kinévés csak 53%-0s volt a tobbi msFlt-

1(1-3) kezelt egérhez képes, ami jelentds endothel diszfunkciot jelez.

4.2.7. Human sFlt-1-e15a novelte, msFlt-1(1-3) nem befolydsolta az egér alom nagysdagat
A hsFlt-1-e15a vagy msFlt-1(1-3) kezelés nem volt hatassal a magzati talélésre, a magzati
stlyra, a lepényi sulyra és a lepényi/magzati suly hanyadosara. Az alom nagysaga a kontroll
csoportban és a msFlt-1(1-3)-mal kezelt egerekben is 6sszhangban volt a tenyészt6 cég altal
kozolt atlagos alom nagysaggal (n=11,5). A magzatok szama (13,8+0,4, p=0,046) és az €16
magzatok szama (13,6+0.45, p=0,05) magasabb volt a hsFlt-1-e15a-val kezelt egerekben,
mint kontrollokban. A hsFlt-1-e15a-val kezelt egereknél az ¢él6 magzatok Ossz sziiletési
stulya (14,2+0,569, p=0,04) és az anyaallatok sziilés el6tti 6sszsulya (56,3+1,1g, p=0,04)
magasabb volt, mint a kontrollokban. Ezen mutatokban az msFlt-1(1-3) kezelt egerek nem
mutattak kiilonbésget. Az Ad-RGD-CYP-hsFIt-1-e15a kezelt csoportban az él6 magzatok
Osszsulya magasabb volt, mint kontrollokban (15+0,48g, p=0,043). Az Ad-RGD-CYP-
hsFlt-1-e15a kezelt csoportban a magzatok szama (14,3+0,42, p=0,047) és az él6 magzatok
szama (14,1+0,46, p=0,039) magasabb volt, mint kontrolloknal.

20



5. KOVETKEZTETESEK

A legfobb eredmények ¢és fejlesztések a két tanulmanyunkban a kdvetkezok voltak:

1. Biologiailag relevans anti-angiogén praeeclampsia egér modellt sikertilt kifejleszteni;

2. Magas frekvenciaju ultrahanggal 97%-ban jeleztiik a terhességet a 7. terhességi napon;

3. Magas frekvenciaji ultrahang minden telemetria katéter helyzetét meg tudta hatarozni;

4. A telemetria stersszmentes vérnyomasmérést tett lehetévé a terhesség alatt és post partum;
5. Az Gijonnan kidolgozott csaszarmetszés talélési mutatodja 100%-0s volt;

6. Ultrahangvezérelt cystocentézist fejlesztettiink Ki a vizelet fehérjevizsgalata érdekében;

7. Az adenovirussal bejutatott hsFlt-1-e15a transzgén foleg a majban expresszalodott;

8. A hsFlt-1-e15a kezelés vérnyomas emelkedést okozott a 18. terhességi napon;

9. A hsFlt-1-e15a kezelés albuminuriat okozott a 18. terhességi napon;

10. A hsFlt-1-e15a kezelés veseglomerulus elvaltozasokat okozott;

11. A hsFlt-1-e15a kezelt egerekben az aorta gyiiri mikroér kindvés gatlodott;

12. A hsFlt-1-e15a nem volt hatassal a méhlepények és a magzatok stlyara;

13. Egy hsFlt-1-e15a kezelt egérben a korai praceclampsia stlyos tiineteit észleltiik,
melyhez intrauterin ndvekedési retardacio és tobbszervi elégtelenség tarsult;

14. A teljes hosszasagi human sFlt-1-e15a és a csonkitott egér SFIt-1(1-3) in vivo biologiai
hatasai kozvetleniil 6sszehasonlithatova valtak kisérleteinkben;

15. A teljes hosszisagl egér transzmembran mFIt-1 foleg a méhlepényben, mig a szolubilis
egér SFlt-1-i13 csak a méhlepényben expresszalodott;

16. A ,.fiber-mutant” adenovirus és placenta-specifikus promoter hasznalata esetén mind a
hsFlt-1-e15a, mind a kontroll transzgén expresszidja novekedett a méhlepényben;

17. A hsFlt-1-e15a és az msFlt-1(1-3) is vérnyomasemelkedést, glomerularis karosodast,
fehérjevizelést és endothel diszfunkciot, azaz a praeeclampsia tiineteit okozta az egerekben;
18. Egy msFlt-1(1-3) kezelt egérben folyamatos magasvérnyomast, stilyos albuminuriat és
glomerularis karosodast észleltiink, ami fokozott érzékenységet sejtet az sFlt-1 irant;

19. A hsFlt-1-e15a novelte az egéralom méretét, mig az msFlt-1(1-3)-nek nem volt ilyen
hatasa, ami kiemeli a teljes hosszsagl sFlt-1 fontos hatdsat a terhesség korai szakaszaban;
20. A megfigyeléseink ramutatnak a teljes hosszusagu és csonkitott sFlt-1 variansok
biologiai hatdsainak kiilonbségére, valamint a teljes hosszisagu sFlt-1 kiilonb6zo
hatdsaira a terhesség eldrehaladtaval. Eredményeinknek fontos hatidsa lehet a

praceclampsia klinikai kezelésében is a késdbbiekben.
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