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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AFP: alfa-fotoprotein

Akt-1: protein kinaz B

ALT: alanin-aminotranszferaz

AST: aszpartat-aminotranszferaz

BMI: testtomeg index (kg/m?)

CGB: chorionic gonadotropin béta
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ERK1/2: extracellularis szignal-regulalt kinaz 1/2

FGF: fibroblaszt novekedési faktor
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GAG: glilk6zaminoglikan
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HELLP: (hemolizis, emelkedett majenzim értékek, alacsony
trombocitaszam)

HGF: hepatocita novekedési faktor

HIF-1a: hypoxia-indukalt faktor-1 alfa

IL-1B: interleukin-1 béta

IQR: interkvartilis tartomany

IUGR: intrauterin novekedési retardacid

IVH: intraventrikuléris vérzés

JNK: c-Jun N-terminalis kinaz

LEP: leptin

LDH: laktat-dehidrogenaz

LMVM: konnyli mikrovillus membran
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1. BEVEZETES

1.1. A praeeclampsia és HELLP szindréma

1.1.1. A praeeclampsia diagnosztikus kritériumai

A praeeclampsia a nagy sziilészeti korképek egyike, a terhességek 3-5 %-aban
jelentkezik, és egyik f6 oka az anyai, sziiletéskori és ujsziilottkori megbetegedéseknek
¢s halalozasoknak vilagszerte [1-3]. A praeeclampsia diagnosztikus kritériumai
magukban foglaljak a terhesség 20. hete utan Gjonnan jelentkez6 magas vérnyomast
(szisztolés vérnyomas >140 Hgmm vagy a diasztolés vérnyomas >90 Hgmm, legalabb
két alkalommal, minimum 4-6 o6ran beliil, maximum hét nappal kés6bb mérve), és a
proteinuriat (>300 mg/24h) [1, 2].

Rérakodasos praeeclampsiarél beszélink, ha a magas vérnyomds mar a
terhesség kezdete el6tt fennallt. Ilyenkor a praeeclampsia diagnosztikai kritériuma a
hirtelen emelkedd vérnyomas, az Ujonnan megjelent vagy gyorsan emelkedd
proteinuria, esetleg thrombocitopénia és emelkedett majenzim értékek [4]. Stlyos foku
a praceclampsia, ha a proteinuria mellett a vérnyomas >160/110 Hgmm, vagy ha a
magas vérnyomads mellett a proteinuria >5g/24h, illetve ha a terhesnél egyéb tiinetek
jelentkeznek, mint lataszavar, fejfajas, epigastridlis fajdalom, dyspnoé, alacsony
trombocitaszam (<100 000/ml), majenzim értékek emelkedése [1, 5] Sulyos
praeeclampsiaban szenvedd terheseknél tobbszervi elégtelenség is felléphet maj, vese €s

idegrendszeri érintettséggel [1, 2, 5].

1.1.2. A HELLP (Haemolysis, Elevated Liver enzymes and Low Platelets) szindroma
diagnosztikus kritériumai

A HELLP szindromat a praceclampsia egy sulyos formajanak gondoltak [6], de
felmeriilt az is, hogy egy teljesen elkiiloniilt betegségrél van szd, mivel a betegek
6t6dénél nincs magas vérnyomas és fehérjetirités, ami a praeeclampsia diagnosztikus
kritériuma [2, 7-10]. HELLP szindromarol beszéliink, ha: 1) hemolizis van, ami
microangiopathids hemolitikus anémidhoz vezet. Ilyenkor a periférias vérkenetben
fragmentalt vorosvérsejteket (schistiocytakat), Burr-sejteket vagy polikromatikus
vorosvérsejteket latunk. Jellemzd az anémia, hemoglobinaemia, hemoglobinuria,

alacsony a haptoglobin, emelkedett a bilirubin és a laktat-dehidrogenaz (LDH) szint. 2)
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Emelkedettek a majenzim értékek, az aszpartat-aminotranszferaz (AST) és az alanin-
aminotranszferaz (ALT), ami a mdj kérosodasara utal. Ezt gyakran epigastrialis
fajdalom kiséri. 3) Thrombocitopénia jelentkezik, ami a Mississippi beosztas szerint
harom sulyossagi fokra oszthatd: (1) <50 000/ml, (2) <100 000/ml, (3) <150 000/ml. [8-
11]. A betegek tobb mint felénél megjelenik az 6déma, sokaknal hanyinger, hanyas,

fejtajas és lataszavar jelentkezhet.

1.1.3. A praeeclampsia és HELLP szindréma klinikuma

A klinikai tiinetek megjelenésének ideje alapjan a praeeclampsia kiilonbozo
alcsoportokra oszthatd. Beszélhetiink ,,preterm” (<37. terhességi hét) és ,.term” (>37.
terhességi hét) praeeclampsiarol, valamint egy masik beosztas alapjan korai (early-
onset, <34. terhességi hét) és késoi (late-onset, >34. terhességi hét) praceclampsiarol [1,
2, 4, 12]. A késoi tipus gyakoribb, inkabb primiparaknal jelentkezik, kevésbé sulyos,
tulnyomorészt anyai kovetkezményei vannak. A korai tipus ritkabb, inkabb a tobbedszer
sziilloknél jelentkezik, stlyosabb lefolydsu, és gyakran tarsul az életet veszélyeztetd
HELLP szindromaval valamint intrauterin magzati retardacioval (IUGR) [1, 2, 4, 12,
13].

A praeeclampsia szamos kockazati tényezGjérél tudunk. Praececlampsiara
hajlamosit példaul a fiatal vagy idds anyai életkor, elsd terhesség, terhesség uj
partnerrel, praceclampsia elsé foka rokonnal, fertézés az anyanal, diabetes, autoimmun
betegségek, emelkedett BMI terhesség elétt, valamint a trombofilia [9-11, 14-16].
Bizonyos DNS varidnsok jelenléte a 2pl13, 2p25, 9pl3, ¢és 1022 kromoszdémalis
régiokban Osszefliggést mutat a praeeclampsia kialakulasaval [17-19], szamos
tanulméany emliti az ezen locusokon taldlhatdé gének megvaltozott mitkddését. Ilyen
példaul a STOX1 gén a 10g22 locuson, ami a trophoblast invazidban jatszik szerepet
[19], vagy a 2p25 locushoz tartoz6 ROCK2 gén, ami vazokonstrikcioban és indirekt
modon a vérnyomas szabalyozasban jatszik szerepet [18]. A praeeclampsia ismétlédési
kockazata a kiilonb6z6 tanulmanyokban tag hatarok kozott valtozik [20]. A kovetkezd
terhességben nem csak a praeeclampsias elézmény fontos, hanem egyéb tényezok is
szamitanak, példaul a két terhesség kozott eltelt idé [21], vagy hogy az el6z6
pracclampsias terhesség ikerterhesség volt-e [22]. A terhesség alatti dohanyzas viszont

csokkenti a praececlampsia kockazatat [23].
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A praeeclampsia lefolydsa sok mindentdl fligg, példaul attdl, hogy milyen az
anya altalanos egészségi allapota, milyen terhességi korban jelentkeztek a betegség
tiinetei, azok mennyire stulyosak, ¢s mely terhességi korban sziiletik meg az 0jsziilott.
Az anyai halalozasok 10-15%-aért a praeeclampsia ¢s HELLP szindroma, illetve ezek
kovetkezményei, a maj és veseelégtelenség, majruptura, agydodéma, stroke, Kkorai
lepénylevalas, diffuz intarvaszkularis coagulopathia (DIC), vagy a tiidéddéma feleldsek
[1, 3, 9, 10]. A magzati és Ujsziilottkori haldlozasok kockazata féleg HELLP
szindromanal magas, illetve azoknal a terheseknél, ahol nagyon koran, a 32. hét elott
torténik a sziilés. Ezen esetekben a magzati mortalitads leggyakoribb okai a korasziilés,
placenta levalas €s a sulyos IUGR. A legsulyosabb anyai morbiditasi okok kdz¢ tartozik
az eclampsia, trombozis, infarktus, 6déma, akut veseelégtelenség, majelégtelenség, és
DIC. A korasziilés és az elégtelen lepényi miikddés kovetkezményeként az
ujsziilotteknél asphyxia, trombocitopénia, intraventriculdris hemorrhagia (IVH), vagy
respiratorikus distressz szindroma (RDS) alakulhat ki [1, 3, 9, 10].

Sajnos a betegség megjelenését kovetden jelenleg még csak tiineti kezelés
lehetséges, antihipertenziv szereket, antikonvulziv gydgyszereket, esetleg fehérjepotlast
alkalmazhatunk. A végleges megoldas még ma is csak a terhesség befejezése, mert a
legtobb esetben a praeeclampsia a méhlepény megsziiletését kovetden megsziinik [1, 2].
Természetesen a sziilés idOpontjanak megvalasztasa nehéz feladat, mérlegelni kell az
anyai és magzati érdekeket, és a lehetd legoptimalisabb idépontot kell kivalasztani.

A praeeclampsia megel6zése a cél. A nemzetkdzi kutatdsok arra iranyulnak,
hogy megleljék azokat a biomarkereket, amelyekkel mar kordn kisziirhetové valnanak a
magas kockazatl terhesek, illetve kidolgozzanak olyan terapias lehetdséget, amelyekkel
biztosithato, hogy a terhesség minél tovabb kiviselhetd legyen anélkiil, hogy az anya
vagy a magzat egészségét veszélyeztetné. A praeeclampsia eldrejelzésére eddig
kidolgozott tesztek tobbségének azonban specificitasa és szenzitivitdisa még nem
megfeleld, emiatt nem is nagyon terjedtek el a klinikai gyakorlatban [1]. Kiilonb6z6
prevencios terapiakat is leirtak mar kutatok, legismertebb a kalcium és az alacsony
dozisu aszpirin preventiv hatasa [24, 25], de ezek hatékonysaga megkérddjelezhets. A
diagnosztikus és terapias iranyultsagu kutatasokat megneheziti, hogy a praeeclampsia

kizardlag az embernél fordul eld, ezért az allatkisérletes modellek érteke limitalt.
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A korkép valosziniileg multifaktoridlis eredetli, egyesek immunoldgiai, masok
genetikai okokat feltételeznek a hattérben, de valosziniisithetd, hogy a méhlepénynek
kulcsfontossagi szerepe van a betegség kialakulasaban. Egyrészt a praeeclampsia
altalaban megsziinik a méhlepény vilagrahozatala utan, masrészt a lepény megvaltozott
mitkodésébol kovetkeztetve fontos szerepe van az anti-angiogén faktorok termelésében,
melyek a praeeclampsia patomechanizmusanak kdzponti Gtvonalat inditjak be [26-29].

Mi a praceclampsia és HELLP szindroma Kkutatasaiban ezért a méhlepény
vizsgalataira koncentraltunk. Korabbi kutatasaink folytatasaként egyrészt olyan
jelatviteli molekulakat vizsgaltunk, amelyek fontos szerepet jatszanak a méhlepény
miikddésében, sejtproliferacioban, migracioban, apoptdzisban. Vizsgaltuk olyan gének
expresszids mintazatat is, melyek szerepet jatszhatnak a méhlepény koros mitkdésében
praceclampsiaban. Emellett kiillonbozo jelatviteli utak aktivalodasat is tanulmanyoztuk a
méhlepényben, majd arra is kivancsiak voltunk, hogy ezen jelatviteli utvonalak
megvaltozasat milyen stressz allapotok idézhetik eld, és hogy ezek hogyan

befolyéasoljak a placentaban a génexpressziot.

1.2. A méhlepény koroki szerepe a praeeclampsia és HELLP szindroma
kialakulasaban

1.2.1. A méhlepény fejlédési zavara koraterhességben

A méhlepény biztositja az anya és a magzat kozti kapcsolatot, feladata a gazcsere
biztositdsa, a magzat taplalasa, a karos anyagcseretermékek eltavolitdsa, valamint
szamos terhességi hormont is termel [30]. A méhlepény megfeleld vérellatasanak
kialakulasa érdekében az anyai spiralis artéridk az elsd és masodik trimeszter sordn tag
uteroplacentaris erekké alakulnak, amiért az extravillosus cytotrophoblast sejtek
feleldsek. Ezek a sejtek invaziv tulajdonsdguknak koszonhetéen a méhlepénybdl az
anyai deciduaba és a méh izomzat felsé harmadaba vandorolnak, és itt 4ttdrik az anyai
spiralis artéridk falat, ami szerepet jatszik a simaizom (tunica media) fiziologias
eltlinésében terhesség soran. Ezaltal a spirdlis artéridk nagymértékben kitagulnak,
ellenallasuk pedig lecsokken, és az anyai vér csokkent ellenallassal szemben,
folyamatosan aramolhat az intervillosus tirbe [31, 32]. A praeeclampsia mellett érdekes
modon az ismeretlen eredetii [UGR-ban is ez a trophoblast invaziés folyamat karosodik,

¢és emiatt a méhlepény vérellatasa nem megfelel6 [33-35], ami fluktuald véraramlashoz,
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placentaris stresszallapothoz, a méhlepény strukturalis és funkcionalis karosodasahoz

vezet [36, 37].

1.2.2. Endoplazmatikus retikulum stressz és ischaemidas Stressz szerepe a korai
praeeclampsia kialakulasaban

A trophoblast invazids zavar praeeclampsiaban joval sulyosabb, mint az ismeretlen
formakban, kiilonésen az IUGR-rel kapcsolt altipusban [2, 32, 37, 38]. Hosszl ideig
ugy gondoltak, hogy a trophoblast invazid zavara a méhlepény hypoxids karosodasahoz
¢és kovetkezményesen praceclampsiahoz vezet [39]. A hypoxia énmagaban azonban
inkdbb az ismeretlen eredetli IUGR oka lehet, ahol a spirdlis artéridk csak kissebb
mértékben karosodnak. Itt az alacsonyabb méhlepényi oxigén koncentracié miatt enyhe
endoplazmatikus retikulum stressz jelentkezik, ami csokkent fehérjetermeléshez és
sejtproliferacio gatlashoz vezet a placentaban. Emellett [IUGR esetén az angiogenezis és
a glikokortikoid-anyagcsere folyamatai is felborulnak, az apoptézis fokozodik, és
ezeknek a hatasoknak az eredménye lesz a kis sulya méhlepény, és a jellegzetes
fenotipusti magzat [40, 41]. Praceclampsiaban, leginkabb a korai formakban, azonban a
spiralis artéridk stlyosan karosodnak, a méh vérellatasa nem egyenletes, ezért sulyos
endoplazmatikus retikulum stressz és nagyfoku apoptdzis 1ép fel. Emellett ischaemias
karosodads ¢és oxidativ stressz alakul ki. Ennek kovetkeztében a villosus
syncytiotrophoblastb6l anti-angiogén molekuldk ¢és aponekrotikus sejttormelékek
szabadulnak fel, amik az anya szervezetében szisztémas gyulladast és endothel

karosodast okoznak [36, 37, 40, 42].

1.2.3. Méhlepényi szovettani elvailtozasok korai és késéi praeeclampsiaban, valamint
HELLP szindromaban

A fentiekkel kapcsoltan a praceclampsias betegek méhlepényének hisztopatologiai
vizsgélatakor szdmos sulyos elvaltozas figyelhetd meg. A decidudban példaul
érkdrosodasok, akut atherosis alakul ki, hialin-szerli lerakodasok és habos sejtek
talalhatoak az arteriolak falaban [43, 44]. A korai praececlampsias terheseknél a placenta
morfologiai eltérései sokkal erdteljesebbek, mint kés6i praeeclampsia esetén [38, 45], és

nagy hasonlosagot mutatnak a HELLP szindromas betegek méhlepényeinek
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tanulmanyban, amelyben a kontroll csoportokhoz képest sokkal tobb volt a 1ézid, a
syncytialis csom6 ¢€és a boholy éretlenség a korai praeeclampsias illetve HELLP
szindromas betegek méhlepényeiben [47]. Ez alapjan is feltételezhetd volt, hogy a korai
praceclampsia ¢s HELLP szindroma kialakuldsdban hasonld tényezOk jatszanak

szerepet, mig a késoi tipusu praeeclampsia kialakulasaban eltér6é okokat kell keresniink.

1.2.4. A placentaris génexpresszio megvaltozasa praeeclampsiaban és HELLP
szindromaban

Munkacsoportunk ezen korabbi tanulmanyaban [47] arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy
a korai praceclampsia és HELLP szindroma hasonlé bioldgiai folyamatok eredménye
lehet, mert a placentaris génexpresszid hasonldan valtozik a két betegcsoportban. A
vizsgalatban mélyfagyasztott méhlepény mintakbol microarray modszerrel 350 gén
eltéré expresszivitasat mutattuk ki praceclampsias placentakban a kontrollokhoz képest
[47]. Tanulmanyunkban a HELLP szindromas betegek méhlepényeiben 554 génnek
valtozott meg az expresszivitasa a kontroll csoport méhlepényeihez képest. Ezek koziil
224 gén hasonld eltérést mutatott HELLP szindromés és korai praeeclampsias
méhlepényekben egyarant, a HELLP szindréma 20 legjobban alul vagy feliil expresszalt
génje koziil 16 szintén hasonldé moddon valtozott meg korai praeeclampsiaban. Ezek
kozil jelentds szamu gént mar mas kutatok is kapcsolatba hoztak a praeeclampsiaval
[48-51]. Erdekes modon, a gén ontolégiai elemzések eredményeként 69 olyan biologiai
folyamatot detektaltunk a HELLP szindromas betegek placentaiban, ami a
praceclampsias lepényekben leirt folyamatokhoz hasonldéan valtoztak meg [47]. Az
altalunk publikalt microarray adatokkal 6sszhangban egy nemrég publikalt microarray-
meta-analizis arra jutott, 30 tanulmany adatait Osszefoglalva, hogy az angiogenezis
folyamatdhoz kapcsolhato ENG, FLT1, LEP, PGF és VEGF gének expresszioja
megvaltozik praeeclampsias betegek méhlepényeiben [51]. Ezen angiogenezisben
szerepet jatszo gének kozil az FLT1, LEP ¢és PGF géneket valasztottuk jelen
tanulmanyunk targyaul.
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1.2.5. Az angiogén és anti-angiogén faktorok egyensulyanak felboruldsa, anyai
szisztémds gyulladds és endothel diszfunkcio  praeeclampsiiban és HELLP
szindromdban

Normalis miikodés esetén a placenta angiogenezist serkent6 faktorokat juttat a
keringésbe, melyek koziil a két legfontosabb a vaszkularis endothelidlis novekedési
faktor (VEGF) és a placentaris ndvekedési faktor (PGF).

A VEGF az érfejlédésben kozponti szerepet jatszo faktor, melynek szamos
angiogenezist [52]. A VEGF expresszio fokozodasaért leginkabb a hypoxia felelGs,
melynek hatdsara a hypoxia-indukalt faktor-la (HIF-1a) a VEGF gén promoter

A VEGF-nek szamos izoformdja ismert a kiilonbozd szovetekben, a 206-0S
izoforma legnagyobbrészt a placentaban termelddik [54]. A VEGF szerepet jatszik a
placentaris angiogenezisben, a vaszkularis remodellingben, a trophoblast invazidban és
differenciacioban is. Erdsen kotédik a VEGFR1 (Flt-1) receptorhoz az endothelsejt
felszinén, melyhez a PGF is kotddni képes, és ezaltal kiilonbozo jelatviteli ttvonalakat,
példaul a MAPK utvonalakat is aktivalja [55].

A PGF a VEGF-hez hasonlo fehérje, melyet a méhlepény termel [56, 57].
Kideriilt, hogy a terhesség soran a 32. terhességi hétig emelkedik a PGF koncentracio az
anyai szérumban, majd ezt kovetden csokken a szintje a sziilésig [58].
Praceclampsiaban viszont alacsonyabb mar koraterhességben is [59-61]. Az alacsony
PGF szint IUGR-t is jelezhet, mar akkor is, mikor még Doppler-ultrahanggal ez esetleg
nem detektalhato [62]. A 22-34. terhességi hét kozotti alacsony PGF szérum szint
esetén pedig nagy a kockazata a magzat allapota miatti indukalt korasziilésnek [63].

A karosodott méhlepény fokozottan termel és juttat a keringésbe szdmos anti-
angiogén faktort, példaul a szolubilis fms-like tirozin-kinaz-1-et (sFlt-1) [64-66], ami a
VEGFR1 receptor szolubilis formaja. Biomarkerként tartjak szdmon, sok tanulmany
Osszefliggést talalt a praceclampsia és a sFlt-1 szérum szintje kozott [67-69]. A sFlt-1 a
syncytiotrophoblastbol szabadul fel, €s a szérumban keringd angiogén hatasu VEGF-et
és PGF-et megkoti, semlegesiti [70, 71]. Ez a mechanizmus a praeeclampsiasok és
HELLP szindromasok vérében talalt alacsony VEGF és PGF koncentracié egyik oka.

Mar mintegy 4-5 héttel a praeeclampsia klinikai tlineteinek megjelenése el6tt emelkedik
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az anyai vér sFIt-1 koncentracidja, és végig magasabban is marad az egészséges
sejteket destabilizalja, foleg a fenesztralt endotheliumot érinti az vesében, majban, és
agyban, azokban a szervekben, amelyek praceclampsiaban is érintettek [61, 72].

Egy masik anti-angiogén faktor, a szolubilis endoglin (sEng), ami a TGFpI
receptor csonkolt formdja, placentaris expresszidja €s anyai szérumszintje szintén
emelkedik praeeclampsiaban [1, 27, 29, 47, 48, 50, 73-82]. A TGFp1-et koti, nem
engedi kapcsolodni a receptordhoz, ami a NO emelkedéséhez, vazodilatatiohoz vezetne.
A szervezetben szisztémas endothelialis diszfunkcid, vesekarosodas, kardiovaszkularis
karosodas kovetkezik be, ami a magas vérnyomast és a proteinuriat is okozhatja [3, 26,
28, 72].

Ugyan nem kifejezetten anti-angiogenikus faktor, de az érfejlodésre hatassal van
a leptin is, melynek placentaris expresszidja és anyai szérumszintjei ugyancsak
emelkednek praeeclampsiaban és HELLP szindromaban [37, 47, 50, 83-88]. A leptin
szdmos szovetben megtaldlhatd, nem terheseknél a legnagyobb mennyiségben a
zsirszovet termeli [89], terheseknél azonban a leptin 95%-a a méhlepénybdl szarmazik
[90]. Fontos, adaptaciot elésegité szerepe van a terhességben [91], fokozza a human
choriogonadotropin hormon (hCG) termelését, mobilizalja az anya zsirraktarait [92],
hatassal van a gyulladasos folyamatokra és az angiogenezisre, aktivalni tudja PI3K és
MAPK jelatviteli utvonalakat [93]. A leptin receptor polimorfizmusa és a sulyos
praceclampsia kozott is talaltak Osszefliggést [94]. Ez Osszefiigghet azzal, hogy a
praeeclampsia kockazati tényezdi kozott szerepelnek metabolikus problémak is, mint az
elhizas, inzulinrezisztencia és dislipidaemia [43, 44].

Ezen molekuldkon kiviil a praeeclampsiaban karosodott méhlepény fokozottan
termel és juttat a keringésbe Kortikotrop-releasing hormont (CRH) [95-97], az
aponekrozis kovetkeztében syncytiotrophoblast tormeléket és mikropartikulumokat [42,
98, 99], pro-inflammatorikus citokineket, immunfehérjéket (pl.: tumor nekrézis faktor
alfat (TNFa), interleukin-1 bétat (I1-1B), galectin-1 stb.) [42, 100-104], és mas, ez idaig
nem azonositott faktorokat. Ezek 0sszességében végiil az anya szervezetében egy anti-

angiogén allapotot és fokozott szisztémas gyulladasos reakciot inditanak el, amik a

//////

82, 103, 105-121].
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1.2.6. A VEGF egyes génpolimorfizmusainak feltételezett Szerepe praeeclampsiaban
Mivel a fentiek alapjan a megvaltozott VEGF jelatviteli titvonalnak a praeeclampsia és
HELLP szindroma kialakulasaban szerepe lehet, egy kordbbi tanulmanyunkban
sszehasonlitottuk praceclampsias és kontroll terhesek VEGF G*%C és a VEGF C
278 génjének polimorfizmusait [122]. A VEGF génnek szamos polimorfizmusa ismert
ugyanis, és néhany ezek koziil, mint példaul a VEGF G™%®C és a VEGF C*°"®A
bizonyitottan befolyasolja a fehérje termelddését [123, 124]. Human vérmintabol izolalt
mononukledris sejtekben példaul azt talaltak, hogy a VEGF™® GG allélt hordozok
termelték a legtobb VEGF-t, a VEGF™® GC allélt hordozok kbzepes mennyiséget, mig
a VEGF*® CC allélt hordozok a legkevesebb VEGF-t termelték [124]. A VEGF 2°"®
CC allélt hordozok tobb VEGF-et termeltek, mint a VEGF °"® AA allélokat hordozok
[123].

A mi tanulmanyunk arra kereste a valaszt, befolydsoljdk-e ezen gének
polimorfizmusai a praeeclampsia kialakuldsat, és van-e szerepilk ezeknek az
polimorfizmusoknak a betegség korlefolyasaban. A  kutatasba 87 nullipara
praeeclampsias terhes keriilt be, kontrollként 96 kompikacioktdol mentes nullipara
terhest vizsgaltunk. A terhesek vérébél nyert DNS izolalasa utan a VEGF gén G™%°C és
C?™®A polimorfizmusanak meghatarozasat PCR-RFLP technikdval végeztik el. A
logisztikus regresszids analizis szignifikans Osszefiiggést mutatott a praeeclampsia
kialakulasa és a VEGF G™%C allél hordozasa kozott, ugyanakkor a VEGF™® G allél
hordozasa protektiv hatdstinak bizonyult a praceclampsia kialakuldsaval szemben.

A VEGF C®"A polimorfizmusnal nem taldltunk szignifikans eltérést a
genotipusok megoszlasa kozott, viszont az A allélt hordoz6 praeeclampsias terheseknél
a hypertonia 1,64 héttel, a proteinuria pedig 1,89 héttel korabban jelentkezett, mint a
tobbi praeeclampsids terhes esetében. A VEGF™®GG ¢és a VEGF?"8CC homozigotak
esetében a hypertonia 2,77 héttel, a proteinuria pedig 1,78 héttel késdbb kezd6dott, mint
az egy¢b allélkombinaciot hordozd betegek esetében.

Ezen adatok tiikrében elmondhatjuk, hogy az emelkedett VEGF produkcidval
jaro allél hordozasa csokkenti a praceclampsia kockazatat [125], az alacsonyabb VEGF
termelddéssel jar6 polimorfizmus hordozasa viszont novelheti a praeeclampsia

stlyossagat. Mivel a VEGF in vivo vazodilataciot [126] és hypotenzidt okozott [127],
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valdsziniileg a nitrogén-oxid (NO) [128] és a PGI, [129] indukalasan keresztiil, ezért
lehetséges, hogy az alacsony VEGF koncentracio esetén ezen hatds csokkenése miatt
elobb jelent meg a magas vérnyomas. A proteinuria pedig azért jelentkezhetett
jatszik, és in vivo kisérletek kimutattak, hogy a podocytak altal termelt VEGF gatlasa a

glomerulusok karosodasat okozta, ami proteinuriahoz vezetett [130].

1.2.7. A syncytiotrophoblast lehetséges koroki szerepe a megvaltozott placentaris
Jjelatviteli utvonalakban praeeclampsiaban és HELLP szindromaban
Erdekes, hogy a fentickben emlitett, a méhlepény altal praceclampsiban taltermelt
faktorok jelentds része a méhlepény felszinén egybefliggd syncytium réteget alkotd
syncytiotrophoblast termeli [98, 131]. A syncytiumot alkotd6 soksejtmagv
syncytiotrophoblast a villosus cytotrophoblastokbol aszimmetrikus —sejtosztodassal
keletkezik, amelyek differencialodas kozben beolvadnak a syncytium rétegbe [132]. A
fentiek alapjan felmeriilt, hogy esetleg a villosus cytotrophoblastok nem megfeleld
cytotrophoblastok differencidcioja elsédlegesen cAMP-medidlt szabalyozas eredménye
[73, 131, 134]. A cAMP-medialt jelatvitel szabalyozza a méhlepényben a leptin [3, 84,
135, 136], a hCG [84, 102, 135] és CRH [95, 137, 138] termelését is, amik
praceclampsiaban a syncytiotrophoblastban éppen hogy erésen expresszalodnak [84,
135, 139, 140]. Ezen eredmények alapjan kétséges, hogy a villosus trophoblast
differenciacid karosodna praeeclampsidban. A leglijabb eredmények inkabb arra
mutatnak, hogy nem a differenciacio, hanem a trophoblast fizi6é valtozik meg korai,
stlyos praeeclampsia esetén [141-143]. Tanulmanyunkban ezért a human glial cell
syncytiotrophoblast kialakulasat eldsegitd syncytin és egyéb trophoblast-specifikus
fehérjék (pl. Placenta Protein 13, PP13) termel6dését szabalyozza a villosus
trophoblastban [144, 145]. Ismeretes, hogy a GCM1, syncytin és a PP13 expresszidja is
alacsony praececlampsiaban és HELLP szindromaban [115, 141, 145, 146].

A syncytiotrophoblast rétegnek szamos funkcidja van. A korokozok, anyai sejtek
szamara gatat képez, ugyanakkor tapanyagok, gazok és salakanyagok szamara hatékony

transzportot biztosit [147]. Nagy mennyiségben termel glikoproteineket és hormonokat,
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mint példaul a hCG-t és a human placentaris laktogént (hPL). Szamos receptor talalhato
a felszinén, mely novekedési faktorokat kot €s ezaltal kiillonbozo jelatviteli utvonalakat
aktivalni  képes. Ezen placentaris  jelatviteli  Utvonalak  megvaltozasarol
praececlampsidban még viszonylag kevés tanulmany tesz emlitést. Mi azért vizsgaltuk a
MAPK ¢és az Akt jelatviteli utvonalakat a villosus trophoblastban, mert ezek a
praeeclampsidban érintett sejtproliferacioban és apoptdzisban jatszanak szerepet.

Azon molekulak kozil, melyek a placentaris jelatviteli Utvonalakat
befolyasolhatjak, a syndecan-1 kertilt a latokoriinkbe, mert erds expresszivitast mutat az
emberi méhlepény syncytiotrophoblast rétegében [148-151]. Elettani funkciéja és
esetleges szerepe a koros placentéacio kialakuldsaban még nem ismert, de annak alapjan,
hogy magas az expresszidja a méhlepényben, és az anyai és a magzati felszinek kozti
hatarfeliileten talalhato, valdszinlileg fontos szerepe van az egészséges terhesség
fenntartasaban [148]. Ezzel 6sszefiighet, hogy a syndecan-1 részt vesz az érfejlédésben,
mivel szamos novekedési faktort kotni képes (fibroblaszt ndvekedési faktor 2 (FGF),
hepatocita novekedési faktor (HGF), transzformaldé ndvekedési faktor béta (TGFp),
(VEGF, sth.), ezeket aktivalja, és serkenti az angiogenezist [152, 153].

Szamos cikk szo6l a syndecan-1 gyulladasban betoltott szerepérdl is. Egyrészt
képes megkotni az endothel sejtek felszinén a kemokineket, ezzel meghatarozza a
kemokin gradienst, igy eldsegiti a leukocytdk migracigjat [154]. A matrix
metalloproteinazok (MMP) altal medialt ,,shedding” mechanizmus révén pedig
levagodhat a membran felszinérél, magaval viheti, vagy a keringésbe keriilve
megkotheti az ott 1évé kemokineket, gyulladasos faktorokat, ezaltal segitheti a
gyulladas lezarasat [155]. Két korabbi tanulmany ismertette, hogy praeeclampsiaban
csokken a syncytiotrophoblastban a syndecan-1 expresszioja [149, 150], mig egy masik
tanulméanyban a syndecan expresszid novekedésérdl szamolnak be ebben a korképben
[151]. HELLP szindrémaban eddig még nem vizsgaltak ezt a proteoglikant.

Tanulmanyokban, ahol a vizsgalat a trophoblast és a méhlepény hypoxias vagy
135, 136, 157-160] fokuszal, bizonyos jelatviteli utvonalak szerepét korabban mar
kimutattdk a preaeclampsia patogenezisében. A HIF-1a példaul valaszul az alacsony
parcialis oxigén nyomasra aktivalédik preaeclampsiaban [156, 161], és a sFIt-1 és a

sEng expresszid6 emelkedését okozza a méhlepényben [156, 161]. A méhlepény
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ischaemids karosoddsa pedig oxidativ stresszt és reaktiv oxigén gyokok aktivalodasat
okozza, amik a p38a, JNK, és ERK1/2 utvonalakat aktivaljak [36, 42]. Hatasukra a
méhlepénybdl gyulladdsos medidtorok, aponekrotikus tormelékek, anti-angiogén
anyagok és mas mediatorok szabadulnak fel [36, 42]. Mivel élettani terhességben
ezeknek az utvonalaknak a szerepét az angiogenezisben, sejt differenciacidban szamos
tanulmany bizonyitja [42, 80, 162-164], ez alapjan feltételezhetd volt, hogy ezen kinaz-
utvonalaknak a megvaltozott mitkodése Kiemelt szerepet jatszhat a praeeclampsia és a
HELLP szindroma kialakulasaban. A villosus trophoblastban azoban még nem irtak le
ezen jelatviteli utvonalak megvaltozasat.

A fentiek alapjan feltételeztiik, hogy egy bonyolult interakcié zajlik
praceclampsiaban a kiilonboz6 stresszallapotok, trophoblastikus kinaz jelatviteli
utvonalak megvaltozésa, a placentaris génexpresszids mintazat valamint funkcionalis
valtozasok kozott. Tanulmanyunkban ezért az angiogenezisben és villosus trophoblast
fazidjaban szerepet jatszo FLT1, GCM1, LEP, és PGF géneket valasztottuk ki az
expresszids vizsgalatokhoz. Célunk volt még, hogy egy fontos jelatviteli molekula, a
syndecan-1 expresszidjanak valtozasait feltérképezziik a praeeclampsia kiilonb6z6
csoportjaiban és HELLP szindromaban. Masrészrdl kivancsiak voltunk, hogy az Akt-1
és MAPK jelatviteli utvonalak ismert tagjainak, a foszforilalt Akt-1, ERK1/2, INK és
p38 kinazok villosus trophoblastikus expresszidja ¢és aktivitasa valtozik-e
praeeclampsiaban és HELLP szindromaban, valamint a kiilonb6z6 alkalmazott stressz

kondiciok hatassal vannak-e ezen kinazok miikodésére a trophoblastban.
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2. CELKITUZESEK

Célkitiizéseim a kovetkezOk voltak:

1. A syndecan-1 expresszio valtozasainak Osszehasonlitd vizsgalata praececlampsias €s
HELLP szindromas betegektdl valamint varandos kontrolloktdl — szarmazd

méhlepényekben;

crer

terhesekben és praceclampsias betegekben;

3. Az ischaemia és az aktin citoszkeleton karosodas syndecan-1 expresszidra és

felszabadulasra gyakorolt hatasanak vizsgalata BeWo sejtes modellen;

4. A foszforilalt Akt-1, ERK1/2, JNK és p38 kindzok expresszidos és aktivitasbeli
valtozasainak vizsgalata praeeclampsids és HELLP szindromas betegektl valamint

varandos kontrolloktdl szarmazd méhlepényekben;

5. A praeeclampsia kialakulasaval tarsult FLT1, GCM1, LEP, és PGF gének

expresszigjat szabalyz6 cAMP jelatviteli utvonalak vizsgalata BeWo sejtmodellen;

6. Az FLT1, GCM1, LEP, ¢és PGF gének expressziojanak és az Akt-1, ERK1/2, INK és
p38 kinazok aktivitasanak vizsgalata BeWo sejtmodellen, hypoxias, ischaemias és

gyulladasos stressz kondiciokban;

7. Az Akt-1, ERK1/2, INK és p38 kinaz inhibitorok hatasanak vizsgalata BeWo sejtek

gén expresszios mintazatara hypoxias, ischaemias és gyulladasos stressz kondiciokban.
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3. MODSZEREK

3.1. A syndecan-1 vizsgalatai

3.1.1 Beteganyag, klinikai mintdk és definiciok

Az Egészségligyi Tudomanyos Tandcs Tudomdnyos Kutatdsetikai Bizottsaga és a
Wayne State Egyetem (Detroit, Michigan, USA) Human Investigation Comittee-ja
engedélyezte a kollaboracios kutatasokat. A méhlepényi vizsgalatokhoz a mintakat a
Semmelweis Egyetem 1.Sz. Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikajan gydjtottik. A
terhességek korat a 8-12. héten tortént ultrahangvizsgalat alapjan allapitottak meg. Az
ikerterhesek, és azok a terhesek, akik magzatainal fejlédési rendellenességet vagy
kromoszéma aberraciot talaltak, nem keriiltek be a kutatisba. A vizsgalatba bevont
varandos noket a kovetkezé betegcsoportokba osztottuk: 1) korai praeeclampsia (n=7);
2) korai praeeclampsia HELLP szindromaval (n=8); 3) korai kontroll (n=5); 4) késo6i
praeeclampsia (n=8); 5) késéi kontroll (n=9) (1. tablazat).

A praeeclampsia diagnosztikai kritériuma volt a 20. terhességi hét utdn Gjonnan
megjelent magas vérnyomas (szisztolés vérnyomas >140 Hgmm vagy a diasztolés
vérnyomas >90 Hgmm, legalabb két alkalommal, minimum 4-6 6ran beliil, maximum 7
nappal késdbb mérve), és proteinuria. A fehérjevizelés kritériumai: >300 mg fehérje
volt a 24 oras vizeletgyljtés eredménye, vagy két véletlenszeriien kivalasztott
vizeletben > 1+ fehérje volt az indikator csik teszt eredménye (a mérés minimum 4 6ran
beliil, maximum 7 nap kiilonbséggel tortént), vagy egyszeri alkalommal > 2+ fehérje
volt az indikator csik teszt eredménye. A korai praeeclampsias csoportba keriiltek azok,
akiknél a praeeclampsia klinikai tiinetei a 20. és a 35. terhességi hét kozott jelentkeztek,
a késo6i praeeclampsias csoportba Kkeriiltek azok, akiknél a tiinetek a 35. terhességi hét
utan jelentkeztek [4].

HELLP szindromat allapitottunk meg, ha 20. terhességi hét utan jelentkezett
hemolizis (SLDH>600IU/I; bilirubin>1,2mg/dl; schistocytdk voltak a vordsvértest
kenetben), trombocytopenia (thrombocyta <100 000/mm?®), és emelkedtek a majenzim-
értékek (sALT és/vagy sAST >701U/1) [8-11].
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1. tablazat. Demografiai és klinikai adatok
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Korai praeeclampsia

HELLP HELLP Késoi
Csoportok korai kontrollok  |szindroma nélkiil |szindrémaval Késoi kontrollok | praeeclampsia
Esetszam® 5 7 8 9 8

Anyai életkor (év)°

31,6 (31,1-34,3)

34,0 (27,6-35,0)

29,4 (26,1-30,2)

30,8 (30,1-34,2)

31,3 (25,2-34.8)

Terhességi kor a sziilésnél
(hét)°

31,7 (31,0-34,0)

32,6 (31,2-34,4)

29,4 (28,0-32,6)

38,9 (38,7-39,7)

37,4 (36,8-38,1) "

Primiparitas®

60

71

50

11

50

Szisztolés vérnyomas
(Hgmm)°

120 (120-133)

160 (155-160)*

165 (145-170)*

130 (125-135)

156 (150-170)* *

Diastolés vérnyomas
(Hgmm)"

80 (70-80)

100 (100-100)*

100 (95-110)*

80 (78-85)

95 (90-100)" *

Proteinuria®

0

100**

100**

0

100%#

Anyai BMI (kg/m?)°

23,4 (20,1-24.6)

24,4 (23,4-25.2)

247 (21,3-26,9)

26,7 (23,1-28,0)

22,0 (19,2-23,2)

Ujsziilott sziiletési sulya (g)°

1990 (910-2210)

1100 (1010-1280)

965 (840-1545)

3470 (3400-4030)

2955 (2555-3175)" *

Csaszarmetszés®

100

100

100

100

100

Minden varandos n6 kaukazusi rasszba tartozott.

**p<0.01; *p<0.05 a terhességi korral illesztett korai kontrollokhoz viszonyitva
##p<0.01; #p<0.05 a terhességi korral illesztett késoi kontrollokhoz viszonyitva

Az értékek szamként vannak kifejezve
®Az értékek medianja és az interkvartilis tartomany (IQR) van kifejezve
Az értékek szazalékban vannak feltiintetve
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Minden vizsgalatba bevont varandosnal a terhességet csaszarmetszéssel fejezték
be. A késdi kontroll csoportokndl nem volt egészségiigyi probléma vagy sziilészeti
komplikacio, a csaszarmetszés korabbi csdszarmetszés vagy fekvési rendellenesség
miatt tortént, és a terhességi kornak megfelelé stlya ujsziilott jott a vilagra [165]. A
korai kontroll csoportba azon varanddsok keriiltek, akiknél a sziilés fajastevékenység
vagy 1d6 elotti burokrepedés kovetkeztében indult meg, a terhesség csaszarmetszéssel
kertilt lezarasra a terhesség 35. hete elétt, és utdlag nem volt megtalalhato semmilyen
klinikai vagy patoldgiai oka a korasziilésnek. A részletes betegtajékoztatast kdvetden
minden résztvevl beleegyezd nyilatkozatot irt ald. A betegek adatait a vizsgéalatok soran
végig anonim modon kezeltiik.

Az anyai vérmintak (n=81) a Perinatology Research Branch (NICHD, NIH,
DHHS, Detroit, Michigan, USA) Biologiai Mintabankjabol lettek kivalasztva. A
betegeket a kovetkez6 csoportokba osztottuk: 1) praeeclampsia (n=49) és 2) kontrollok
(n=32) (2. tablazat). A praeeclampsias csoporton beliil a kevés HELLP szindromas
beteget nem soroltuk kiilon alcsoportba. A parositott mintakat gy valasztottuk ki, hogy
a kontroll csoportban és a beteg csoportban 1évé varandosok terhességi kora kozott
maximum két hét kiilonbség legyen. A vérmintak a sziilés el6tti héten lettek levéve,
1300g-n centrifugaltak 10 percig 4°C fokon, €s a vizsgalatig -70°C-on taroltak.

2. tablazat. Az anyai szérum vizsgalatban részt vett csoport demografiai és klinikai
tulajdonsagai

Csoportok Kontroll Praeeclampsia
Esetszam® 32 49
Anyai életkor (év)° 25,5 (20-31) 23 (19,5-28,5)
Afro-amerikai rassz° 84 94

Terhességi kor a sziiléskor
(hetek)"

36,3 (29,9-38,8)

34,6 (30,1-37,7)

Primiparitas® 25 51*
Szisztolés vérnyomas (Hgmm)® 118 (114-128) 176 (166-190)**
Diasztolés vérnyomas (Hgmm)® 67 (62-73) 106 (101-112)**
Proteinuria® 12,5 100**
HELLP szindréoma® 0 20**

Anyai BMI (kg/m?)°

26,4 (21,7-32,8)

26,8 (23-32,6)

Ujsziilstt sziiletési stlya (g)°

3073 (1258-3268)

1825 (1070-2635)**

SGA 1jsziilott®

0

47

Csaszarmetszés®

50

59

**p<0.01; *p<0.05; *Az értékek szamként vannak kifejezve; "az értékek medianja és az
interkvartilis tartoméany (IQR) van kifejezve; “az értékek szazalékban vannak feltiintetve.
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3.1.2. A méhlepények szovettani vizsgalatai

Ahogy korabbi publikacidinkban részletesen leirtuk, a méhlepények kozvetleniil a
csaszarmetszés utdn keriiltek feldolgozasra. A microarray vizsgéalatokhoz a
méhlepényekbdl centralis cotyledok lettek kivagva, és a korabban leirt modszerrel lett
elvégezve a microarray analizis [47]. A méhlepények standard hisztopathologiai
protokoll szerint lettek megvizsgalva, a morfologiai és makroszkopos elvaltozasok
pedig egy adatbazisban rogzitve lettek [47, 115, 166]. A patologiai feldolgozasokhoz a
mintak 10%-o0s formalinban lettek fixalva. A hisztopatologiai és immunhisztokémiai
vizsgalatokhoz minden placentabol Ot reprezentativ szoveti blokk lett paraffinba
agyazva: két-két centralis és periférias blokk a magzati oldalrél, valamint egy blokk az
anyai oldalrol. A mikroszkopos vizsgalatokhoz 4um vastagsagi metszeteket
készitettlink a blokkokbol, és SuperFrost/Plus lemezekre (Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig, Németorszag) helyeztiik Oket. Deparaffinaldas utan a metszeteket
rehidraltuk, hematoxilin-eozin festékkel megfestettiik, és 10 véletlenszertien kivalasztott
mezOoben mikroszkoppal értékeltiik. A makroszkdpikus €s mikroszkopikus 1ézidkat a

publikalt kritériumok alapjan definialtuk [167, 168].

3.1.3. Placenta TMA (tissue microarray) készités

Két miliméter atmérdjii core-okat vagtunk ki minden szdveti blokkbol, és azokat
recipiens blokkokba helyeztiik. Ezt kovetden a recipiens blokkokbol 5um vastagsaga
metszeteket készitettiink és SuperFrost/Plus lemezekre helyeztiik. A 37 méhlepényi
mintabdl dsszesen harom TMA lemez késziilt. Minden lemezre egy majbol szarmazo

core-t is elhelyeztiink, amely pozicionalas mellett immunfestési kontrolként is szolgalt.

3.1.4. TMA-k immunhisztokémiai vizsgadlatai

A TMA lemezeket deparaffinaltuk és rehidrataltuk. Az endogén peroxidaz aktivitast
10%-0s H,0, kezeléssel gatoltuk, majd az antigén feltarasara a TMA lemezeket 10mM
Tris és ImM EDTA (pH=9,0) keverékében 45 percig 100°C-on inkubaltuk. A mosast
kovetden a nem specifikus antitest-kotddést a NovoLink Polymer Detection System
pufferével szobahdn 10 percig gatoltuk (Novocastra Laboratories, Newcastle, Egyesiilt
Kiralysag). Az immunfestést egér monokonalis anti-syndecan-1 antitesttel (MI15 klon;

DakoCytomation, Glostrup, Dania; 1:50; éjszakan at; +4 °C-on) végeztik. A
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masodlagos antitesttel torténd inkubalas és mosas utan (30 perc) kromogénként DAB-ot
alkalmaztunk 1:50 higitasban (DAB, Novocastra Laboratories; 1:50), majd
hattérfestésre hematoxylint hasznaltunk.

Az immunfestett TMA lemezeket nagyfelbontasti szkennerrel szkenneltiik be
(Mirax Scan, Carl Zeiss Microimaging GmbH, Németorszag). A syncytiotrophoblast
syndecan-1  immunfestddésének  értékelését a  Pannoramic  Viewer v1.15
MembraneQuant program (3DHistech Ltd., Budapest) segitségével végeztiik, amely
program alkalmas arra, hogy digitalizalt metszeteken szin, méret és intenzitas alapjan
megtalalja a sejtmembranokat, és a beallitott szinskala skala alapjan megméri az

immunfestés intenzitasok erdsségét (1. abra).

1. abra. A metszetek digitalizalasa és értékelése a Pannoramic Viewer 1.15

program segitségével.
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Az értékeléshez hasznalt Pannoramic Viewer 1.15 program szamitogépes feliilete. Bal oldalon
fent lathato egy beszkennelt TMA lemez, ami 70 darab core-t tartalmaz. Bal oldalon lent 2x-es
nagyitasban latszik néhany core, jobb oldalon pedig 40x-es nagyitasban egy core-hoz tartozo
chorionbolyhok latszanak. Syndecan-1 immunfestés, kromogén: DAB, hattér: hematoxilin.

A felismerési paraméterek beallitdsa utan a MembraneQuant program a 20pum
és 150um atmér6jti  chorionbolyhok 85-90%-at megtalalta. A program az

immunfestések intenzitasanak erésségét minden chorionboholy esetében egy 0-t6l 3-ig
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terjedd skalan (0, +1, +2, +3) értékelte. A kapott szdmadatokat core-onként atlagoltuk,
¢s a kapott pontszamot (immunscore) hasznaltuk reprezentativ adatként az adott core-ra.

A kovetkezd 1épésben harom vizsgdlo két kiillonbozé moddon is értékelte az
eredményeket a klinikai adatok ismerete nélkiil. El6szor Axioskop 2 plus light
mikroszkoppal, majd pedig szabad szemmel értékelték a metszeteket (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH), ezt kovetéen pedig a beszkennelt metszeteket szamitogépes
feltileten keresztil is pontoztak. A vizsgalok core-onként minimum 25 db, 20-150pum
atmér6ji chorionboholy immunreaktivitasat pontoztak egy négyfokozath intenzitasskala
alapjan (0, +1, +2, +3). Az az immunreakcido kapott +3 mindsitést, ahol intenziv
festddést tapasztaltunk, 0-s mindsitést pedig akkor adtunk, ha nem volt immunreakcio.
Az eredményeket core-onként atlagoltuk, a kapott core atlagértékeket elészor

placentanként majd pedig betegcsoportonként atlagoltuk.

3.1.5. BeWo sejtkulturdk

A BeWo trophoblast-szerii sejteket (American Type Culture Collection, Manassas, VA,
USA) F12 tapoldatban (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) tartottuk, amely 10%
borjaszérumot és 1% penicillin/streptomycin oldatot is tartalmazott. A sejteket 6-lyuka
sejttenyésztd lemezekre (5x10° sejt/lyuk) vagy Nunc Lab-Tek Il kamras targylemezekre
(3x10° sejt/lemez) helyeztiik (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA), majd pedig a
kovetkezd vizsgalatokat végeztiik:

1) A trophoblast differenciacio syndecan-1 expresszidora gyakorolt hatasanak
vizsgalatahoz a BeWo sejteket cAMP analdg Forskolinnal (25uM, St. Louis, MO, USA)
a kontroll sejteket pedig dimetil-szulfoxiddal (DMSQO) (Sigma-Aldrich) kezeltiikk harom
napig.

2) A sériilt aktin citoszkeleton syndecan-1 expressziora és felszabadulasra gyakorolt
hatésat is vizsgaltuk. Ehhez a sejteket 72 6raig 25uM Forskolinnal kezeltiik, a 60-72-ik
oraban pedig a mintak feléhez 25uM Latrunculint adtunk, ami gatolja a citoszkeleton
miikodését [169].

3) Az ischaemias stressz syndecan-1 expressziora és felszabadulasra gyakorolt hatasat a
kovetkezbképpen vizsgaltuk: BeWo sejteket 25uM Forskolinnal kezeltiink harom napig,

majd a mintak felét 20%-0s parcialis oxigén nyomason, a masik felét pedig valtozo
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parcialis oxigén nyomason tartottuk (6 6raig 20%-on majd 6 oraig 1%-on; 4 ciklusban)
OxyCycler C42-ben (Biospherix Ltd., Lacona, NY, USA) a 48-72-ik 6raban.

3.1.6. RNS izolaldas, cDNS készités, kvantitativ real-time reverz transzkripcios PCR
(QRT-PCR)

A 6-lyuku sejttenyészté lemezeken 1évo sejtekbdl teljes RNS-t izolaltunk az RNeasy
Mini Kit és RNase Free DNase Set (Qiagen, Valencia, CA, USA) segitségével. Az RNS
koncentraci6 a NanoDropl000 spektrofotométerrel lett megmérve. A teljes RNS
(500ng) reverz transzkripcidja a SuperScript® III First-Strand Synthesis system
(Invitrogen) hasznalataval tortént. TagMan probat (Applied Biosystems, Life
Technologies Corporation, Foster City, CA, USA) hasznaltunk az SDC1
(Hs00896423 m1) ¢és RPLPO (riboszomalis foszfo-protein PO, endogén kontroll;
4326314E) génexpresszid meghatarozasahoz ABI 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) segitségével.

3.1.7. Immuncitokémia és konfokalis mikroszkopia

A 6-lyuka sejttenyészté edényekben 1évo sejteket 4% paraformaldehiddel (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) fixaltuk, ezt kdvetden fehérje blokkolot
(Dako North America, Inc., Carpinteria, CA, USA) hasznaltunk, majd pedig egér
monoklonalis anti-human syndecan-1 antitesttel (MI15 klon; 5ug/ml; Novus
Biologicals, LLC, Littleton, CO, USA) inkubaltunk egy éjszakan at 4°C-on. Masnap a
sejteket tobbszor is atmostuk, ezt kovetéen pedig PBS-ben 1:1,000-hez higitott, Alexa
Fluor 488 kapcsolt kecske anti-egér IgG-vel (Invitrogen) inkubaltuk, melyhez 10%
normal kecske szérumot is adtunk (MP Biomedicals, LLC, Santa Ana, CA, USA). A
sejtek ProLong Gold reagenssel és 4',6-diamidino-2-fenilindol-lal (DAPI; Invitrogen)
lettek kezelve, majd Zeiss LSM 780 konfokalis mikroszkoppal lettek értékelve (Carl
Zeiss Microscopy, LLC, Thornwood, NY, USA).

3.1.8. Syndecan-1 immunoassay a vérmintakbol és BeWo sejttkulturdabol
A 6-lyuku lemezeken 1évé sejtkulturak feliiliszojat minden nap begyiijtottik és

immunoassay vizsgalatnak vetettiik ala. Hasonloképpen mint az anyai szérumbol, a

crer
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vizsgalathoz a human syndecan-1 ELISA Kit-et (Cell Sciences, Canton, MA, USA)
hasznaltuk a gyarto instrukcioi alapjan. Az assay detekcios érzékenysége <2,56 ng/ml
volt, az intra-assay variacios koefficiens 7,6%, az inter-assay variacios koefficiens 6,8%

volt.

3.1.9. Statisztikai elemzések

A demografiai és klinikai adatokat az SPSS 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
statisztikai szoftverrel elemeztiik. A betegcsoportok kozotti Gsszehasonlitasokat
megoszlasok tekintetében a Chi-négyzet probaval és Fischer-teszttel elemeztiik. A
Kruskal-Wallis és Mann-Whitney teszteket a nem normalis eloszlasu folytonos
valtozokhoz, a t-tesztet pedig a normal eloszlast folytonos valtozokhoz hasznaltuk. Az
meghatarozasdhoz Pearson-féle korrelacidés egyiitthatd szamitdst hasznaltuk, az

elemzéseket az R statisztikai program segitségével (wWww.r-project.org) végeztiik.

Lineéris modell hasznélatdval elemeztiik az anyai szérum syndecan-1 koncentracidoban a
kiilonbségeket a kiilonbozd vizsgélati csoportokban, miutdn az eredményeket
adjusztaltuk a terhességi korral és a sziiletési sullyal. A szignifikancia szintet 5%-ra

allitottuk be.
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3.2. A kinaz-utvonalak vizsgalatai

3.2.1. Beteganyag, klinikai mintdk és definiciok
A beteganyag, klinikai mintak és definiciok megegyeztek a syndecan-1 vizsgalatanal

leirtakkal a 3.1.1. bekezdés szerint.

3.2.2. A méhlepények szévettani vizsgalatai
A szovettani vizsgdlat megegyezett a syndecan-1 vizsgalatanal leirtakkal a 3.1.2.

bekezdés szerint.

3.2.3. Placenta TMA készités
A TMA készités megegyezett a syndecan-1 vizsgalatanal leirtakkal a 3.1.3. bekezdés

szerint.

3.2.4. TMA-K immunhisztokémiai vizsgalatai

A TMA lemezekb6l Sum vastagsdgi metszeteket készitettiink és SuperFrost/Plus
lemezekre helyeztiink. A TMA lemezeket ezt kovetden deparaftinaltuk és rehidrataltuk.
Az endogén peroxidazt 20 percig 10%-0s H,0,-vel gatoltuk, majd az antigén feltarasara
a lemezeket 10mM Tris és ImM EDTA (pH=9,0) keverékében 100°C-on 45 percig
inkubaltuk. A moséast kdvetden a nem specifikus antitest-kotddést a NovoLink™
Polymer Detection System pufferével szobah6n 10 percig gatoltuk (Novocastra). A
lemezeket a 3. tablazatban bemutatott antitestekkel, a megadott kisérletes
paraméterekkel inkubaltuk (3. tablazat).
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Elsodleges
titest Forgalmazo Tipusa Higitas | Inkubalasi ido
antites
Cell Signaling Nyul . (.
’I:(l)(stz_;o- Technology, Inc., monoklonalis 1:800 ZJOSé?g;m at
Danvers, MA, USA | (C31E5E)
Foszfo- Santa Cruz ¢jszakan at
INK Biotechnology, Inc., | Nyil poliklonlis | 1:25 4J°C-on
Dallas, TX, USA
i Cell Signaling Nyul . .
Eﬁ(zlf/oz Technology, Inc., monoklonalis 1:200 ZJOSé?g;m at
Danvers, MA, USA | (D13.14.4E)
Cell Signaling Nyul . L
Foszfo-p38 | Technology, Inc., | monoklonélis 1:100 Z{%ﬁ‘é‘ﬁn at
Danvers, MA, USA | (12F8)

ERK 1/2: Extracellularis szignal-regulalt kinaz 1/2
JNK: c-Jun N-terminalis kindz

p38: Mitogén aktivalt protein kinaz 14

Akt-1: Protein kinaz B

A TMA lemezeket ¢éjszakan at a megadott antitesttel 4°C-on inkubaltuk. Mésnap tris-
pufferelt soval (TBST) torténé mosast kovetéen a lemezeket Novolink postprimary
blokkolé anyaggal 30 percig kezeltiik. Ezutan peroxidaz-konjugalt polimerhez kapcsolt
anti-nyal/anti-egér IgG masodlagos ellenanyagokkal 30 percig, nedves kamraban,
szobahdmérsékleten inkubaltuk a lemezeket. Oblités utan kromogénként DAB-ot
alkalmaztunk 1:20-as higitasban. Az elShivast alatt

mikroszkdp veégeztiik.

Sejtmagfestésre  hematoxilint hasznaltunk, majd alkohol-aceton-xilol  sorban
viztelenitettiink, végiil hagyomanyos modon kanadabalzsammal €s fedélemezzel fedtiik
le a lemezeket.

A metszeteket ezek utan digitalisan szkenneltiik (Pannoramic Scan, 3DHistech
Kft.), a tovabbiakban pedig mar a digitalizalt targylemezeket a Pannoramic Viewer 1.15
digitalis mikroszkopos program hasznalataval értékeltiik. Az értékelést két fiiggetlen
vizsgald végezte a mintdkhoz tartozo klinikai adatok ismerete nélkiil. A vizsgalok core-
onként minimum 25 db, 20-150um atmérdjii chorionbolyhot értékeltek, meghatarozva
azok immunreaktivitasat egy négyfokozatu intenzitasskala alapjan (0, +1, +2, +3). Az a

reakcié kapott +3 mindsitést, ahol intenziv festddést tapasztaltunk, 0-s mindsitést
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adtunk, ha nem volt immunreakcio. Az eredményeket core-onként atlagoltuk. A kapott

értékeket méhlepényenként majd betegcsoportonként atlagoltuk.

3.2.5. Elsodleges trophoblast kulturak

Els6dleges cytotrophoblast sejteket terminusban sziild egészséges ndktdl szarmazo
méhlepényekbdl izolaltunk a Kliman €és munkatarsai altal leirt modszer [170]
alkalmazasaval (n=4). Minden méhlepénybdl koriilbelil 100g mennyiségi
boholyszovetet vagunk ki, melyet darabolas és mosas utan 90 percig 37°C-on
emésztettiink 0,25% tripszint (Invitrogen) és 60U/ml DNA-z I-t (Sigma-Aldrich)
tartalmazo oldatban. Ezt kdvetden a szétvalt sejteket 100um porusméretli nylon sziirén
atsziirtik (BD Biosciences, San Jose, CA). A vorosvérsejteket ammonium-klorid
pufferben lizaltuk (Stemcell Technologies, Vancouver, BC, Kanada), mosas utan pedig
0-50%-0s Percoll gradienses centrifugalast végeztiink 20 percig 1200g-n. Negativ
szelekcios modszert alkalmaztunk a nem trophoblast sejtek kiszlirésére, melynek soran
anti-CD14 (20ug/ml) és anti-CD9 (20pg/ml) egér monoklonalis antitestekkel (R&D
CA, USA), majd pedig MACS anti-egér IgG antitestekkel (Miltenyi Biotec, Auburn,
CA, USA) inkubaltuk azokat. Az izolalt elsddleges trophoblast sejteket kollagénnel
bevont 12-lyukt sejttenyésztd lemezre tettiik, és 7 napig tartottuk Iscove's modified
Dulbecco's (Invitrogen) tapoldatban, ami 10% borjiszérumot, 5% human szérumot és
1% penicillin/streptomycin oldatot is tartalmazott. A génexpresszids vizsgalatokhoz a

total RNS-t minden nap izolaltuk. Minden vizsgélatot haromszor végeztiink.

3.2.6. BeWo sejtkulturdk

A BeWo sejteket 6-lyuki sejttenyésztd lemezre tettiik (5x10° sejt/lyuk), és F12 medium
tapoldatban  (Invitrogen)  tartottuk, ami  10%  borjiszérumot és 1%
penicillin/streptomycin oldatot is tartalmazott. A differenciacios vizsgalathoz a BeWo
sejteket vagy cAMP analég Forskolinnal (25uM), vagy kontrollként DMSO-val
(Sigma-Aldrich) kezeltiik 96 6raig, majd a génexpresszids vizsgalatokhoz total RNS-t
izolaltunk. A kinaz-utvonalak vizsgalatdhoz a BeWo sejteket 25uM Forskolinnal
kezeltiik 36 6ran at, majd a kovetkezd 24 orara négy csoportra osztottuk a sejteket, €s
négy kiilonbozo kezelésnek tettiik ki Oket: 1) ennél a kezelésnél az oxigén parcialis

nyomasa normalis (20% O,), a tovabbiakban normoxias kezelésnek nevezzik, 2)
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hypoxias kezelés (2% O,), 3) ischaemias kezelés (1% ¢és 20% O, kezelés felvaltva 6
oranként Oxycycler C42 hasznalataval), illetve 4) 10 ng/ml IL1P kezelés normoxias
koriilmények mellett. Kiilonb6z6 kinaz-inhibitorokat is alkalmaztunk, melyeknek
koncentracioi a 4. tablazatban lathatok. A kezelések utan a BeWo sejteket lizaltuk,
majd pedig total RNS-t vagy total fehérjét izolaltunk. Minden vizsgalatot haromszor

végeztiink.

4. tablazat. Kinaz-inhibitorok

Kinaz Inhibitor Forgalmazo Alkalmazott
koncentracio

ERK1/2 u0126 Abcam, Cambridge, MA, USA 10 uM

JNK SP600125 | Abcam, Cambridge, MA, USA 25 uM

p38a SB203580 | Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA | 10 uM

Akt-1 Triciribine | Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA | 20 uM

ERK1/2: Extracellularis szignal-regulalt kinaz 1/2
JNK: c-Jun N-terminalis kindz

p38: Mitogén aktivalt protein kinaz 14

Akt-1: Protein kindz B

3.2.7. RNS izoldlas, cDNS készités, (qRT-PCR)

A BeWo sejtekbdl és az elsddleges trophoblast sejtekb6l Qiagen RNeasy kit (Qiagen)
hasznalataval teljes RNS-t izolaltunk a gyartd instrukcié szerint. Az RNS mennyiségi
analizisét ~ NanoDropl1000  (Thermo  Scientific, Wilmington, DE, USA)
spektrofotométerrel végeztiik. A mindségi elemzést a normalis 28S/18S riboszoémalis
RNS csikok kimutatasaval Agilent Bioanalyzer 2100 segitségével végeztiik. A teljes
RNS (500ng) reverz transzkripcidja a SuperScript Il First-Strand Synthesis system
(Invitrogen) ¢és oligo(dT) primerek felhasznalasaval (Invitrogen) tortént. Az 5.
tablazatban feltiintetett Tagqman probakat hasznaltuk a génexpresszids profil
elkészitéséhez, melyeket a Biomark qRT-PCR system (Fluidigm) segitségével futtattunk

a gyarto instrukcioi alapjan.
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5. Tablazat. A génexpresszios profil elkészités¢hez hasznalt TagMan probak

Gén A fehérje neve Préba ID

FLT1 fms-related tirozin-kinaz-1 Hs01052961 m1
GCM1 glial cells missing homolog 1 (Drosophila) Hs00961601_m1
LEP Leptin Hs00174877_m1
PGF placentaris ndvekedési faktor Hs00182176_m1
RPLPO riboszoémalis foszfo-protein PO (bels6 kontroll) Hs99999902 m1l

3.2.8. Fehérje izolacio és foszfo-kinaz assay

A BeWo sejteket 120uL lizis pufferrel (50mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NaCl; 1%
NP40; 5mM EDTA) homogenizaltuk, majd pedig egy oran at jégen inkubaltuk. A
homogenizatumot 15 percig 10.000 rpm-en centrifugaltuk, majd a feliiluszot leszivtuk,
és abban BCA assay (Thermo Scientific) segitségével megmértik a teljes
fehérjetartalmat. A Proteome Profiler 96 Human Phospho-RTK Array 1 (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) nem kompetitiv szendvics immunoassay-t hasznaltuk, hogy 96
lyuku lemezen minden mintajaban egyszerre tudjuk detektalni a pAkt-1, pERK 1/2,
pJNK ¢és a pp38 kindzokat a gyartd ajanlasa szerint. Harom o6ra inkubacié utdn a
kemilumineszcencias jeleket Fujifilm LAS-4000 Cooled CCD Camera Gel
Documentation System (Fujifilm North America Corp., Valhalla, NY, USA)

hasznalataval értékeltiik.

3.2.9. Statisztikai modszerek

A demografiai és klinikai adatokat az SPSS 12.0 (SPSS Inc.) statisztikai szoftverrel
elemeztiik. A betegcsoportok kozotti dsszehasonlitdsokat megoszlasok tekintetében a
Chi-négyzet probaval és Fischer-teszttel elemeztik. A Kruskal-Wallis és Mann-
Whitney teszteket a nem normalis eloszlast folytonos valtozokhoz, a t-tesztet pedig a
normdl eloszlast folytonos valtozokhoz hasznaltuk. Minden egyéb adatot az R

statisztikai programmal elemeztiink (Www.r-project.org).

A gRT-PCR adatok vizsgalatdhoz a gén expresszidkat a belsd kontrollként hasznalt
RPLPO gén expresszidjahoz viszonyitottuk. A AACt modszert hasznaltuk a

génexpresszio  valtozasok  nagysaganak, t-tesztet pedig a  kilonbségek
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szignifikanciajanak megallapitasahoz. A szignifikancia szintet p=0,05-re allitottuk be. A
Proteome Profiler adatok analizisénél el6szor a nyers kemilumineszcencids jelekbol
kivontuk a hattér jeleket, majd pedig ezen adjusztalt kemilumineszcencias jelek adatait
logaritmizaltuk, és bel6liik a belsé kontrollként hasznalt 60 kDa-os hdésokkfehérje
(HSP60) logaritmizalt jelértékeit kivontuk. A becsiilt atlag +/- standard hiba (SE)
értékeket 0sszegeztiik, és t-tesztet (p értékek) majd fals talalati arany (FDR) szamitast (q
értékek) hasznaltunk a szignifikancia szintek szamolasahoz. A szignifikancia szintet

g=0,1-re allitottuk be.
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4. EREDMENYEK

4.1. A syndecan-1 vizsgalatainak eredményei

4.1.1. Demogrdfiai és klinikai adatok

A demografiai és klinikai adatok az 1. tablazatban lathatoak. A szisztolés és diasztolés
csucs vérnyomas-értékek egyarant magasabbak voltak minden betegcsoportban a
kontrollokhoz képest. Proteinuria minden esetben eléfordult a betegeknél, a
kontrolloknal viszont nem volt jelen. A vizsgalatba bevont varandosokat terhességi kor
alapjan parositottuk. Az atlag terhességi kor ennek megfeleléen a korai kontroll és a
korai betegcsoportokban nem kiilonbozott, a késoi kontroll és a kés6éi praeeclampsias
csoportok kozott kis kiilonbség adodott csak. Az qjsziilottek sziiletési sulya
szignifikansan alacsonyabb volt a késdi praeeclampsids csoportban, mint a késéi
kontrolloknal, és alacsonyabb volt, bar nem szignifikansan, korai praeeclampsiaban ¢és

HELLP szindromaban a korai kontrollokhoz képest.

4.1.2. Syndecan-1 expresszio és Villosus trophoblast differencidcio

Elészor megvizsgaltuk a kés6i kontroll csoportba tartozd6 méhlepényeket, ahol a
syndecan-1 immunfestédése a syncytiotrophoblast apikalis membranjaban granularis
jellegli volt. Az immunopozitiv granulomok a syncytiotrophoblast citoplazméjaban is
megfigyelheték voltak. A chorionbolyhokban ugyanakkor nem volt festédés a
cytotrophoblastokban vagy egyéb mas tipusu sejtekben (2A abra). Ezen eredmények
azt mutatjadk, hogy a syndecan-1 expresszio fligg a villosus trophoblast
differencidciojatol.

Ezt a jelenséget modelleztiik in vitro koriilmények kozott BeWo trophoblast-
szerii sejtekkel, melyek a syncytiotrophoblast kialakitasara képesek cAMP indukalta
sejtdifferenciacio soran. A Forskolinnal kezelt BeWo sejtek a morfoldgiai és biokémiai
differenciaci6 folyamata alatt egyre ndvekvd mennyiségben expresszaltdk az SCD1-et:
1. nap nem volt véltozas, 2. nap 3,2-szeres emelkedés volt megfigyelhets (p=8,3x10™),
3. nap pedig 3,4-szeres emelkedés volt detektalhato (p=5,3x10) (2B 4bra).

A differencialodd és syncytiotrophoblastot kialakit6 BeWo sejtkulturak

feliiliszojaban a syndecan-1 koncentracio szignifikansan magasabb volt a 2. napon
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(4,3£0,5 ng/ml, p=0,028) és a 3. napon (15,2+2,0 ng/ml, p=0,008), mint az 1. napon (a
detektalasi minimum, 2,56 ng/ml, alatt volt) (2C abra).

Osszehasonlitva a nem kezelt BeWo sejtekkel, a Forskolinnal kezelteknél, féleg
a fuzionalt, tobbmagvl sejteknél a syndecan-1 erds sejtmembran festddést mutatott a 3.
napon. A chorionbolyhokban talalt festédésekhez hasonléan a BeWo sejtek syndecan-1

festédése is granularis jellegli volt a sejtmembranban és a citoplazmaban (2D abra).

2. abra. A syndecan-1 expresszié a villosus trophoblast differenciaciojatol fiigg.

A ‘;\ifi %
AR
'.:% ¥ ¢
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n.ﬁt"w
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- ’-"\’n AT TP 1zotipus kontroll

SDC1 expresszio m

Napok 1
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2.5 v
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A) A késéi kontroll placentakban linearis, granularis jellegli syndecan-1 fest6dés lathato a
syncytiotrophoblast apikalis membranjan. Emellett immunopozitivitas a Syncytiotrophoblast
citoplazmaban is megfigyelhetd. A chorionboholy mas sejtjeiben nincs syndecan-1 festédés
(hematoxilin hattérfestés, 400x nagyitas). B) SDC1 génexpressziod szignifikansan emelkedik a
differenciacio masodik napjatol kezdve a Forskolinnal kezelt BeWo sejtekben (2. nap: 3,2-
szeres novekedés, p=8,3x10*; 3. nap: 3,4-szeres novekedés, p=5,3x107). C) A syndecan-1
koncentracio szignifikansan emelkedik a sejtkulturak feliiliszojaban a differenciacié masodik
napjatol kezdve a Forskolinnal kezelt BeWo sejtekben (2. nap: 4,3ng/ml, p=0,028; 3. nap:
15,2ng/ml, p=0,008). D) A Forskolinnal kezelt BeWo sejtekben erdsebb syndecan-1
sejtmembran festddés latszik a 3. napon a kezeletlen sejtekhez képest. A granularis jellegi
membran és citoplazmatikus syndecan-1 fest6dés szintén megfigyelheté a BeWo sejtkben is
(DAPI hattérfestés, 1500 nagyitas).
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4.1.3. Placentaris syndecan-1 mRNS expresszio praeeclampsiaban

Egyes korabbi nézetek szerint a villosus trophoblast differenciacio karosodasa jatszhat
szerepet a praeeclampsia kialakulasaban [133]. Mivel a syndecan-1 expresszidja a
microarray adatsorunkat az SDC1 gén expresszido valtozasat illetden korai
praceclampsia eseteiben. Erdekes modon nem taldltunk szignifikans eltérést a lepényi
SDC1 expresszidjaban sem korai praeeclampsiaban (1,56-szoros csokkenés p=0,65),
sem pedig HELLP szindromaban (1,43-szoros csokkenés, p=0,74) a korai kontrollokhoz
képest.

4.1.4. A syndecan-/ immunfestédése a méhlepényben praeeclampsiaban és HELLP
szindromdaban

Ezek utan a placentaris syndecan-1 szintézis valtozasait fehérje szinten is megvizsgaltuk
a kiilonb6z6é betegesoportokban. A legnagyobb immunfestédési kiilonbséget a korai
praececlampsias betegeknél talaltuk, ahol a syncytiotrophoblast citoplazmajaban erds
volt az immunreakcid, de a syncytiotrophoblast apikalis membranjdban sok esetben
negativ volt az immunfestddés. Hasonlé eredményeket kaptunk a kés6éi praeeclampsias
eseteknél is, bar az immunreakcio erdssége kicsit gyengébb volt. A HELLP szindromas
betegeknél a syncytiotrophoblast apikalis membranja erds linearis festédést mutatott (3.
abra). Az egyes betegcsoportokban az esetek 29-55%-ban annak jelét is lattuk, hogy a
syndecan-1 a syncytiotrophoblastbdl az intervillosus trbe keriil ki, leginkabb korai

praeeclampsianal és HELLP szindromanal (3. abra).
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3. abra. A placentaris syndecan-1 immunfestodés erésebb praeeclampsiaban és

HELLP szindromaban a kontrollokhoz képest.

A-C) A syndecan-1 immunfestédés hasonld a korai kontroll (A: terhességi hét 26, B:
terhességi hét 35%%) és kés6i kontroll csoportokban (C: terhességi hét 39"°). Linearis, granuléris
jellegli syndecan-1 immunfest6dés lathato a syncytiotrophoblast apikalis membranjan, valamint
a citoplazmaban is. D) HELLP szindromaban (terhességi hét 27) a syncytiotrophoblast apikalis
membranja linearis immunpozitivitist mutat. E) Korai praceclampsiaban (terhességi hét 34*%) a
syncytiotrophoblast citoplazmajaban erés immunreakcié lathaté. Néhany helyen a
syncytiotrophoblast apikalis membran festédése negativ. F) Hasonld, de kevésbé intenziv
apikalis membran és citoplazmaris syndecan-1 immunfestédést latunk késéi praeeclampsiaban
(terhességi hét 40™%). A syncytiotrophoblast apikalis membranja nagy nagyitason a késéi
kontroll mintakban (G) és a korai praeeclampsias mintakban (H). Hematoxilin hattérfestés,
400x (A-F) vagy 600x (G-H) nagyitas.

A beszkennelt TMA-k placentaris syndecan-1 immunfestddésének objektiv
kiértékeléséhez az wjonnan kifejlesztett Pannoramic Viewer v1.15 MembraneQuant
programjat hasznaltuk és a kovetkezd eredményeket kaptuk:

1) A syndecan-1 immunfestddés nem valtozik a terhességi korral, a korai (2,33+0,33) és

a késoi (2,29+0,33) kontroll csoportban is hasonld atlag pontszamokat (immunscore)
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kaptunk (p=0,66); 2) A syndecan-1 immunreakcioé erésebb volt késdi praceclampsiaban
(2,59+0,26, p=0,0001) mint a késéi kontroll csoportban (2,29+0,33); 3) A syndecan-1
immunreakcid er6sebb volt HELLP szindromaban (2,63+0,23, p=0,02) mint a korai
kontroll csoportban (2,33+0,33); és 4) A syndecan-1 immunreakcié er6sebb volt korai
praeeclampsiaban (2,59+0,36, p=0,02) mint a korai kontroll csoportban (2,33+0,33) (4.

abra).

4. abra. A placentaris syndecan-1 immunfestédésének Kiértékelése a

MembraneQuant programmal

100% - A
75% 4
m3
50% - m2
o1
25% -
0% \

Korai = Korai = HELLP = Késéi = Késéi

kontroll praeeclampsia szindroma kontroll praeeclampsia
Placentak 5 7 8 9 8 B
Bolyhok 3093 6217 7579 9987 7815

3.5 -
3id

2.5 -
2 -
1.5 1
1 4
0.5 4
0 T T T T N

A) Minden betegcsoportban nagyobb aranyban vannak jelen a +3 mindsitést kapott
chorionbolyhok, mint a hozzajuk tartozo kontroll csoportokban. A vizsgalt méhlepények és az
értékelt chorionbolyhok darabszamai az oszlopdiagram alatt lathatoak. B) Az oszlopdiagram a
chorionbolyhok immunfestddésének atlag pontszamait mutatja a kiilonb6z6 beteg és kontroll
csoportokban (atlagtszoras). A syndecan-1 immunfestddés a terhességi korral nem valtozik
(korai kontrollok: 2,33+0,33 ¢és kés6i kontrollok: 2,29+0,33, p=0,66). A syndecan-1
immunfestddés er6sebb a HELLP szindréomas betegek méhlepényeiben (2,63+0,23, p=0,02) és
korai praeeclampsias betegek méhlepényeiben (2,59+0,36, p=0,02), mint a korai kontroll
csoport méhlepényeiben (2,33+0,33). Emellett a syndecan-1 immunfestddés erésebb késoi
praceclampsias betegek méhlepényeiben (2,59+0,26, p=0,0001), mint a késdi kontroll csoport
méhlepényeiben (2,29+0,33).
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A TMA-kat mikroszkoposan és virtudlisan, a Pannoramic Viewer 1.15. program
feliiletén szabad szemmel is értékeltiik (5-6. abra). A MembraneQuant kiértékeld

program eredményeihez hasonl6 eredményeket kaptunk.

5. abra. A placentaris syndecan-1 immunfestédés mikroszkopos értékelése

100% - A
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m3
50% - m2
o1
25% 4
0% \
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kontroll praeeclampsia szindroma kontroll praeeclampsia
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A) Minden betegcsoportban nagyobb aranyban vannak jelen a +3 mindsitést kapott
chorionbolyhok, mint a hozzajuk tartoz6 kontroll csoportokban. A vizsgalt méhlepények és az
értékelt chorionbolyhok darabszamai az oszlopdiagram alatt lathatéak. B) A syndecan-1
immunfestddés a terhességi korral nem valtozott (korai kontroll: 2,12+0,59 és kés6i kontroll:
2,13+0,49, p=0,93). A syndecan-1 immunfestddés értéke magasabb a HELLP szindromas
terhesek méhlepényeiben (2,59+0,52, p=0,009), mint a korai kontroll méhlepényekben
(2,12+0,59), és magasabb kés6i praceclampsiasok méhlepényében (2,45+0,51, p=0,02), mint a
kés6i kontroll csoport méhlepényeiben (2,13+0,49). A syndecan-1 immunfestddés értéke
emelked6 tendenciat mutat korai praeeclampsiasok méhlepényében (2,39+0,58, p=0,33) a korali
kontroll méhlepényekhez képest.
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6. abra. A placentaris syndecan-1 immunfestodés virtualis mikroszképos

értékelése.
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A) Minden betegcsoportban nagyobb aranyban vannak jelen a +3 mindsitést kapott
chorionbolyhok, mint a hozzajuk tatoz6 kontroll csoportokban. A vizsgalt méhlepények és az
értékelt chorionbolyhok darabszamai az oszlopdiagram alatt lathatéak. B) A syndecan-1
immunfestddés a terhességi korral nem valtozik (korai kontroll: 2,06+0,56 és kés6i kontroll:
1,99+0,47, p=0,6). A syndecan-1 immunfest6dés értéke magasabb a HELLP szindromasok
méhlepényeiben (2,56+0,48, p=0,003), mint a korai kontrollok méhlepényeiben (2,06+0,56), és
magasabb késéi praeeclampsiasok méhlepényeiben (2,33+0,49, p=0,01), mint a kés6i kontroll
méhlepényekben (1,99+0,47). A syndecan-1 immunfest6dés értéke emelkedd tendenciat mutat a
korai praceclampsiasok méhlepényében (2,42+0,53, p=0,08) a korai kontroll méhlepényekhez
képest.

4.1.5. A syndecan-1 koncentrdcidja az anyai szérumban praeeclampsiaban

Az anyai szérumban a syndecan-1 koncentracié pozitiv korreldciot mutatott a sziiletési
stllyal (R?=0,25, p=1,7x10°) és a terhességi korral (R°=0,22, p=1x10°) (7A 4bra),
negativan korrelalt viszont az artérias kozépnyomas értékkel (R?=0,08, p=0,012) és a

rrrrrr

syndecan-1 koncentracio alacsonyabb volt (kézépérték: 673 ng/ml, IQR: 459-1161
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ng/ml) mint a kontroll csoportban (kézépérték: 1158 ng/ml, IQR: 622-1480 ng/ml) (7B
abra) azutan is, hogy az eredményeket adjusztaltuk a sziiletési sulyra és a terhességi
korra (p=0,03). Nem volt kiilonbség a szérum syndecan-1 koncentracioban a
praceclampsias betegek csoportjan beliil a HELLP szindroma tiineteit nem mutatd
betegek (kozépérték: 718 ng/ml, IQR: 460-1168 ng/ml) és a HELLP szindréma tiineteit
mutatd betegek (kozépérték: 546 ng/ml, IQR: 413-721 ng/ml) kozott. Az alacsonyabb
szérum syndecan-1 szintek nem a terhességi korhoz képest kis sulyu (SGA) ujsziilottek
kiviselésével kapcsolatosak, mert az anyai szérum syndecan-1 szint nem valtozott
praceclampsian beliil az SGA-val szovodott (kozépérték: 703 ng/ml, IQR: 497-1220
ng/ml) és az SGA szovédmény nélkiili (kozépérték: 617 ng/ml, IQR: 411-1035 ng/ml,;
p=0,2) csoportban (7C abra).

7. abra. Az anyai szérum syndecan-1 koncentracié praeeclampsiaban alacsonyabb,

mint a kontroll csoportban.
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A) Az anyai szérum syndecan-1 koncentracié minden csoportban korrelal a terhességi korral
(sziirke: kontroll, fekete: praeeclampsia; a regresszids vonalakat a kontroll (sziirke), a
praeeclampsia (fekete), és az Gsszes esetre egyiitt (szaggatott) is alkalmaztuk (R°=0,22, p=1x10"
°). B) Az anyai szérum syndecan-1 koncentracié alacsonyabb a praeeclampsias terhesekben
(median: 673ng/ml, interkvartilis tartomany (IQR): 459-1161ng/ml) mint a Kkontroll
csoportokban (median: 1158ng/ml, IQR: 622-1480ng/ml). C) Nincs kiilonbség az anyai szérum
syndecan-1 koncentraciéban a praeeclampsias csoporton beliil azoknal, akiknél a terhességi
kornal kisebb ujsziilott sziletett (p=0,2) (besatirozott korok; median: 617ng/ml, IQR: 411-
1035ng/ml), mint akiknél terhességi kornak megfelelé sulyt 0jsziilott sziiletett (iires korok;
median: 703ng/ml, IQR: 497-1220ng/ml).

4.1.6. Az ischaemia és az aktin citoszkeleton kdrosoddsdanak hatisa a syndecan-1
felszabadulasara BeWo sejtekben
Ahhoz, hogy in vitro modellezni tudjuk a syndecan-1 syncytiotrophoblastban

megfigyelt lokalizacio valtozasait praececlampsiaban és HELLP szindromaban,
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differencidlodasban indukalt trophoblast-szeri BeWo sejtekkel végeztiink tobbféle
kisérletet. A Forskolinnal kezelt BeWo sejteket vagy ischaemias kdrnyezetbe tettiik 24
Orara, vagy 12 o6ran at Latrunculin B-vel kezeltik Oket, ami gatolja az aktin
citoszkeleton miikodését. Az SDC1 gén expresszidjaban nem volt kiilonbség sem az
ischaemias (1,14-szeres valtozas, p=0,72), sem pedig a Latrunculin B-vel kezelt BeWo
sejtekben (1,07-szeres valtozas, p=0,69) a kontroll sejtekhez képest (8A dbra). Erdekes
moédon azonban emelkedett volt a syndecan-1 koncentracié szint az ischaemias
kornyezetben 1év6 sejtkulturak feliiliszojaban (30+1,8 ng/ml, p=0,042), és alacsonyabb
volt a syndecan-1 koncentracié szint a Latrunculin B-vel kezelt sejtkultirak
feliiliszojaban (17,4+3,3 ng/ml, p=0,05) a kontrollokhoz viszonyitva (24,0+4,2 ng/ml)
(8B abra). Immunfluoreszcens vizsgalattal a Forskolinnal kezelt, sokmagvu, fizionalt
kontroll sejtek membranjan volt a leger6sebb a syndecan-1 festddése (8C abra). Az
ischaemias kornyezetben tartott BeWo sejtek membranjan a festddés gyenge volt, ami
arra utal, hogy nétt a syndecan-1 shedding a trophoblastok felszinér6l (8D abra). A
Latrunculin B-vel kezelt BeWo sejtek membranjan nem, vagy nagyon gyengén festédott
a syndecan-1. A citoplazmaban viszont er6sebb, granularis syndecan-1 fest6dést lattunk,
azt sugallva hogy a syndecan-1 nem jutott ki a sejtmembranra az aktin citoszkeleton

mikodésének karosodasa miatt (8E abra).
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8. abra. A syndecan-1 shedding a BeWo sejtekben ischaemias stressz hatasara és

az aktin citoszkeleton karosodasanak hatasara valtozik.

Kontroll Ischaemia Latrunculin B

(ng/ml) m SDC1 expresszi6>

Kontroll
Kontroll Ischaemia Latrunculin B

Ischaemia - Latrunculin B

A) A SDC1 gén expresszidja nem valtozik sem ischaemia (1,14-szeres valtozas, p=0,72) sem
pedig Latrunculin B kezelés (1,07-szeres valtozas, p=0,69) hatasara Forskolinnal kezelt kontroll
BeWo sejtekhez képest. B) A syndecan-1 koncentracio emelkedett BeWo sejtkulturak
feliiliszojaban ischaemia hatasara (30+1,8ng/ml, p=0,042) és csokkent Latrunculin B kezelés
hatasara (17,4+3,3ng/ml, p=0,050) a kontrollokhoz képest (24,0+4,2ng/ml). C) A soksejtmagvu,
fuzionalt BeWo sejtek mutatjak a legerésebb syndecan-1 membranfestddést. D) A BeWo
sejtekben ischaemia hatasara csokken a sejtmembran syndecan-1 immunfestddése. E)
Latrunculin B-vel kezelt BeWo sejtekben nincs, vagy nagyon gyenge a syndecan-1
immunfestddés a sejtmembranban, mig emelkedett, granularis jellegli festoédést talalunk a
citoplazmaban. C-E) 3D rekonstrukcio; DAPI hattérfestés; 1 unit=10,65um.
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4.2. Kinaz utvonalak vizsgalatainak eredményei

4.2.1. Demografiai és klinikai adatok

A demografiai és klinikai adatok az 1. tablazatban lathatoak.

4.2.2. Génexpresszio valtozasok korai praeeclampsias és HELLP szindrémds betegek
méhlepényében

A munkacsoportunk egy korabbi tanulmanyaban microarray vizsgalatot végeztiink
praceclampsias €s kontroll terhesek méhlepényeibdl [47]. Ezek a mintdk a mostani
tanulmanyunkban is szerepelnek. E16szor (ijra megvizsgaltuk a microarray adatsorunkat,
¢és kivalasztottunk négy gént (FLT1, GCM1, LEP, PGF), amelyek a villosus
trophoblastban termelédnek [172-174], valtozik az expressziojuk a méhlepényben
praeeclampsiaban, és 0sszefliggésbe is hozhatoak a betegség lepényi eredetével [49, 50,
76, 175]. A LEP expresszi6 a korai praceclampsias terhesekbdl szarmazod
méhlepényekben 108,9-szeresére  (q=6,4x10°), HELLP szindrémés terhesekbél
szarmaz6 méhlepényekben 56,9-szeresére (q=0,002) nétt a korai kontroll méhlepények
expresszidjahoz képest. Hasonloan, az FLT1 expresszio korai praeeclampsias terhesek
méhlepényében 3,6-szeresére (q=0,085), HELLP szindromas terhesek méhlepényében
pedig 4,3-szeresére (q=0,04) nétt a korai kontroll méhlepények expresszidjahoz képest.
A GCM1 ¢és PGF expresszi6 HELLP szindromas és praeeclampsias betegek
méhlepényében nem valtozott szignifikansan a korai kontrollokhoz képest a microarray
tanulmanyunk kritériumai alapjan [47] (9. abra). Ennek ellenére ezt a két gént is
belevettiik a kutatdsba, mert mas szerzok vizsgélatai szerint viszont szignifikansan

valtozik az expresszidjuk a placentaban praceclampsiaban [141, 142, 176].
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9. abra. A placentaris génexpresszio valtozasok korai praeeclampsiaban és HELLP

szindrémaban.
A Korai praeeclampsia B Korai praeeclampsia+HELLP szindroma
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Placentaris microarray adataink koziil [47] az FLT1, GCM1, LEP és PGF expresszios értékei
lathatoak. A méhlepényi LEP expresszié korai praeeclampsiaban 108,9-szeres (q=6,4x107)
HELLP szindromaban pedig 56,9-szeres (0=0,002) emelkedést mutat a korai kontroll
csoporthoz viszonyitva. A méhlepényi FLT1 expresszio korai praeeclampsiaban 3,6-Szeres
emelkedést mutat (q=0,085) HELLP szindromaban 4,3-szeres (q=0,04) emelkedést mutat a
korai kontroll csoporthoz képest. Csillagokkal jeloltiik a szignifikans valtozasokat.

4.2.3. Avillosus trophoblast jelatviteli utvonalainak megvaltozdasa praeeclampsidban és
HELLP szindromaban

Ezt kovetéen a villosus trophoblast jelatviteli tvonalainak valtozasait vizsgaltuk. A
foszforilalt Akt-1, ERK1/2, JNK, és p38 kinazok immunopozitivitasat értékeltiik a
praceclampsias, HELLP szindromas és kontroll csoportokban. A TMA-kat a kinaz
ellenes antitestekkel megfestettiik, beszkenneltiik, digitalizaltuk, majd pedig virtualisan
értékeltiik az immunfestddés erdsségét. A legnagyobb valtozast a pp38 kinaznal
tapasztaltuk. A praeeclampsias csoportok koziil a HELLP szindroma tiineteit mutatd
praceclampsias betegek méhlepényeiben nagyobb mértékben emelkedett az
immunfestés erdssége (atlagtszoras: 2,15+0,43, p=0,004), mint a HELLP szindroma
tiineteit nem mutatd korai praeeclampsias betegek méhlepényeiben (1,98+0,37, p=0,01)
a korai konrollokhoz (1,19 +0,51) képest. A kés6i praececlampsiasok méhlepényeiben
nem talaltunk eltérést (1,60+0,39, p=0,5) a kés6i kontroll csoport méhlepényeihez
képest (1,33+0,53) (10. abra).
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10. abra. A villosus trophoblastok pp38 kinaz immunfestédésének valtozasa

praeeclamps1aban és HELLP szindromaban
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A-E) A foszforilalt p38 (pp38) kindz immunfestédése leginkabb a villosus trophoblastok
sejtmagjaban detektalhato. A,C,E) A villosus trophoblastok magi fest6dése erdsebb korai
praeeclampsiaban mind a HELLP szindroma tiineteit mutato, mind pedig a HELLP szindroma
tiineteit nem mutato betegekben a korai kontroll csoportokhoz képest. B,D) Nincs kiilonbség a
villosus trophoblast magi festédésében a késéi kontroll és a kés6i praeeclampsia csoportok
kozott. A jellegzetes képek a csoportokrol 400x-os nagyitason lathatoak. F) A villosus
trophoblastok pp38 kinaz immunfest6désének atlagértéke magasabb Korai praceclampsidban
(atlag+szoéras: 1,98+0,37, p=0,01) és HELLP szindromasokban (2,15+0,43, p=0,004), mint a
korai kontrollokban (1,19+0,51). A pp38 kinaz immunfestédés atlagértéke nem kiilonbozik a
késoi praeeclampsia (1,60+0,39, p=0,5) és a késéi kontroll csoportokban (1,33+0,53).
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Hasonlo, de kisebb intenzitasu valtozasokat talaltunk a foszforilalt, aktiv ERK1/2 kinaz
esetén. A korai praeeclampsias csoporton beliil a HELLP szindréma tiineteit mutato
betegek esetében a méhlepényi pERK1/2 immunfestddés szignifikdnsan erdsebb volt
(1,33+0,38, p=0,03), mint a kontroll csoport méhlepényi pERK1/2 immunfestédése,
mig azon betegek méhlepényeiben, ahol nem volt a praeeclampsia mellett HELLP
szindroma is (1,11+0,73), a valtozas nem volt szignifikans (p=0,3) (11A abra).

Kés6i praeeclampsias terhesek méhlepényeiben nem talaltunk eltérést
(0,46+0,54, p=0,8) a késoi kontroll méhlepényekhez képest (0,53+0,52).

Hasonl6an a pJNK sem mutatott festddési kiillonbséget sem a korai sem a késoi
praceclampsias terhesek méhlepényeiben, bar latszik egy emelkedd tendencia késéi
praeeclampsia esetén (1,80+0,4, p=0,14) a kés6i kontrollokhoz viszonyitva (1,51+0,37)
(11B abra).

Nem taldltunk valtozast a pAkt-1 kindz immunfestédésénél egyik csoportban

sem (11C abra).
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11. abra. A villosus trophoblastok pERK1/2, pJNK és pAkt-1 immunfestédése
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A) A villosus trophoblast pERK1/2 immunfestédés atlagértéke magasabb HELLP
szindromasokban (atlagtszoras: 1,33+0,38, p=0,03), mint a korai kontroll csoportokban
(0,72+0,50). Nincs kiilonbség a villosus trophoblast pERK1/2 immunfestédésében a késoi
praeeclampsia és a kés6i kontroll csoportok kozott. B) Nincs kiilonbség a villosus trophoblast
pINK immunfest6désében sem korai sem késéi praeeclampsiaban a kontroll csoportokhoz
képest. C) A villosus trophoblast pAkt immunfestddésénél nincs kiilonbség a kiilonbozo
csoportok kozott.

4.2.4. Trophoblast differencidacio hatisa egyes angiogén és anti-angiogén gének
méhlepényi expressziojara

Munkacsoportunk in vitro tanulmanyaban modelleztiikk, hogy a kinaz ttvonalak
valtozasai hogyan befolyasolhatjak a FLT1, GCM1, LEP, és PGF gének expresszidjat a

villosus trophoblast sejtekben. Elészor megvizsgaltuk a génexpresszio valtozasait a
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trophoblast differenciacido folyamata alatt, hogy optimalizalni tudjuk a kisérletiinket.
Terminusban sziilé egészséges nék méhlepényébdl szarmazo elsddleges trophoblast
sejteket differencialtattunk, és azt az eredményt kaptuk, hogy a vizsgalt gének a
differencialodas 2. és 3. napjan érik el a csucs-expressziot (12A abra).

Erdekes modon az FLT1 expresszid Csak enyhén valtozott, mig a PGF
expresszio jelentds emelkedést mutatott a 3. napon. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a
differenciacios események hatdssal vannak az érfejlodést segité és gatlo gének

expresszidjara a villosus trophoblastban.

12. abra. A trophoblast differenciacio alatti génexpresszio valtozasok
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A gRT-PCR eredmények a FLT1, GCM1, LEP ¢és PGF expresszié dinamikus valtozasat
mutatjak A) Az els6dleges trophoblast sejtkultirakban (n=4), és B) a differencialodo BeWo
sejtekben (n=3). Az x tengely a differenciacio idejét mutatja, az y tengely A) az RPLPO génhez
vizonyitott relativ génexpresszidt (atlag+szoras) vagy B) a Forskolinnal kezelt és a kontroll
sejtek relativ génexpresszid aranyat mutatja (atlagtszoras).
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Mivel a vizsgalatba bevont méhlepények szama limitalt volt, és sok trophoblast
sejtre volt sziikséglink a tovabbi vizsgalatokhoz, a valtozasokat a mar részletesen
jellemzett BeWo sejteken is megnéztik. Ezek a sejtek hasonloan képesek
syncytiotrophoblastot kialakitani cAMP indukcio utan, mint az els6dleges trophoblast.
A differencialt BeWo sejtekben a négy gén expresszidja ugyancsak a 2. és a 3. nap
kozott volt a legmagasabb (12B abra). Hasonldan az elsédleges trophoblastokhoz,
jelentds emelkedést tapasztaltunk a PGF ¢és LEP gének expresszidjaban, mig az FLT1
kifejez0dése csak enyhébb emelkedést mutatott a differenciacidé soran. Mivel relative
magas ¢s stabil génexpresszid volt sziikséges a BeWo sejtek tovabbi vizsgalatahoz, a

differencidlodés 2-3. napjat valasztottuk a tovabbi kisérletekhez.

4.2.5. Génexpresszios mintdzatok a hypoxids és ischaemids trophoblast sejtekben

Annak érdekében, hogy megvizsgalhassuk a kivalasztott gének expresszidjanak
valtozasat a kiilonb6z6 stressz kondiciokban, a BeWo sejteket differencialtattuk, és a
masodik naptol kezdve 24 oran Keresztiil harom kiilonb6z6 stressz hatasnak tettiik ki
6ket. (13A abra): 1) Ischaemiaban a LEP expresszi6 2,1-szeresére emelkedett (p=0,04),
ami Osszefligghet azzal, a LEP méhlepényi expresszidja a legnagyobb mértékben up-
regulalt korai praeeclampsidban és HELLP szindromaban (9. abra) [47]. Erdekes
modon nem taldltunk szignifikans eltérést az FLT1 és a PGF expresszidjaban ebben a
stressz kondicioban. 2) Hypoxidban az FLT1 expresszido 2,5-szeresére emelkedett
(p=0,056), mig a PGF expresszio 1,4-szeres csokkenést mutatott (p=0,04). Ezen
eredményeink egybevagnak azzal, hogy korai praeeclampsiaban és HELLP
szindromaban emelkedik a placentaris FLT1 expresszio (9. abra) [47]. 3) A
praceclampsias terhesek méhlepényében lejatszodo pro-inflammatorikus valtozasokat
modellezd 11-18 kezelést kovetden a PGF expresszio 1,6-szeres csokkenést mutatott

(p=0,01), de nem volt szignifikans valtozas az FLT1 és a LEP expresszidjaban.
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13. abra. Génexpresszio és kinaz aktivitas valtozasok BeWo sejtekben, Kiilonb6z6

stressz kondiciok hatasara
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A) A hétérkép bemutatja a qRT-PCR adatok alapjan a kiilonb6z6 stressz kondiciok hatasat az
FLT1, GCM1, LEP ¢és PGF expressziora a differencialodo BeWo sejtekben. A szinskala a
valtozasok mértékét abrazolja a normoxias kdrnyezetben tartott differencialoddo BeWo sejtekhez
képest. Ischaemiaban a LEP expresszio 2,1-szeresére emelkedik (p=0,04). Hypoxidban az FLT1
expresszio 2,5-szeresére emelkedik (p=0,056), mig a PGF expresszidé 1,4-szeres csokkenést
mutat (p=0,04). Az IL-1p kezelést kovetden a PGF expresszid 1,6-szeres csokkenést mutat
(p=0,01). Csillagokkal jeloljiik a szignifikans valtozasokat. B) Az oszlopdiagramok mutatjak a
pAkt-1, pERK1/2, pJNK és pp38 kinaz-aktivitasok adatait a kiilonb6z6 stressz kondiciokban
differencialodd6 BeWo sejtekben (n=3). Ischaemiaban a pJNK aktivitas a 2,5-szeresére nd
(0=0,03), az ERK1/2 aktivitas a 2,4-szeres csokkenést mutat (q=0,02), mig a pp38 kinaz
aktivitas 1,3-szeresére nd (q=0,17). Hypoxiaban a pERK1/2 aktivitas (1,7-fold, g=0,03), a pJNK
aktivitas (1,6-fold, g=0,1) és a pp38 kinaz aktivitas (1,3-szeres, g=0,06) n6 szignifikansan. Az
IL-1B kezelést kovetéen a pJNK aktivitas 2,1-szeres emelkedést mutat (q=0,03), mig a pp38
kinaz aktivitas 1,4-szeresére emelkedik (q=0,04). Csillagokkal jeldljik a szignifikans
valtozasokat.
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4.2.6. Génexpresszio és kindz aktivitas valtozasok BeWo sejtekben, kiilonbozé stressz
kondicidk hatdsdra

Hogy megvizsgalhassuk a lehetséges valtozasokat az Akt-1, ERK1/2, JNK és a p38
kinazok aktivitdsaban, melyek a vizsgalt gének megvaltozott génexpressziojahoz
vezethetnek BeWo sejtekben, a sejteket ugyanolyan modon kezeltiik, mint a gRT-PCR
vizsgalatokhoz, a kinaz-aktivitas probat pedig BeWo sejtek fehérje lizatumabol
végeztiik. (13B abra): 1) Ischaemias kornyezetben a JNK 2,5-szer magasabb aktivitast
mutatott (q=0,03), az ERK1/2 aktivitasa 2,4-szeres csokkenést mutatott (g=0,02), mig
1,3-szeres emelkedést tapasztaltunk a p38 kinaz aktivitas tekintetében (q=0,17). 2)
Hypoxids kornyezetben harom kinaz esetében kaptunk szignifikdns eredményt: 1,7-
szeres emelkedést lattunk az ERK1/2 aktivitasban (q=0,03), 1,6-szeres emelkedést
tapasztaltunk a JNK aktivitasban (g=0,01), és 1,3-szeres emelkedést mutatott a p38
kinaz aktivitdas (q=0,06). 3) IL-1p kezelést kovetéen a JNK aktivitasa 2,1-Szeres
(9=0,03), a p38 kinaz aktivitasa pedig 1,4-szeres emelkedést mutatott (q=0,04).

4.2.7. A p38 kindz utvonal hatisa BeWo sejtek génexpresszio valtozasaira hypoxiaban
és ischaemidaban

Ezt koveton teszteltiik, hogy normal BeWo sejtekben és kiilonboz6 stressznek kitett
BeWo sejtekben hogyan valtozik a génexpresszids mintazat, ha gatoljuk a négy vizsgalt
kinaz-titvonalat (14. abra): 1) Kontroll BeWo sejtekben az ERK1/2 gatlasakor az FLT1,
LEP és PGF gének expresszidja csokkent, Osszefiiggésben az ERKZL/2 villosus
trophoblast differenciacioban betoltott kritikus szerepével [178]; 2) Hypoxiaban a p38
¢s a JNK kinazok gatladsa okozta a legtobb valtozast a génexpresszidban a normoxias,
kontroll BeWo sejtekhez képest, ami egybevag azzal, hogy a kornyezeti stressz jeleket
leginkabb a p38 és JNK jelatviteli utvonalak tovabbitjak a placentaban [101, 102, 179,
180]; 3) Ischaemia esetén a p38 és az Akt-1 kinazok gatlasa hatott a legnagyobb
mértékben a génexpresszidra normoxias, kontroll BeWo sejtekhez képest; 4) 1I-1p
kezelés esetén a p38 kinaz gatlas volt legnagyobb hatdssal a génexpressziora normoxias,
kontroll sejtekhez képest. Osszeségében a p38 kinaznak volt a legnagyobb hatsa a
BeWo sejtek LEP, FLT1 és PGF expressziojanak megvaltozasara.
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14. abra. Génexpresszio valtozas BeWo sejtekben kinaz inhibitoros kezelés

hatasara, kiilonb6z6 stressz kondiciokban hotérképen bemutatva
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A hotérkép mutatja a qRT-PCR adatokat, a négy kinaz inhibitor és a kiillonbdzé stressz
kondiciok hatasait a FLT1, GCM1, LEP és PGF gének expresszidjara a differencidloddo BeWo
sejtekben. A szinskala abrazolja a génexpresszids valtozasok nagysagat a kindz inhibitoros
kezeléstdl mentes, differencialodé BeWo sejtekhez képest. A csillagokkal jeloljiik a szignifikans
valtozasokat.
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15. abra. Génexpresszio valtozas a BeWo sejtekben kinaz inhibitoros kezelés
hatasara, kiilonbozo stressz kondiciokban, tablazatos formaban bemutatva

A Ischaemia vs. normoxia B Hypoxia vs. normoxia C IL1-B vs. normoxia

l FLT1 ', l FLT1 l ', FLT1
t l GCMm1 GCM1 GCM1

1 § | 1 | | T 1 § |
l, PGF l, l, l, PGF t PGF

Akt1 JNK | ERK P38 Akt1 JNK | ERK P38 Akt1 JNK | ERK P38
inh. inh. inh. inh. inh. inh. inh. inh. inh. inh. inh. inh.

A harom téblazat bemutatja a differencialéd6 BeWo sejtek kindz-inhibitorok alkalmazasanak
hatasara tortént génexpresszio valtozésait, kiillonboz6é stressz kondicidkban a normoxids
kondicidohoz képest. A gRT-PCR adatok a 14. abran lathatdéak. A piros nyilak az expresszio
novekedését mutatjak, tehat ha a novekvd trend normoxiaban szignifikanssa valik a vizsgalt
stressz kondicidban, vagy akkor, ha normoxidban jelen 1év6 szignifikans expresszid csokkenés
elveszik a vizsgalt stressz kondicidban. Hasonloan a zold nyilak az expresszid csokkenését
mutatjak, ami vagy a normoxiaban jelen 1évé csokkend trend szignifikanssa valasat jelenti a
vizsgalt stressz kondicidban, vagy a normoxiaban jelen 1év6 szignifikans expresszié emelkedés
elvesztését mutatja a vizsgalt stressz kondicioban.
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5. MEGBESZELES

5.1. Syndecan-1 vizsgalatai

5.1.1. A syndecan-1 expresszio névekedése villosus trophoblast differencidacio soran

A syndecan-1 immunfestédése kimutathat6é volt a syncytiotrophoblast Citoplazmajaban
és apikalis membanjan, mig mas chorionboholy sejteknél nem volt fest6dés. A
harmadik trimeszterben a terhességi kor novekedésével nem valtozott a syndecan-1
festddése. Ezen eredmények megegyeznek mas tanulmanyokban leirtakkal, ahol szintén
nem talaltak kiilonbséget a syncytiotrophoblast syndecan-1 immunfestédésében elsé és
harmadik trimeszter kozott [148-150]. Szamos cikk emliti azt is, hogy a syndecan-1
csak a syncytiotrophoblastban talalhato [148-151, 181]. Ennek alapjan feltételezhetd
volt, hogy a syndecan-1 expresszidja a Vvillosus trophoblast differenciaciojatol fiigg, és
in vitro eredményeink ezt a hipotézist alatamasztand6é emelked6 syndecan-1 expressziot
és felszabadulast mutattak a Forskolinnal kezelt, differencialodo BeWo sejtekben.

A Vvillosus cytotrophoblast jelentés strukturalis, funkcionalis és metabolikus
valtozason megy keresztiil a differenciaci6 folyaman, ahogy fuzional a
syncytiotrophoblast réteggel; ehhez a trophoblast transzkripcids programjanak teljes
megvaltoztatasara van sziikség [73, 134]. Ez a transzkripcids atprogramozas tobb ezer
gént érint, melyek expresszidja vagy fokozddik vagy csokken, aminek
eredményeképpen 0j trophoblast és méhlepényi funkciok jonnek létre [73]. Ennek a
sokrétlien és szorosan szabalyozott folyamatnak az eredménye a soksejtmagvi
syncytiotrophoblast 1étrejotte, aminek 1étfontossagi szerepe van a terhességben. A
syncytiotrophoblaston keresztiil torténik a gazcsere, a tapanyagok felvétele, az
anyagcseretermékek kivalasztasa, valamint a syncytiotrophoblast hormonokat termel,
amik a magzat fejlddését szabalyozzék, ¢s egy immunologiai gatat képez az anya és a
magzat kozott [131]. Eredményeink azt mutatjak, hogy a syncytiotrophoblast felszinén,
az anyai-magzati hataron magas a syndecan-1 expresszidja, ami azt jelentheti, hogy ez a
proteoglikan fontos szerepet jatszik az anya és magzat kozti interakciokban. Mivel a
syndecan-1 expresszid kiilonb6z6 tumorokban is megvaltozik [52, 182-186], ezért

ennek a proteoglikannak onkodevelopmentalis jelentOsége lehet.
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5.1.2. A placentaris syndecan-1 immunfestodés valtozasai praeeclampsiaban és HELLP
szindromaban

A kiiléonb6z6 betegesoportok méhlepényeinek syndecan-1 immunfestédési vizsgalata
soran emelkedett intenzitdsi immunfestddést tapasztaltunk a syncytiotrophoblast
apikalis membranjan mind a korai, mind pedig kés6i praececlampsiaban, illetve HELLP
szindromaban a kontroll csoportokhoz képest. Ezek az eredmények megegyeznek
Ogawa és munkatarsai tanulmanyaban leirtakkal, miszerint korai praceclampsiaban n6 a
méhlepényi syndecan-1 immunfestédés intenzitisa a korai kontroll csoporthoz
viszonyitva [151]. Erdekes médon két mésik publikécioban éppen ellentétes eredményre
jutottak a szerzok, korai és késdi praeeclampsiaban is csokkend syndecan-1
immunfestédést talaltak a syncytiotrophoblastban a korai és késéi kontrollokhoz képest
[149, 150]. Az eltér6 eredményeket a hasznalt modszerek kiilonbozésége okozhatta.
Mindhérom el6z6 tanulmany ugyanazt az egér monoklondlis IgG1 antitestet hasznalta
(B-B4 klon), ami a human syndecan-1 fehérje ektodoménjéhez kotédik [187]. Ez a B-
B4 antitest ugyanoda, vagy egy nagyon kozeli epitdpra tud kotni a syndecan-1 fehérjén,
mint az altalunk hasznalt MI15 antitest [188]. A 6 kiilonbség azonban az, hogy mi,
hasonldéan Ogawa és munkatarsai tanulmanyahoz, antigén feltarast is alkalmaztunk, mig
Jokimaa és munkatarsai cikkeiben nincs erre vonatkozo utalas, holott a gyarté ajanlasa
szerint a syndecan-1 immunfestésnél kell antigén feltarast végezni (DakoCytomation
ajanlas). Elképzelhetd, hogy a festddési kiilonbség oka az, hogy ha nincs antigén
feltaras, a formalinos fixalads miatt keresztkotések keletkezhetnek a syndecan-1 fehérje
komponenseiben, és igy a fehérje bizonyos epitopjai rejtve maradhatnak az antitest
elott.

A méhlepény morfometriai kutatisaibol kideriil, hogy a placentéris fejlédés
megvaltozik, és a placenta morfologidja abnormalis lesz IUGR-rel szovodott korai
praceclampsiaban, de IUGR-rel nem szovodott késoi praeeclampsidban ezek a
valtozasok nem figyelhetok meg [189]. Az is kideriilt, hogy a placentaris transzkripcid
kiilonbozik a késéi praeeclampsias és az IUGR-rel szovodott korai praeeclampsids
betegekben [49]. A génexpressziés mintdzat azonban hasonléan alakul a korai
praceclampsias és a HELLP szindromas terhesek méhlepényeiben [47]. Sok mas
paramétert is vizsgaltak mar a praeeclampsia kiilonboz6 alcsoportjaiban. Mi

munkacsoportunk és kollaboratoraink is talaltak Osszefiiggést példaul korai
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praceclampsiaban bizonyos méhlepényi hisztologiai 1€zidk gyakorisaga és a méhlepényi
perfuzi6 csokkenés kozott, késdi praeeclampsidban viszont nem talaltak ilyen
Osszefiiggéseket [47, 115, 190, 191], ami a praeeclampsia heterogenitasanak elméletét
tamasztja ala [2, 4, 12]. Eredményiink azért jelentés, mert a syncytiotrophoblast
syndecan-1 immunfestddése a praeeclampsia két alcsoportjaban és HELLP
szindromaban is erdsebb volt a kontrollokhoz képest, azt sugallvan, hogy a vizsgélt
proteoglikan diszregulacidja egy kozos probléma ezekben a betegségekben. Egy Kis
heterogenitast azonban mi is megfigyeltiink a syndecan-1 immunfestddési mintazatiban
és a sejten beliili megoszladsdban a praceclampsids és HELLP szindromas terhesek
méhlepényeiben. Voltak olyan esetek, ahol nagyon erds immunfestédést tapasztaltunk a
syncytiotrophoblast apikalis membran régidjaban, ez féleg HELLP szindromas terhesek
méhlepényeinél fordult el6. Voltak olyan placentak, ahol erds citoplazmatikus festodést
tapasztaltunk, mintha a syndecan-1 felhalmozodna a  syncytiotrophoblast
citoplazmajaban. Néhany esetben a syncytiotrophoblast apikalis membranja teljesen
negativ volt a syndecan-l-re nézve, fb6leg korai praceclampsias betegek
méhlepényeiben, ami azt feltételezi, hogy ilyenkor csokken a proteoglikan transzport a

sejtfelszinre, ugyanakkor a shedding viszont megndtt a felszinr6l.

5.1.3. Csokkent szérum syndecan-1 koncentrdcio praeeclampsids terheseknél
A 24. és a 40. terhességi hét kozott az anyai szérumban emelkedd koncentracioban volt
jelen a syndecan-1. Eredményeink egyeznek egy korabbi tanulmanyban leirtakkal [192],
ahol az anyai szérum syndecan-1 koncentracié szintje a terhesség alatt folyamatosan
emelkedett, és tobb, mint 100-szor nagyobb koncentracidt is mértek a nem terhesek
mintaihoz képest [192]. Mivel a syndecan-1 immunfestddése a syncytiotrophoblastban a
terhességi korral nem valtozik [148-150], és a sziiletési suly pozitiv korrelaciot mutat az
anyai szérum syndecan-1 szinttel, felvetettiik, hogy a szérum syndecan-1 koncentracio
emelkedése a terhességi korral annak kdszonhetd, hogy a syndecan-1-et termeld villosus
trophoblastok térfogata és feliilete a méhlepény fejlodése soran egyre novekszik [193].
Munkacsoportunk elséként vizsgalta meg az anyai Szérum syndecan-1
koncentraci6 Szinteket praeeclampsiaban. Mind a korai, mind pedig a késoi
praceclampsias csoportban a klinikai tiinetek megjelenésekor csokkent syndecan-1

koncentraciot mértiink a terhességi kornak megfeleld kontroll csoporthoz képest, annak
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ellenére, hogy ennél a betegcsoportnal a méhlepény syndecan-1 immunfestédése
erdsebb volt a kontrollok méhlepényeihez képest. Miutan el6z6 tanulmanyunkban a
microarray eredmények nem mutattak eltérést a SDC1 placentaris expressziojaban korai
praceclampsiaban ¢és HELLP szindromaban, ezért az alacsony szérum koncentracié és a
magas immunfestddés a méhlepényben egylittesen azt jelentheti, hogy ezekben a

betegségekben a syncytiotrohoblast syndecan-1 transzportja sériil.

5.1.4. Az ischaemia és a sériilt aktin citoszkeleton hatdsa a syncytiotrophoblast
syndecan-/ transzportjdara

Kordbban mar leirtdk, hogy a syndecan-1 sejten beliili transzportja az aktin
citoszkeleton épségétdl fiigg [194]. Egy nemrég kozolt tanulmanyban leirtak, hogy
praceclampsias terhesek méhlepényeiben olyan gének, amik az aktin citoszkeleton
szabalyozasaban részt vesznek, alul-regulalodtak [195]. Egy masik kutatas pedig
bemutatta, hogy praeeclampsias betegek méhlepényeiben a villosus cytotrophoblastban
csokkent az aktin és ezrin fehérjék expresszidja, amely fehérjék a mikrovillus membran
szerkezetének integritasaért felel6sek [196]. Azt is kimutattak, hogy praeeclampsias
betegek méhlepényének syncytiotrophoblastjaban az apikalis membranban megvaltozik
a citoszkeleton fehérjehalozat [197]. Ennek fontos szerepe lehet a syncytiotrophoblast
mikrovillus felszinének elvaltozasaban, ahogyan ezt egy elektronmikroszkopos
tanulmanyban korabban mar leirtdk [198]. BeWo-sejtes eredményeinkben az aktin
citoszkeleton Latrunculin B-vel valo gatlasa esetén a syndecan-1 visszatartasa
fokozodott a sejtben. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ha praeeclampsiaban és
HELLP  szindromaban megvaltozik az  aktin  citoszkeleton  halézat a
syncytiotrophoblastban, ez a syndecan-1 akkumulalodasat okozhatja az apikalis
membran alatt és a citoplazmaban. Ez lehet a magyarazat arra, hogy praceclampsiaban a
syncytiotrophoblast citoplazmaban erés syndecan-1 festédést, ugyanakkor a szérumban
syndecan-1 koncentracio csokkenést talaltunk [197] (16. abra).

Mas tanulmanyokban sz6 esik arrdl, hogy a lipid raftok integritasa is
meghatarozza a syndecan-1 membranban valé elhelyezkedését és biologiai aktivitasat
[199, 200]. Mi a kontroll placentaban a syndecan-1-nél granularis festodést
tapasztaltunk, ami arra utalt, hogy a syndecan-1 a lipid raftokban helyezkedik el a

mikrovillus membranban. EQy tanulmanyban azt talaltak, hogy kétféle szerkezetii lipid
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raft talalhatd a syncytiotrophoblast kefeszegély felszinén: a klasszikus mikrovillus
membran (MVM) és a konnyii mikrovillus membran (LMVM) [201]. Praceclampsiaban
viszont a kefeszegély felszine szerkezetileg megvaltozik, és az MVM és LMVM
teriiletén is csak egyféle lipid raft szerkezet talalhato, ami arra utalhat, hogy szamottevo
valtozas torténik a lipid raftokban ezekben a korképekben [197]. A beteg
méhlepényekben mi azt figyeltiik meg, hogy a granularis syndecan-1 fest6dés helyett
inkabb linearis festédés volt a jellemz6, amibSl mi is indirekt arra kovetkeztethetiink,

hogy a lipid raftok szerkezete megvaltozott.

16. abra. A syndecan-1 transzport és shedding megvaltozasa praeeclampsiadban

Normal terhesség Korai praeeclampsia

T X £ M

>

/8

=

L

A K

Lipid raftok:
Ezrinnel keresztkotott Syndecan-1 sheddingben —— LMVM normal terhességben
Syndecan-1 aktin kétegek résztvevd enzimek == MVM normal terhességben

praeeclampsiaban

Normal terhességben a syndecan-1 a syncytiotrophoblast apikalis membranjara
transzportalodik, ahonnan a shedding mechanizmus révén folyamatosan bekeriill az anyai
véraramba. Praeeclampsia esetén a megvaltozott kortikalis aktin citoszkeleton halozat a
syndecan-1 akkumulalédasahoz vezet a syncytiotrophoblast apikalis membranja alatt és a
citoplazmaban. Az abra adaptalasra keriilt a Riquelme G et al.: Lipid rafts and cytoskeletal
proteins in placental microvilli membranes from preeclamptic and IUGR pregnancies (J.
Membr. Biol., 2011;241:127-140) kézleménybdl [197].
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5.2. Villosus trophoblast kinaz utvonalainak vizsgalatai

5.2.1. A hypoxia és az isChaemia génexpresszio valtozdasokat indukal a BeWo sejtekben,
hasonloan a korai praeeclampsias méhlepényekhez

Annak érdekében, hogy megvizsgalhassuk a villosus trophoblastok szerepét
praceclampsiaban, el6z6 microarray tanulmanyunkbol [47] kivalasztottunk négy gént
(FLT1, GCML1, LEP, és PGF), melyek foként a villosus trophoblastokban termelédnek
[172-174], valtozik az expressziojuk Kkorai praeeclampsiaban, ¢és feltételezhet6en
szerepiik van ezen szindroma patogenezisében [49-51, 76, 141-143, 175, 202, 203]. A
LEP ¢és az FLT1 magasan expresszalodott a HELLP szindroma tiineteit mutato és a
HELLP szindroma tiineteit nem mutatd Kkorai praeeclampsias betegcsoportok
méhlepényeiben is, ami alatamasztja a hipotézist, miszerint ezen szindroémakban anyai
szisztémas anti-angiogén ¢és pro-inflammatorikus korallapot a lepényi eredet miatt
alakul ki. Mas tanulmanyok eredményeinek némiképpen ellentmondoan [141-143, 202,
203] a GCM1 és PGF placentaris expresszio valtozdsa a mi microarray adatsorunkban
nem érte el a szignifikancia szintet.

Ezt kovetéen in vitro modelleztiik a villosus trophoblast stresszre adott
reakcidjat Forskolinnal kezelt, differencialoddé BeWo sejtekben, melyek jelentés
mértékben expresszaltdk a négy kivalasztott gént. A pro-inflammatorikus kezelés
hatasara nem emelkedett az FLT1 és a LEP expresszioja, ami azt sugallja, hogy ezen
stresszallapot nem lehet egyediili meghatarozo oka a placentaris génexpresszio
valtozasoknak praeeclampsidban.

Az ischaemia ugyanakkor megemelte a LEP expressziojat, mig a hypoxia az
FLT1 expressziojat novelte a PGF expresszidjat pedig csokkentette. Mivel a LEP ¢és az
FLT1 emelkedett expresszioja a korai praeeclampsia placentaris biomarkere [47, 51], in
vitro eredményeink azt jelenthetik, hogy valdszinlileg az ischaemia és a hypoxia
egyiittes hatasa alakitja ki a villosus trophoblastok jellegzetes génexpresszios valtozasait
korai praceclampsiaban és HELLP szindromaban. Mivel énmagaban egyetlen stressz
kondicio sem volt képes utanozni a korai praeeclampsias betegek méhlepényében talalt
génexpresszids valtozasokat, lehetséges, hogy nem volt megfeleld a hypoxia és az
ischaemia mértéke a kisérletiinkben, vagy pedig a BeWo trophoblast-szerti sejtek nem

voltak a legoptimalisabbak a villosus trophoblast stressz modellezésére. Emellett

59



DOI:10.14753/SE.2015.1778

elé6fordulhat, hogy a hypoxia és ischaemia mellett mas, még ismeretlen faktorok is
hozzéajarulnak a  villosus trophoblast transzkripcidjanak és  miikodésének
megvaltozasahoz praeeclampsiaban és HELLP szindromaban. Ezt tamasztja ala, hogy a
méhlepényben a LEP és az FLT1 gén metilacios mintazatai oly modon valtoznak meg
praceclampsiaban normal terhességhez képest, amely emelheti ezen gének expresszidjat
[204-207].

5.2.2. A trophoblast jelatviteli utvonalainak szerepe praeeclampsiaban és HELLP
szindromdban

Korabbi tanulmanyokban leirtak, hogy a méhlepény hypoxias karosodasa és a HIF-1a
utvonal aktivalodasa felelések a praeeclampsia méhlepényi patomechanizmusaért [156,
161]. A kovetkezményesen megemelkedett sFlt-1 és sEng koncentracidknak kiemelt
szerepe van ebben [156, 161]. Legujabb eredmények viszont azt mutattak, hogy a
méhlepényi oxidativ stressz és reaktiv oxigén gyokok (ROS) jatszhatnak igazan
meghatarozo szerepet a praeeclampsia kialakulasaban. Ezek ugyanis aktivaljak a MAPK
¢és az NFkB tutvonalakat, ugyanakkor gatoljak a PI3/Akt Gtvonalat a méhlepényben [36,
42]. Ezen utvonalak befolyasoljak a sejt tulélését és az apoptozist, a proliferaciot,
differencidciot, a gyulladdsos medidtorok és anti-angiogén anyagok felszabadulasat,
amik praeeclampsias terhesek méhlepényében karosodnak [36, 42].

Kisérleteinkben az Akt-1 és harom MAPK kinaz, az ERK1/2, a JNK és a p38
vizsgalataira fokuszaltunk. Az ERK1/2-t elsdsorban ndvekedési faktorok, mitogén
hatasti anyagok aktivaljak, mig a JNK és p38 utvonal inkabb a stresszre €s kiilonbozd
citokinekre reagal [208]. Az ERK1-2-nek fontos szerepe van a sejtproliferacioban, a sejt
felelos [42, 80, 164]. A p38 cytokinek, kemokinek, bakterialis lipopoliszacharidok
hatdsara aktivalddik, és gyulladasban, immunvélaszban, apoptozisban jatszik szerepet
[209]. A JNK leginkabb cytokinek, UV sugarzas és DNS-t karositdé mechanizmusok
hatasara aktivalodik, és az apoptozist szabalyozza [210]. Az Akt-1 viszont a
PI3K/Akt/mTOR jelatviteli titvonalban a sejt tulélésében jatszik szerepet, gatolja az
apoptozist, serkenti a sejtndvekedést és a proliferaciot [42, 80, 164].

A placentaris TMA-k vizsgalata soran a villosus trophoblast immunfestddésének
erdsségebdl a négy kinaz aktiv formdinak mennyiségére, és igy az altaluk reprezentalt

jelatviteli utvonal aktivalodasara is kovetkeztethettlink indirekt modon. A

60



DOI:10.14753/SE.2015.1778

legmarkansabb valtozast a pp38 kinaznal talaltuk, amelynek immunfestddése korai
praceclampsiaban er6sebb volt a korai kontroll csoporthoz képest, mig késoi
praceclampsias terhesek méhlepényében nem volt valtozas a kés6i kontrollokéhoz
képest (11. és 17. abra). Erdekes modon nem talaltunk szignifikans véltozast a pJNK
immunfestddésében betegek méhlepényeiben kontrollokéhoz képest (12. és 17. abra).
Ezen eredmények Osszeségében azt mutatjak, hogy korai praeeclampsiaban nagyobb,
kifejezettebb villosus trophoblast stressz van jelen, mint késéi praeeclampsiaban. Ez az
eredmény Osszhangban van a méhlepény hisztopatologiai [2, 33-35, 38, 45, 168, 190,
211, 212] és transzkripcids valtozasaival [49], és azzal, hogy korai praceclampsiaban a
méhlepénybdl kordbban és nagyobb mennyiségben szabadulnak fel az anti-angiogén
anyagok, mint késéi praceclampsiaban [2, 26].

Erdekes, hogy a korai praceclampsias csoporton beliil a HELLP szindroméval
szOvOdott terhességek esetében az atlag pp38 immunfestodés értéke erdteljesebben nott
mint @ HELLP szindromaval nem sz6vodott terhességek esetén, ami a stresszre adott
fokozottabb valaszreakciot sejtet a villosus trophoblastokban (10. és 17. abra). Ez az
eredmény egybevag a korabbi microarray eredményeinkkel, ahol szintén a HELLP
szindromas betegek esetén a méhlepényekben sulyosabb patoldgias elvaltozasokat és
fokozottabb gyulladasos génexpresszidos valtozasokat talaltunk [47]. A HELLP
szindromas terhesek méhlepényében a pERK1/2 immunfestédés értéke is szignifikansan
emelkedett volt szemben a HELLP szindroma tiineteit nem mutatdé korai és késoi
praceclampsiasokéhoz képest (11. és 17. abra), ami azt suggalja, hogy HELLP
szindromaban van még egyéb kornyezeti stimulus is, ami aktivalja a villosus

trophoblastok ERK1/2 jelatviteli utvonalat.

5.2.3. A hypoxia, ischaemia és pro-inflammatorikus stimulus hatasa a BeWo sejtek
jelatviteli utvonalaira

Ezen eredmények ismeretében kivancsiak voltunk, hogy mely stressz stimulus valt ki
hasonlo valaszt BeWo sejtekben, mint a praeeclampsias és HELLP szindromas esetek
villosus trophoblastjaiban. A BeWo sejteket Forskolinnal kezeltiik, hogy modelleziik a
cytotrophoblastok és a syncytiotrophoblastok egyiittes jelenlétét a chorionbolyhokban.
Azt az idOpontot valasztottuk ki a vizsgalatra a differenciacié soran, amikor a
kivélasztott gének stabilan, erdsen expresszalodnak. Erdekes modon mindharom stressz

kondicié ugyanugy aktivalta a p38 ¢és a JNK kinaz utvonalakat, a hypoxia és az
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iIschaemia az ERK1/2 kinaz utvonalra pont ellentétesen hatott, mig az IL-1P kezelés ez
utébbi utvonalat nem, csak az elobbi kettt érintette (13. és 17. abra). Ezek az
eredmények Osszhangban vannak maés tanulmanyok eredményeivel, ahol kiilonb6zo
sejtekben, szovetekben az ischaemia aktivalta a JNK [213-215] és a p38 tutvonalakat
[216], a hypoxia aktivalta az ERK1/2 [217-219], JNK [219] ¢és p38 [42, 217]
utvonalakat, a pro-inflammatorikus kondicié pedig a JINK [220, 221] és a p38 [221-223]
utvonalakra volt hatassal.

Hasonldan a génexpresszids valtozasokhoz, a kinaz aktivitasbeli valtozasok is
azt mutatjak, hogy az a sejtmodell all a legkdzelebb a villosus trophoblastok
megvaltozott jelatviteli utvonalaihoz praeeclampsidban, ahol a hypoxia és az ischaemia
egylittes hatasa érvényesiil. Eredményeink azt is sugalljak, hogy amennyiben az
ischaemia mellett fenall egy er6s hypoxias stimulus is, ez aktivalhatja az ERK1/2
jelatvitelt a villosus trophoblastokban, HELLP szindrémat kialakitva.

A kinaz inhibitorokat alkalmazva megéallapithatd volt, hogy normalis parcialis
oxigén nyomds mellett az ERKI1/2 utvonalnak van a legnagyobb hatdsa a
génexpressziora, ami 6sszhangban van ezen jelatviteli Gitvonal meghatarozé szerepével
villosus trophoblast differenciacioban [178]. A harom stressz kondicioban a p38 kindz
utvonal volt a legnagyobb hatassal a LEP, FLT1 és a PGF expressziora BeWo sejtekben
(14. és 17. abra). Ez oOsszefiigg a p38 kinaz kornyezeti stresszre adott kdzponti
szerepével a méhlepényben [101, 179, 180], és fontos szerepét valoszinsiti a
trophoblast stresszallapotokra adott anti-angiogén és pro-inflammatorikus valaszaban a

praeeclampsia ¢s HELLP szindroma kialakulasa folyaman.

5.2.4. Konkluziok és jovobeni tervek

Eredményeim a praeeclampsia és HELLP szindroma patomechanizmusanak Ujabb
aspektusait tartak fel. Bemutattam, hogy a kiilonb6zd stresszfaktorok hogyan
befolyasolhatjak a villosus trophoblastok miikodését ezen két korképben, és hogy
milyen jelatviteli utvonalakat aktivalhatnak a karosodott méhlepényben. Tovabbi
terveim kozott szerepel a syndecan-1 és a protein kinazok terhességben betdltott
fiziologias szerepének tovabbi tisztazasa, valamint expressziojuk és funkciojuk

valtozasainak részletesebb megismerése a terhességi korképek kialakulasaban.
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17. abra. Osszefoglalé abra

A Késoi PE Korai PE Korai PE + BeWo + BeWo + BeWo +
HELLP hypoxia ischaemia IL-1B
Megvaltozott Nincs adat EL - LERPSELT L I ERPSRIELT - PG P ER PGF
expressziéju gének
Aktivalt kinazok JINK p38 p38 + ERK1/2 | JINK + p38 + | JNK +p38 + [ JNK + p38
ERK1/2 ERK1/2
A kindzok hatasaira Akt-1 (2) | Akt-1 (2) | Akt-1 (1)
valtozott gének ERK1/2 (=) |ERK1/2 (1) |[ERK1/2 (1)
szama in vitro JNK (2) | JNK (1) | JNK (1)
stressz kondiciokban P38 (3) | P38 (3) | P38 (2)
B - Hypoxia /| == villosus trophoblast =———p - transzkripcios valtozasok - korai praeeclampsia
- Ischaemia / p38 aktivacio - angiogén/ anti-angiogén
- Ismeretle egyensuly felborulas
faktorok \
villosus trophoblast —— - még intenzivebb —— korai praeeclampsia
ERK1/2 aktivacio transzkripcios valtozasok + HELLP szindroma
- emelkedett cytotrophoblast
proliferacio

A) A tablazat 6sszefoglalja a kivalasztott gének expresszid valtozasait és a kivalasztott kinazok
aktivaciojanak valtozasait mind a méhlepényi mintakban, mind pedig a haromféle stressz
indukalt BeWo sejtekben mindharom betegcsoportban. A piros betlik a szignifikans emelkedést,
a narancssarga betilk az emelkedd tendenciat, mig a z6ld betlik a szignifikans csokkenést
mutatjak. A kék hattérrel jelzett adatok sugalljak, hogy a villosus trophoblast ischaemia és
hypoxia vezethet a talalt jelatviteli tutvonal és transzkripcios valtozasokhoz korai
praceclampsiaban és HELLP szindromaban. A kinaz inhibitoros kezelés a p38 kinaz jelatviteli
utvonal kdzponti szerepét mutatja a trophoblast génexpressziojanak valtozasaiban a kiilonb6zo
stressz kondiciok hatasara. B) A villosus trophoblast p38 kinaz jelatviteli utvonalanak aktivalasa
lehet a kulcsmechanizmus a méhlepényi transzkripcios valtozasokhoz, és a kovetkezményesen
kialakul6 angiogén és anti-angiogén faktorok aranyanak felborulasahoz korai praeeclampsiaban.
Az ERK1/2 jelatviteli utvonal aktivalodasa vezethet az intenzivebb transzkripcios
valtozasokhoz, a méhlepényi gyulladashoz és a cytotrophoblast proliferaciohoz HELLP
szindroma tlineteit mutatdé praeeclampsias betegekben, osszehasonlitva a HELLP szindroma
tiineteit nem mutatd praceclampsias betegekkel [47].
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6. KOVETKEZTETESEK

1. A syndecan-1 érett, normal méhlepényekben a syncytiotrophoblastban, féleg az

apikalis membranon lokalizalodik;

2.  Kontroll méhlepényekben a syndecan-1 immunfestédés erdssége a
syncytiotrophoblastban és annak apikalis membranjan a terhességi kor novekedésével

nem valtozik;

3. A syncytiotrophoblast apikalis membran syndecan-1 immunfestddése erdsebb korai

¢és késoi praeeclampsiaban valamint HELLP szindroméban kontrollokhoz képest;

4. A SDC1 génexpresszid6 nem valtozik sem korai praeeclampsiis, sem HELLP

szindromasok méhlepényében a korai kontrollokhoz képest;

5. Az anyai szérum syndecan-1 koncentracio pozitivan korrelal a terhességi korral és a
sziiletési sullyal, ugyanakkor negativan korreldl a vérnyomas és a proteinuria

mértékével,

6. Az anyai szérum syndecan-1 koncentracio alacsonyabb a praeeclampsias csoportban

mint a hasonl6 terhességi korti kontroll csoportban;

7. Az SGA-val szovodott praeeclampsias terhesek szérum syndecan-1 koncentracidja

nem kiilonbozik az SGA-val nem sz6v6dott praeeclampsias terhesekétol;

8. Az aktin citoszkeleton karosodasa a syndecan-1 akkumuldlodasahoz vezet a BeWo
sejtek syncytiotrophoblastjdnak citoplazméjaban, mig az ischaemias stressz fokozza a

BeWo sejtekrdl a syndecan-1 sheddingjét;
9. A villosus trophoblastok pp38 kinaz immunfestédése erésebb a korai praeeclampsias

terhesek méhlepényeiben, féleg HELLP szindromas esetekben, a korai kontroll csoport

méhlepényeihez képest;
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10. A pERKI1/2 immunfestddés erésebb a HELLP szindromas terhesek

méhlepényeiben, mint a korai kontroll csoport méhlepényeiben;

11. A differencialoddo BeWo sejtekben az ischaemia emeli a LEP expressziot, valamint

noveli a INK és csokkenti az ERK1/2 kinazok aktivitasat;

12. A differencialddé BeWo sejtekben a hypoxia emeli az FLT1 és csokkenti a PGF

expressziot, valamint noveli az ERK1/2, INK, és p38 kindzok aktivitasat;

13. A differencialod6 BeWo sejtekben az IL-1B kezelés csokkenti a PGF expressziot,

valamint néveli a JNK és p38 kinazok aktivitasat;

14. A vizsgalt MAPK kinaz utvonalak koziil a p38 jelatviteli utnak van a legnagyobb

hatasa a stressz indukalta LEP, FLT1 és PGF expresszi6 valtozdsara BeWo sejtekben.
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7. OSSZEFOGLALAS

A praeeclampsia és HELLP szindroma f6 okai az anyai ¢és perinatalis
megbetegedéseknek ¢és halalozasoknak vilagszerte. Valosziniisithetd, hogy a Korai
placenta fejlédési zavar kovetkeztében kialakult hypoxias és ischaemias allapotok miatt
karosodott méhlepénynek és villosus trophoblastnak kulcsfontossagli szerepe van az
angiogén ¢és anti-angiogén faktorok egyensulyanak felboritasan keresztiil ezen sziilészeti
korképek kialakulasdban. Kutatomunkamban célom volt ezen korképek méhlepényi
patomechanizmusanak vizsgalata kiilonbozo jelatviteli utvonalak analizisével.

A syndecan-1 a placentaban nagy mennyiségben termel6dé —sejtfelszini
proteoglikan, amihez szamos angiogén és novekedési faktor kapcsolodni képes, ezaltal
jelatviteli folyamatokat befolyasolhat. A syndecan-1 a chorionbolyhokban leginkabb a
syncytiotrophoblast apikalis membranjara lokalizalodik és expresszidja a villosus
méhlepényeiben a syncytiotrophoblast syndecan-1 immunfestédése erésebb a kontroll
méhlepényekhez képest, a szérum syndecan-1 koncentracio pedig csokkent a
praeeclampsias terhesek szérumaban. A praceclampsiaban megfigyeltekhez hasonldan
valtozik BeWo sejtekben a syndecan-1 citoplazmaris transzportja ¢és sheddingje
iIschaemia és az aktin citoszkeleton karosodasanak hatasara. Eredményeink arra utalnak,
hogy ezen sejtszintli patomechanizmusok jelent6sen befolyasolhatjak a villosus
trophoblast jelatviteli Gitvonalait praeeclampsiaban és HELLP szindromaban.

A Vvillosus trophoblast Akt-1 és MAPK jelatviteli utvonalainak vizsgalatakor
megallapitottuk, hogy korai praeeclampsias és HELLP szindromas méhlepényekben a
legkifejezettebb novekedés a pp38 kindz immunfestédésben van Kkorai kontrollok
méhlepényeihez képest, ami villosus trophoblast stresszre utal. HELLP szindromaban
emellett a trophoblast ERK1/2 aktivitdis novekedése is megfigyelhetd. Differencialédo
BeWo sejteken ischaemia és hypoxia hatasa tudja legjobban eldidézni a praeeclampsias
terhesek méhlepényeiben talalt génexpresszids és kinaz aktivitas valtozasokat. Ischaemias
és hypoxias stressz kondiciokban pedig a p38 jelatviteli titvonal van a legnagyobb hatassal a
BeWo sejtek LEP, FLTI és PGF expresszidjara, ami szintén a trophoblast p38 kinaz
aktivalodasanak praeeclampsidban betoltott szerepére enged kovetkeztetni.

Eredményeim a praeeclampsia és HELLP szindroma patomechanizmusainak uj

aspektusait tartak fel és remélhetdleg eldsegitik majd a méhlepényi koreredetiik tisztazasat.
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8. SUMMARY

Praeeclampsia and HELLP syndrome are major causes of maternal and perinatal mortality
and morbidity worldwide. It has been suggested that abnormal placentation in early
pregnancy leads to hypoxic-ischemic stress of the placenta and the villous trophoblast,
resulting in the development of an angiogenic/anti-angiogenic imbalance and clinical
symptoms in these syndromes. | aimed to study how stress and various signaling pathways
influence trophoblastic functions in distinct subforms of these syndromes.

Syndecan-1 is a cell-surface heparan-sulfate proteoglycan highly expressed in the
placenta and involved in the regulation of cell signaling through binding to angiogenic and
growth factors. Sydecan-1 is localized mainly to the apical membrane of the
syncytiotrophoblast, and its expression is dependent on villous trophoblast differentiation.
In cases of early-onset praeeclampsia with or without HELLP syndrome, syndecan-1
immunostaining in the syncytiotrophoblast is stronger than in controls, while maternal
serum syndecan-1 concentrations are lower in praeeclampsia compared to controls. Similar
to that seen in praeeclampsia, the cytoplasmic transport and shedding of syndecan-1 are
altered in BeWo cells due to ischemic stress and the disruption of the actin cytoskeleton.
Our results suggest that these cellular pathomechanisms may impact villous trophoblast
signaling pathways in praeeclampsia and HELLP syndrome.

From the investigated Akt-1 and MAPK signaling pathways of the villous
trophoblast, the most significant increase in immunoscores was found for the activated pp38
kinase in preterm praeeclampsia and HELLP syndrome compared to preterm controls,
which suggests villous trophoblastic stress. In addition, HELLP syndrome is also
characterized by the activation of trophoblastic ERK1/2. In differentiating BeWo cells,
hypoxia and ischaemia can best mimic the changes in placental gene expressions and kinase
activities found in preterm praeeclampsia. In ischemic and hypoxic stress conditions, the
p38 signaling pathway has the most impact on LEP, FLT1 and PGF expression in BeWo
cells, supporting the role of trophoblastic p38 signaling pathway activation in the
development of praeeclampsia.

My results uncovered new aspects of the complex pathomechanisms of
praeeclampsia and HELLP syndrome, and they will hopefully promote the delineation of

the placental origins of these severe obstertrical syndromes.
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11. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt megkdszonom Papp Zoltan Emeritus Professzor Urnak, hogy az altala
vezetett doktori programban végezhettem kutatasaimat. Koszonom feltétlen tdmogatasat,
utmutatdsat és hogy szamomra kivald kutatasi lehetdséget biztositott a Semmelweis
Egyetem Kutvolgyi Klinikai Tomb Maternity Klinikajan.

Halasan koszonom témavezetémnek, Dr. Than Nandor Gabornak mindennemi
szakmai tamogatasat az elmult 10 évben a Semmelweis Egyetemen majd pedig a Wayne
State Egyetemen. Ko6szondm a lehetdséget, hogy csatlakozhattam a kutatd csapatokhoz,
melyeket nemzetkdzi kollaboracio keretében iranyitott. Halas vagyok szakmai tanacsaiért, a
kutatomunkdmhoz biztositott palyazati tdmogatésaért, valamint a tudomanyos cikkek és
téziseim megirasaban nyudjtott nélkiilozhetetlen segitségéért.

Szeretném kiilon megkoszonni Kovalszky Ilona Professzor Asszonynak, hogy az
1.Sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetben nagy szeretettel fogadott, tamogatasaval
¢és iranymutaté tanacsaival munkamat segitette.

Ezuton fejezem ki koszonetemet Roberto Romero Professzor Urnak a kollaboracios
munkak tdmogatasat, és kollégainak a laboratériumi vizsgalatokhoz nyujtott segitségiiket a
Wayne State Egyetemen ¢és a National Institutes of Health Perinatologiai
Kutatokdzpontjaban.

K6szonom Rigd Janos Professzor Ur tamogatasat és a Semmelweis Egyetem 1.Sz.
Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinika munkatarsainak segitségét a klinikai mintagytjtésben.

Ko6szonettel tartozom Dr. Fiile Tibornak, Dr. Krenacs Tibornak, Karaszi Katalinnak,
Dr. Mihalik Noéminak, Kiszler Gabornak és a 3DHistech Kft. munkatarsainak az
immunhisztokémiai vizsgalatok kivitelezésében ¢és a Pannoramic Viewer program
kifejlesztésében nyljtott segitségiikért.

Koszonetemet fejezem ki Dr. Hargitai Beatanak és Dr. Schonléber Julidnak a
szOvettani vizsgalatok kivitelezésében nyujtott segitségiikért.

Ko6szondm Dr. Adi L. Tarca-nak és munkatarsainak a Wayne State Egyetemen a
statisztikai analizisekhez adott timogatast.

Koszondm a Semmelweis Egyetem Egészségtudoméanyi Kar Morfologiai és
Fiziologiai Tanszék el6z0 és jelenlegi vezetdjének, Dr. Polgar Veronikanak és Bednarikné
Dr. Dornyei Gabriellanak, hogy tamogattak és segitették munkéamat.

Végiil, de nem utolsésorban haldval tartozom nagysziileimnek, férjemnek és

kisfiamnak a tamogatasukért €s a megértd tiirelmiikért.
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