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Roviditések jegyzéke

ADMA aszimmetrikus dimetil-arginin

Akt Akt-kinaz, mas néven: proteinkinaz B (PKB)

ASKZ1 apoptosis-regulating signal kinase 1

AT1-AA angiotenzin Il 1-es tipust receptorahoz kotédo agonista hatast antitestek
BH2 dihidrobiopterin

BH4 tetrahidrobiopterin

BMI testtomeg index

COX ciklooxigenaz

CTG kardiotokogram

DDAH dimetilarginin dimetil-aminohidrolaz

dNK decidualis NK-sejt

EDTA etiléndiamin-tetraacetat

eNOS endothelialis nitrogén-monoxid-szintaz

FFA free fatty acid, szabad zsirsav

GOT glutamat/oxalacetat transzaminaz

GPT glutamat/piruvat transzaminaz

GSNO S-nitrozo-glutation

GTPCH guanozin-trifoszfat ciklohidrolaz

HELLP haemolyticus anaemia, emelkedett majenzimek, thrombocytopenia
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid

HLA human leukocyta-antigén
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Hsp90 hésokkprotein 90

IFPMA International Federation of Pharmaceutical Manufacturers and Associations

ISSHP International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy

IUGR intrauterine growth restriction

LDH laktat dehidrogenaz

LMWH kis molekulasulya heparin

MAHA microangiopathids haemolyticus anaemia
MS mikroszéma

NF-kB nuklearis faktor kappa-B

NOS nitrogén-monoxid-szintaz

PAI plazminogénaktivator-inhibitor

PAPP-A terhességgel asszocialt plazmaprotein A
PDE foszfodieszteraz

PGI2 prosztaciklin

PIGF placentalis névekedési faktor

pra pravastatin

PRMT protein-arginin-metiltranszferaz

ROS reaktiv oxigéngyokok

SAPK-JNK stress-activated protein kinase/c-Jun NH2-terminal kinase
sEng szolubilis endoglin

sFIt soluble Fms-like tyrosine kinase
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SVEGFR szolubilis VEGF-receptor
TBST Tris Buffered Saline with Tween
TNF-0 tumornekrozis-faktor-o

TXAZ2 tromboxan A2

VEGF vascular endothelial growth factor
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1. Bevezetés (irodalmi hattér)

1.1. A preeclampsia fogalma

A preeclampsia a terhesség 20. hete utdn eldszor jelentkezd magas vérnyomas,
legalabb egy kereszt fehérje a vizeletben), illetve ennek hidnyaban vagy emellett az
anyai vese- és maj érintettségének jelei (emelkedett transzaminaz szintek, emelkedett
kreatinin érték), thrombocytopenia, idegrendszeri eltérések és/vagy magzati méhen
beliili novekedési retardacio) tarsulnak. (Brown és mtsai, 2018) Salyosnak mindsiil a
preeclampsia, ha a szisztolés anyai vérnyomas eléri vagy meghaladja a 160 Hgmm-t
és/vagy a diasztolés vérnyomas érték eléri vagy meghaladja a 110 Hgmm-t, tovabba ha

rrrrrr

jeleket észleliink.

A korkép vilagszerte, éves szinten tobb, mint félmillié magzat- illetve 0jsziilott-,
valamint t6bb, mint 70000 anyai haldlozasért felelds. Tekintettel a fentiekre, illetve arra,
hogy a preeclampsia rapidan, alarmiroz6 eldjelek nélkiil is kialakulhat, az ISSHP 2018-
as ajanlasa a preeclampsia kdzépsulyos illetve sulyos kategorizalasat a tovabbiakban
mar nem javasolja. A HELLP szindrémat pedig a preeclampsia egyik, igen sulyos

megjelenési formajanak tekinti (Brown és mtsai, 2018).

A korképen beliil a tiinetek megjelenésének ideje alapjan korai- (34. gesztacios hét

el6tt) illetve késoi format (34. gesztacios hét utan) kiilonitiink el.

1.2. Epidemiologia

A preeclampsia egy gyakori és sulyos terhességi korkép, a terhességek 4,5—
11,2%-aban alakul ki. A HELLP-szindréma a terhességek 0,5-0,9%-aban, a

preeclampsias esetek 10-20%-aban jelentkezik (Haram és mtsai 2009).
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Mind a magas (35 év feletti), mind az alacsony (20 év alatti) anyai életkor
fokozott kockazatot jelent. (Pridjian ¢és mtsa 2002; Reynolds ¢és mtsai 2012)
Negyvenéves anyai ¢letkor felett megkdzelitéleg dupldzodik a preeclampsia
kialakulasdnak valoszinisége, fiiggetleniil att6l, hogy primiparitasrél vagy
multiparitasrol van szd (Duckitt és mtsa 2005). Nagyobb kockdazattal kell szamolni
afroamerikai etnikum, alacsony anyai sziiletési suly, az anya el6z6 terhességében
jelentkezett preeclampsia vagy a csaladi anamnézisben (anya és/vagy lednytestvér)
szerepld preeclampsia esetén. Novelik a kockdzatot egyes terhesség eldtt fennalld
korképek, illetve allapotok, mint az elhizas, a diabetes mellitus, a kronikus hipertonia, a
vesebetegség, autoimmun betegségek, trombofilidk (antifoszfolipid-szindroma, az V.
véralvadasi faktor Leiden-mutéciodja, protein S-hidny, hiperhomociszteinémia) valamint
a hugyuti infekciok (aszimptomatikus bakteriuria). A preeclampsia kialakulasa és az
anya terhesség elotti teststilya kozott is Osszefliggés mutathaté ki. Egy tanulmany
szerint a terhesség eldtti emelkedett BMI-vel ardnyosan nd a korkép rizikoja: 21 kg/mz-
es BMI-vel rendelkezé terhes ndkhoz képest a 26 kg/mz-es értekkel rendelkezdk
esetében duplazodik, mig 30 kg/m?es BMI esetében megharomszorozodik a
preeclampsia kialakulasanak kockazata (Walsh 2007, Pridjian és mtsa 2002; Reynolds
¢s mtsai 2012). Szintén magasabb a rizikd egyes varanddssaggal Osszefiiggd korképek
esetén, mint a tobbes terhesség, a mola hydatidosa, a hydrops fetalis €s egyes
struktaralis kongenitalis anomalidk (Duckitt és mtsa 2005; Pridjian és mtsa 2002;

Reynolds és mtsai 2012).

A primiparitads a preeclampsia komoly kockézati tényezdje (Pridjian és mtsa
2002). A preeclampsia gyakrabban alakul ki olyan tobbszor sziilt nék esetén, akiknél
mas apatdl vagy heteroldog inszeminacio Utjan fogannak a gyermekek (primipaternitas
elmélet). A kovetkezd terhességekben az azonos apa védo tényezd (Li €s mtsa 2000).
Habér a sziilések magasabb szdma és a korabbi terhesség védelmezd hatést jelent, ez a
terhességek kozotti idotartam novekedésével egyre jelentéktelenebbé valik, és tiz év
elteltével a tobbszor sziilt ndk relativ rizikdja az eldszor sziildkével megegyezdvé valik
(Skjaerven és mtsai 2002). Ujabb kutatasok eredményei azt mutatjak, hogy a fogantatas
elétti rovid szexudlis kapcsolat (<6 honap) €s a barrier tipust fogamzasgatlas hasznalata

szintén fokozza a preeclampsia kialakuldsanak esélyét. A ,,seminal priming” elmélete
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szerint az apai antigéneknek a fogamzas elOtt hosszabb ideig kitett anyai szervezetben

jobb immuntolerancia alakul ki a magzat és a placenta irant (Robillard és mtsai 1994).

A csaladi anamnézisben szerepld korai (50 éves kor el6tti) kardiovaszkuldris
betegségek (hipertonia, miokardidlis infarktus, stroke) is a sulyos preeclampsia
kockézati tényez6i. Egy hazai tanulmany szerint a sulyos preeclampsias nok sziileinek
43%-a korai sziv-érrendszeri megbetegedésben szenvedett, szemben az egészséges
kontrollcsoport 16%-aval (Rigd és mtsai 2006). Masrészt a preeclampsias terhességet
kiviselt ndkben az életiik folyamén nagyobb eséllyel alkulnak ki kardiovaszkuldris
betegségek, metabolikus szindroma és 2-es tipusu diabetes mellitus (Cudihy ¢és Lee

2009).

A HELLP-szindromas esetek 70%-a a 27. és 37. gesztacidés hét kozott
jelentkezik, a betegek tobbsége mar korabban sziilt, és atlagéletkoruk jellemzden
magasabb, mint preeclampsiaban (Haram ¢s mtsai 2009). Magyarorszagon — a jo
szinvonali terhesgondozas kovetkeztében ritkdn bekdvetkezd — anyai haldlesetek
mintegy harmada a preeclampsidval hozhat6d Osszefiiggésbe. A perinatalis mortalitas és
morbiditds tobbszordse az egészséges anydk ujsziilottjeihez képest, kiilondsen
rarakodasos preeclampsidban (Magyar Noorvos Tarsasag 2009). Ha a terhesség elso
harmaddban a diasztolés vérnyomas meghaladja a 110 Hgmm-t, a rarakodésos
preeclampsia kifejlddésének esetén a perinatdlis mortalitds a 25%-ot is elérheti. A
leggyakoribb anyai szovédmény a vesefunkcid besziikiilése, amely a rarakddéasos
preeclampsidval szovOdott hypertonids terhességek 65%-4aban fordulhat elé (Rigo

1996).

1.3. A preeclampsia pathofiziolégidja

Az utdbbi évtizedek intenziv kutatdsai ellenére a preeclampsia még mindig a ,,teoridk
betegsége”, a pontos etiologidja tovabbra is tisztazatlan. (Broughton €s mtsai 1998;
Higgins és mtsa 1998) A korelézményben szerepld hajlamositdo tényezdk mellett a
placentacié soran korosan végbemend folyamatok az anyai oldal és a magzati oldal
iranyaba is hatva hozzak 1étre a korképre jellemzd klinikai tiineteket. Az anyai oldalon a
magas vérnyomast, proteinuriat, szervkarosodas tiineteit, illetve a magzati oldalon a

koéros méhlepényi funkcid kdvetkezményeként a méhen beliili novekedési retardéciot,
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oligohydramniont, valamint a magzati distressz jeleit, a koros CTG-gorbét és a koros

flowmetriat.

Bizonyos, hogy a preeclampsia kialakulasanak obligat feltétele a lepényszovet
jelenléte. A korkép kizardlag terhességben jelentkezik, és mig kifejlédéséhez a
lepényszovet jelenléte feltétleniil, addig a magzati szovet jelenléte nem feltétleniil
sziikséges. Erre utal, hogy komplett mola hydatidosa mellett irtak mar le igen korai
kezdetii, sulyos preeclampsiat. (Moore-Maxwell és mtsa 2004). Gyakoribb tovabba az
eléfordulasa olyan kérképekben, ahol a placentaszovet mennyisége nagyobb (Pridjian és
mtsa 2002), mint tobbes terhességekben illetve mola hydatidosa esetén. A méhlepény
pathologiai jelentdségét tovabb erdsiti, hogy a koérkép definitiv kezelése jelenleg

egyediil a terhesség befejezése €s a méhlepény maradéktalan eltavolitasa.

Fiziologids varanddssag sordn a plazmatérfogat nd, ezzel szemben a preeclampsias
terhes ndk plazmatérfogata a nem terhes allapotnak megfeleld szint kornyékén marad.
Mig a keringd térfogat akéar 30— 40%-kal csokken, az interstitialis folyadék mennyisége
jelentésen megnd. Preeclampsiaban az intravascularis térfogat csokkenésének mértéke
egyenesen aranyos a korkép stlyossadgaval. A fentiek miatt a preeclampsias ndk joval
hajlamosabbak az oedemaképzddésre, mint az egészséges varandosok. Ennek oka
egyrészt az endotélt ért karosodas €s a kovetkezményes transzszudacio, amit sulyosbit a
magas vérnyomas ¢€s az alacsony plazmaonkotikus nyomds. A plazmatérfogat
novelésére iranyuld folyadék- és elektrolitkezelés preeclampsidban nem javasolt, csak
tovabb noveli az interstitialis folyadék mennyiségét, mely tiiddoedema kialakulasaval

fenyegethet. (Pridjian és mtsa 2002)

Az intakt endotélium vérnyomast szabalyoz6 és antitrombotikus hatdsa jol ismert, az
egyik leghatasosabb antikoagulans rendszer a szervezetben. Antikoagulans
(thrombomodulin, PGI2) és fibrinolitikus faktorokat (plazminogénaktivatorokat) termel,
mikdzben fizikailag is bevonatot képez az érfal belsd felszinén, ezzel gatolva a kiilsdbb,
prokoagulans rétegek aktivalodasat. Az endotéljétdl megfosztott érfal felszine aktivalja
a véralvadasi kaszkadot és hozza kotddnek a thrombocytak, thrombocytaaggregacid jon
l1étre. A kapillarisok szintjén a thrombocytaaggregatumok képzodése és a fibrinszalcsak
kialakulasa mikrocirkulacios zavart okoz. Sulyos preeclampsidban microangiopathids

haemolyticus anaemia alakulhat ki a jellemz6 eltérésekkel: anaemia, thrombocytopenia,
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LDH-emelkedés, schistocytdk a vérkenetben. A preeclampsids esetek 15-20%-4aban
jelentkezik thrombocytopenia, melynek mértéke jelzi a betegség sulyossagat.
Preeclampsidban a szérum endothelin-1 koncentracidja magasabb, mint fiziologias
terhességben, mely erés vazokonstriktor hatdsdnal fogva emeli a vérnyomast és igy
hozzajarul a betegség kialakulasdhoz. Az endothelin-1 szintje negativ korrelacidot mutat
a magzat sulyaval és a vérlemezkeszammal. Szérumkoncentracidja a terhesség utan a
fiziologias szintre tér vissza. Az endotélbdl szarmazo6 vasodilatativ €s antitrombotikus
hatastt prosztaciklin  (PGI2) ¢és a vazodilatitor NO  szintje csokken,
a thrombocytaeredetli tromboxan A2 (TXA2) szintje emelkedik. A preeclampsia
stlyossaganak elrehaladtaval csokken a PGI2 /TXA2 hanyados, ami vazokonstrikciot
eredményez és a thrombocytak fokozott aggregacids hajlamat okozza (Laufs és mtsai

1998).

Fiziologids terhességben a plazma reninaktivitdsa, angiotenzin II- ¢s
aldoszteronszintje emelkedett, ugyanakkor az angiotenzin Il-re adott valaszkészség és a
katecholaminok iranti érzékenység 1is csokkent. Preeclampsidban a RAS
komponenseinek szintje relative csokkent, ugyanakkor fokozott a vazopresszok
(katecholaminok, angiotenzin II) iranti érzékenység. Elettani terhességben a RAS
fontos szerepet jatszik a decidualizacioban, a spirdlis artéridk atalakuldsdban és a
kardiovaszkularis adaptacioban. (Pridjian és mtsa 2002, Craven és mtsai 1998).
Preeclampsids ndk mintaiban az angiotenzin II 1-es tipust receptorahoz k&t6dd agonista

antitestek (AT1-AA) magasabb szérumkoncentraciojat is igazoltak.

A hypertonia oka preeclampsiaban a sziv megndvekedett utoterhelése a fokozott
periférids vaszkularis rezisztencia miatt. Ilyen koriilmények kozott a sziv csak
afterloadot noveli a vasodilatativ hatasti faktorok kiesése (NO, PGI2 , VEGF), a
vazokonstriktor anyagok jelenléte (endothelin, TXA?2), illetve a vazokonstriktor hatasu
anyagokra (angiotenzin II, katecholaminok) val6 fokozott érzékenység (Reslan és mtsai
2010), valamint a mikroangiopatia (a kapillarisok lumenét obliteralo fibrin- és
thrombocytaaggregadtumok). A koérkép preklinikai fazisaban hiperdinamias keringési
allapot a jellemzd, melyet a tlinetes szakaszban magas periférids rezisztenciaji keringés

valt fel (Pridjian és mtsa 2002).

10
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1.4. A kétlépcsos modell

A preeclampsia klasszikus kétlépcsés modelljét (1. abra) Redman vezette be
1991-ben (Redman 1991). Az elégtelen placentaciot preeclampsiaban mar a XIX.
szazad végén leirtak. A preeclampsiat olyan terhességi hypertonianak tekintették, ami
proteinuriaval jar. Redman modelljének wjdonsaga az volt, hogy a terhesség soran
megjelend magas vérnyomast és proteinuriat nem primer oknak, hanem mésodlagosan
kialakul6 tiinetnek tekintette. Redman szerint a preeclampsia trofoblaszt eredetli. Az
elsd, placentalis stadiumot (preklinikai szakasz) a spirdlis artéridk elégtelensége okozza,
ami a placenta ischaemidjahoz vezet. Ez az elégtelen keringéssel rendelkezd placenta
olyan faktorokat juttat az anyai keringésbe, amelyek a masodik fazis (klinikai szakasz)

tiineteinek kialakulasaért felelosek. (Alasztics és mtsai, 2012)

11
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1991: Preeclampsia: a two stage placental disorder Drawn after paper by
How poor placentation leads to maternal endothelial dysfunction | Redman 1991

Poor placentation:
Abnormal development
of uteroplacental circulation

First half of pregnancy
Second half of pregnancy --"""_ﬁﬁ)oxic placer;t_a_:_"“‘~»-
Deportation of factors )
10 91: maternal clrcul_at!gg -

Maternal syndrome
*Hypertension
*Proteinuria
*Eclampsia

1. abra
A preeclampsia kétlépcsés modelljének eredeti valtozata

Az abra a (Staff 2019) abraja alapjan késziilt

A kétlépcsds modellt mar a kovetkezd évben modositotta Redman, és az elmult
harminc évben folyamatosan finomitottak rajta. A modell alapja valtozatlan, a
preeclampsia kétlépcsdés modellje a betegség kialakuldsat tovabbra is a korabbi két
szakaszra osztja: preklinikai szakaszra (a terhesség els6 20 hete) és klinikai szakaszra (a
20. gesztaciés hét utan) (Cudihy ¢és Lee 2009). A preeclampsia egy tobb
szervrendszert €rintd betegség, amelynek korélettani valtozasai mar joval a klinikai
tiinetek jelentkezése eldtt kialakulnak. A modell szerint a korélettani folyamatok eredete
az abnormalis implantacio és az elégtelen vérkeringéssel rendelkezd, hipoperfundalt
placenta (elsd szakasz). A koros placentabol a vérkeringésbe keriild faktorok okozzék az
anyaban kialakul6 klinikai szindromat, amelyet magas vérnyomas, fehérjevizelés,
oedema, trombofilia és majfunkcios eltérések jellemeznek (masodik szakasz) (Roberts

és Hubel 2009).

12
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Mar a huszadik szazad masodik felében igazolodott, hogy a preeclampsiahoz vezetd
egyik elsodleges korfolyamat az arteria uterina spiralis végagainak nem megfeleld
trofoblaszt invazidja. Az élettani terhességekben a placenta trofoblasztsejtjei mélyen
behatolnak a méh 4alloméanyaba és a spiralis artéridkat atalakitjdk (remodeling).
A folyamat soran az erek muszkularis rétege eltiinik és igy azok maximalisan dilatalt,
kis ellenallasti kapacitaserekké valtoznak (Lyall 2005). Ez az ¢lettani folyamat
trofoblaszttol fliggetlen és trofoblaszttol fliggd szakaszokra oszthatd. Az elsé valtozasok
a terhesség korai szakaszdban kovetkeznek be ¢és még fliggetlenek a
trofoblasztinvaziotol, az ereket koriilvevd renin-angiotenzin rendszer (RAS) helyi
aktivaciojan alapulnak (Morgan és mtsai 1998). Ujabb kutatisok szerint a decidualis
NK-sejtek (ANK) okozzdk a myocytak rétegének diszrupcidjat. A masodik szakaszban
az implantacié helyéhez kozeli ereket megkozelitik a trofoblasztsejtek, de kdzvetleniil
nem hatolnak be az érfalba. A harmadik szakaszban az erek faldban talalhato
simaizomsejtek helyét atveszik az infiltrald trofoblasztsejtek, ezaltal az artériak tovabbi
jelentds kaliberndvekedésen mennek at, médidjuk eltiinik, maximalis vazodilatacid jon
létre, atmérdjliik az eredeti tObbszordsét éri el. A harom szakasz egyiittes jelenléte
sziikséges ahhoz, hogy a placenta vérellatdsa megfeleld legyen (Smith és mtsai 2009). A
placenta vérkeringése preeclampsiaban az élettani értékhez képest jelentdsen alulmarad
a spiralis artériak elégtelen atalakuldsa miatt. Az érfalak médidja bizonyos fokban
megtartott marad és igy vazokonstrikcid johet létre. Preeclampsia kovetkeztében
elhunyt nék boncolasa soran szamos patologiai elvaltozast leirtak. A kortlirt szoveti
nekrozisok, infarktusok, bevérzés €s vizenyd mellett a placentdn szdmos anémias ¢€s
hemorragias infarktust, a kis arterioldkban fibrinoid nekrézist €s habos citoplazmaja
makrofagok jelenlétét (Morgan és mtsai 1998) igazoltdk. A fentieken tul a lepény korai
Oregedését, a bolyhok kotdszovetes atalakulasat és a bazalis membran megvastagodasat
észlelték (Young és mtsai 2010). A koros vaszkularis remodelling lehet a magyardzata
annak is, hogy a korkép gyakrabban alakul ki extrém fiatal, tizenéves varanddsok
korében, feltételezetten a méh érhalozatdnak viszonylagos fejletlensége miatt, illetve
tobbes terhesség vagy mola hydatidosa esetén a méhfal fokozott mértékii fesziilésének

kovetkeztében (Young és mtsai 2010).
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A lepényi perfuzidés zavar ¢és a kialakulé anyai szindroma kozott szamos
Osszekapcsold elemet feltételeznek. Ezeket korabban ,toxinoknak™ nevezték. Ma
bizonyitékok vannak arra, hogy az oxidativ stressz, citokinek, antiangiogenetikus
faktorok (Powers és mtsai 2010), szinciciotrophoblast-mikropartikulumok és az
intervillosus térben aktivalt leukocytak lehetnek a hianyz6 lancszemek (Redman és

Sargent 2005, Alasztics és mtsai, 2012).

A szinciciotrofoblaszt mikrofragmentumok (STBM) egészséges terhes nok
plazmajaban is jelen vannak. Az STMB lényegében a placenta felszinérdl exfolidlodott
apoptotikus  és nekrotikus tormelék. Preeclampsidban az STBM emelkedett
plazmaszintje mérheté (Knight és mtsai 1998). Igazolodott, hogy a STBM-ok direkt
modon is képesek karositani az endotéliumot, valamint az anyai immunrendszer
proinflammatorikus irdnyu eltolodasat segitik eld. (Redman ¢és mtsai 2003).
Feltételezhet6, hogy az anyai vérkeringésben olyan anyagok vannak jelen, melyek a
szinciciotrofoblaszt réteg fokozott apoptozisaval allhatnak Osszefliggésben (Ishihara és

mtsai 2002).

Az angiogenetikus faktorok kozil a sVEGFR vagy madasik nevén sFLT-1
(soluble Fms-like tyrosine kinase) az utdbbi idészak egyik legélénkebben kutatott
molekulaja preeclampsiaban. A VEGF és receptora az embrionalis fejlddés folyaman
mar méhen beliili allapotban is nélkiilozhetetlen, fontos szerepet tolt be a placenta
angiogenezisében és a magzat fejlédésében. A human placenta a VEGF-csalad tobb
elemét termeli (VEGF-A, VEGF-B, PIGF). A VEGF aktivédlja az Akt kinazt, ami
foszforilalja az eNOS Serl177-et. A foszforildcid6 kovetkeztében kialakuldé NOS
aktivitds fokozodas kovetkeztében a vérnyomas csokken (Sandrim és mtsai 2008).
Fiziologias terhességet kihordott nék és stlyos preeclampsiaban szenved$ gravidak
placenta biopszids mintdinak immunhisztokémiai vizsgalata soran a preeclampsias
terhes nok eseteiben a VEGF ¢és a VEGF-receptor (VEGFR, Flt-1) gyengébb, a
VEGFR-1 membranhoz nem kot6tt alternativ hasitasi terméke, az sFlt-1/sSVEGFR-1
erdsebb festddését igazoltak (Zhou és mtsai 2002) Az sVEGFR-1 (SFlt-1) preeclampsias
nék méhlepényében a fizioldgidshoz képest tehat nagyobb mennyiségben termelddik, az
érintett anyak periférids vérkeringésében az egészséges kontrollokhoz viszonyitva

magasabb koncentracioban mérhetd. Az VEGFR-1 a VEGF A és B alcsoportjat,
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valamint a PIGF-et egyarant megkéti és igy endogén inhibitorként funkcionalva

csokkenti biologiai hatékonysagukat, ezaltal endotél diszfunkciot eredményez.

Az oxidativ stressz az egyik legfontosabb eleme a preeclampsia kétlépcsos
modelljében a két szakasz kdzotti kapcsolatnak. A szabad gyokok élettani koriilmények
kozott maésodlagos hirvive funkciéval birnak a sejtek miikddését szabalyozo
intracellularis jelatviteli rendszerekben. Magasabb koncentracidban azonban Kkart
tehetnek a legtobb bioldgiai molekuldban, ami funkcidvesztéshez vagy sejthalalhoz
vezethet. Az emberi szervezet allandéan ki van téve a reaktiv oxigéngyokok
tamadasanak, melynek ellensulyozasara Osszetett antioxidans-rendszerek jottek Iétre.
(Burton ¢és mtsai 2011). A fetomaternalis hatarfeliileten koraterhességtdl jelentkezd
oxidativ stressz fontos ¢élettani szerepet tolt be a  placenta  normalis
fejlédésében. Ugyanakkor az oxidativ stressz meghatarozé korélettani tényezo is tobb
terhességi korképben: spontdn vetélésben, preeclampsiaban, méhen beliili sorvadasban

(IUGR) ¢és a korai burokrepedésben. (Burton és mtsai 2011).

A placentabol felszabaduld proinflammatorikus anyagok kovetkeztében tehat
fiziologias terhességben is felerésodik az oxidativ stressz, amit a nem terhes allapothoz
képest magasabb oxidalt LDL-, malondialdehid- és 4-hidroxinonenal-szint jelez.
Preeclampsia esetében az oxidativ stressz még fokozottabban jelentkezik, a korképben
szenved6 varandosok szérumdban a proinflammatorikus citokinek, kemokinek, adhézids
molekuldk koncentracioja jelentésen magasabbnak bizonyult. (Molvarec és mtsai 2012)
A baktericid hatast granulocytaeredeti mieloperoxidaz (MPO) vérben és placentdban
mért aktivitasat is szignifikdnsan magasabbnak talaltdk preeclampsidban. Az enzim altal
termelt szabad gyokok kozvetleniil hatastalanitjdk a nitrogén-monoxidot, és
hozzajarulnak az oxLDL képzddéséhez (Gandley ¢és mtsai 2008). Az irregularis
véraramlas (ischaemia-reperfuzid) eredményeként fokozdodik a placentaban az oxidativ
stressz €s a ROS képzddése, ami a placentan athaladd6 monocytakat és makrofagokat
aktivalja. Az oxidativ stressz ugynevezett feed-forward mechanizmusaival egy 6nmagat
fenntarto és Ongerjeszté folyamat. (Alasztics és mtsai, 2012) Az oxidativ stressz
fokozza az inflammatorikus citokinek, antiangiogenetikus faktorok és trofoblaszt-
mikropartikulumok keletkezését, amelyek a szisztémds keringésbe jutva az egész

szervezet oxidativ stresszének fokozodasaért felelosek (Redman 1991). A placentabdl
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az anyai keringésbe jut6 faktorok az endotéldiszfunkcion keresztiil valtjak ki a

szisztémas tiineteket (Roberts és Hubel 2009).

Szamos  akutfazis-fehérje szintjének emelkedését is  kimutattdk: CRP,
angiotenzinogén, fibrinogén, plazminogén, komplement C3, o-1-antitripszin,
coruloplazmin, szolubilis foszfolipaz A2, a-1-acidikus glikoprotein. Ezzel szemben a
negativ akutfazis-fehérje albumin plazmaszintjét preeclampsiaban csokkentnek talaltak.
(Redman ¢s mtsa 2009) Ismert, hogy obes betegekben a zsirszovet proinflammatorikus
hatdsa miatt a gyulladasos reakciok felerdsodhetnek. A zsirsejtek TNF-a-t, IL-6-ot és
PAI-1-et szekretadlnak és a leptin f6 forrasai. A leptin gyulladdsos reakciot képes
indukalni illetve fokozhatja azt. A TNF-a inzulinrezisztenciat okoz, gatolja a
lipidszintézist és fokozza a lipolizist, ami a szabad zsirsavak (FFA) felszabadulasdhoz
vezet. Preeclampsias ndk vérében emelkedett FFA szintet taldltak az egészséges
terhesek értékeihez képest. Az FFA szintje élettani terhességben is jellegzetesen
emelkedik, szerepet jatszik a magzat tipanyagellatasdban és fejlédésében (Villa és
mtsai, 2009) A szabad zsirsav a mitokondrium oxidativ foszforilacidjanak
szétkapcsoloszereként  viselkedhet, ezaltal fokozott reaktiv oxigéngyok (ROS)
termelését okozza. A szuperoxid a nitrogén-monoxidot azonnal peroxinitritté (ONOQO")
alakitja, ami csokkenti a NO-molekuldk bioldgiai hozzaférhetdségét. Az FFA gétolja az
Akt-ot, igy kozvetve az eNOS-t is. A magas FFA-szint miatt fokozottan keletkez6
ceramid csokkenti az eNOS transzkripcidjat és apoptotikus induktorként is miitkodhet

(Kukor és mtsa 2010).

Az els6 szakasz markerei jelzik az abnormalis placentaciot, azonban nem
specifikusak preeclampsiara. A koros arteria uterina Doppler-ultrahanglelettel
rendelkezd terhesek 50%-aban preeclampsia, korasziilés vagy intrauterin retardacid
alakul ki. A maésik 50%-ban a terhesség ¢lettani lefolyasu marad. A csokkent plazma
aszkorbat szint (oxidativ stressz), emelkedett aszimmetrikus dimetil-arginin (ADMA) és
angiotenzinreceptor-agonista antitest (AT1-AA) szintek mellett preeclampsia,
normotenziv IUGR ¢és élettani terhesség is kialakulhat. Ez aldtamasztja azt, hogy az
abnormalis placentacid €s a karosodott méhlepényi keringés (elsé szakasz) mellett az

anya alkati, genetikai, magatartasi és kdrnyezeti tényez0i is hozzdjarulnak a
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preeclampsia kialakulasahoz (Redman 1991, Roberts és Hubel 1999). Ezzel szemben a
normotenziv IUGR-ben nem talaltdk emelkedettnek az sVEGEF/sFlt, leptin és a
szinciciotrophoblast-mikropartikulumok szintjét, amelyek preeclampsiaban
bizonyitottan magasabbak, igy a preeclampsia tlineteinek (masodik szakasz)
kialakitasaban ezen molekuldknak kozvetlen jelentdségiik lehet 2. abra (Redman 1991,

Bramham 2016).

lehetséges utvonalak

4 nitrogén-monoxid oxidativ stressz
R o ¥ hem oxigenaz genetikai-
elso lepcso AT1-AA immunologiai-
¥ COMT kornyezeti faktorok

abnormalis elégtelen
placentacié spirdlis artéria
remodelling
, , . + sVEGFR/sEng
masodik lepcso ¥ cirkulalé VEGF/PIGF 1
placenta ischemia hibas placenta protein szerkezetek
| ismeretlenanyai faktorok
\ ¥ v + i ¥
Eroterur!a kapillaris zavar fe]f?f? ALFTS | aktivalt koaguléciés rendszer
st vezzeeléc;::enség tidésdéma zaF"/;Es;lg hepatikus infraktus trombocitopenia

2. abra

A preeclampsia pathomechanizmusdnak kétlépcsos modellje

AT1-AA: angiotenzin receptor 1 autoantitestek; COMT: katekol-O- metiltranszferaz;
PIGF1: placental growth factor 1; PRES: posterior reversible encephalopathy syndrome;
sEng: soluble endoglin; sSVEGFR1: soluble vascular endothelial growth factor receptor
1; VEGF: vascular endothelial growth factor. Az dbra (Bramham 2016) képe alapjan
késziilt.
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Az eredeti kétlépcsds modell nem foglalta magaba az anyai kockazati tényezoket. A
2019-ben frissitett modell (Staff 2019) mar szdmitasba veszi ezeket is (3. 4bra). A
frissitett modell lehetséges magyardzatot kindl arra, hogy az anyai kockéazati tényezok
hogyan vezethetnek rendellenes uteroplacentalis keringéshez a terhesség késoi
szakaszaban is. A modositott modell szerint a késdi preeclampsia hatterében nem a
terhesség korai szakaszaban korosan végbemend placentacid, a kéros remodelling all,
hanem olyankor jelentkezhet, amikor a méhlepény annyira talnévi a méh kapacitasat,
hogy a bolyhok mechanikus kompresszio ala keriilnek, perfazidjuk romlik és végséd
soron ez vezet a szinciciotrofoblasztok hypoxidjdhoz. Ez a ’stressz” a korai
preeclampsidban leirt folyamatokhoz hasonléan eredményezi a jellemzd6 tiinetek
megjelenését. Hasonld folyamatok zajlanak le példaul tobbes terhességben illetve

terminustullépés esetén is.
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Dysfunctional local uterine Matemalfactors 2019: Revised 2-stage preeclampsia model,
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3. dbra
A 2019-ben maodositott kétlépcsis modell

Az el6z6 modellekhez képest figyelembe veszi az anyai kockazati tényezdket is.
(talsuly, primiparitas, 40 év feletti kor, pregesztacids diabetes mellitus, vesebetegség,
autoimmun betegségek, mint a szisztémas lupus erythematosus és az antifoszfolipid
szindroma, afrikai rassz, preeclampsia korabbi terhességnél és/vagy testvérnél/anyéanal,
hypertonia (Egeland és mtsai 2016). A kockazati tényez6k erdsithetik is egymast. A
talsuly (BMI > 28) egyenesen ardnyos a preeclampsia kockdzatdval, hypertoniat
okozhat, noveli a diabetes mellitus el6fordulasat. Ez a modell magyardzza a korai és
késoi preeclampsiat is. Az ,,A” Ut a spiralis artéridk elégtelen atalakuldsara és elégtelen
placentaciora, a ,,B” ut elégtelen, pl. hypoxia miatt kialakuldé csokkent placenta
kapacitasra, a ,,C” Gtvonal a placenta tulzott 6regedésére vezethetd vissza. A harom Ut
mindegyike trofoblaszt stresszt okoz, ami a masodik lépcsé, a klinikai tiinetek
megjelenését  eredményezi. FGR  fetalis  ndvekedési  retardacio, STB
syncytiotrophoblast. Az abra a (Staff 2019) abréja.
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1.5. Genetikai hattér

Alapvetd, régi megfigyelés a preeclampsia csaladi halmozodasa, ami egyes
polimorfizmusok ¢és a preeclampsia kapcsolatara hivja fel a figyelmet (Cudihy €és Lee
2009). Az ugynevezett kandidans géneket a patogenezisben betoltott lehetséges
szerepiik alapjan, illetve populacidogenetikai sziiréssel valasztjdk ki. Az V. faktor
Leiden-mutacidja (thrombophilia), az angiotenzinogén M235T variansa (fokozott
expresszioja), az eNOS Glu298Asp mutacidja vagy D7S505 mikroszatellita
amplifikacidja (funkcidocsokkenéssel jar), a metilén-tetrahidrofolatreduktdz (MTHFR)
C667T polimorfizmusa (hyperhomocysteinaemiat okoz), az epoxid-hidrolaz Tyrl13His
mutacidja (a szabad gyokok és lipidperoxidacios termékek detoxikald enzimének
funkciocsokkenéséhez vezet) mind ismert (Pridjian és Puschett 2002). Az eNOS a

vérnyomas szabalyozadsdban és a placenta kialakuldsdban betoltott szerepe miatt szintén

------

.....

hovatartozastol is. Az asszocidcid kaukdzusi és kevert csoportokban figyelheté meg,
mig afrikai és azsiai csoportokban nem (Abbasi és mtsai 2020).

Magyarorszagi kutatasi eredmények is igazoltdk a genetikai prediszpozicid
szerepét a preeclampsia kialakuldsdban. A Leiden-mutacid eléforduldsa az egészséges,
nem terhesek kozott 5%, az egészséges terhesek kozott 7%, a preeclampsids terhesek
kozott  17% volt (Nagy és mtsai 1998).

Egy masik hazai tanulmanyban apreeclampsiasok csoportjaban az V. faktor Leiden-
viszonyitva (18,33% vs. 2,97%) (Rigd és mtsai 2000). Erdekes, hogy preeclampsia ellen
védd polimorfizmust azonositottak a VEGF génben (VEGF(+405)G). Ugyanebben a
tanulmanyban azt tapasztaltak, hogy egy masik VEGF polimorfizmus (VEGF (-2578)A)
modosithatja a preeclampsia progresszidjat (Banyasz és mtsai 2006). Az apoptotikus
szignéltranszdukcidoban résztvevd Fas gén (TNFRSF6) -670 A/G polimorfizmusanak
vizsgalatanak ~ eredménye az volt, hogy a terhesség 37. hete el6tt kialakulod
preeclampsias betegekben a homozigota -670 GG tipus gyakoribb, mig a normotenziv

kontroll csoportban a -670 AA homozigotak gyakorisaga volt magasabb.
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A G-polimorfizmus jelenléte a Fas csokkent expresszidjat eredményezi. Az intrauterin
retardacio szintén Osszefiiggésben all a -670 GG homozigdtasaggal (Sziller és mtsai
2005). Egy olasz vizsgalat a TNFRSF6 -670 G allél kapcsolatat igazolta
preeclampsiaval (Ciarmela ¢és mtsai 2010). Hazai kutatdsban a Hsp70 egyes
polimorfizmusainak lehetséges kapcsolatat vizsgaltak a korképpel. Eredményeik
alapjan preeclampsiaban gyakoribb a Hsp70 HSPA1B (1267)GG és HSPAI1L (2437)CC

genotipusok el6fordulasa (Fekete és mtsai 2006, Alasztics és mtsai, 2012).

1.6. A preeclampsia immunoldgiai vonatkozasai

A magzat az anya szdmara félig ’idegen’, hiszen félig anyai és félig apai eredetii
antigéneket hordoz, az anya szervezete fiziogids esetben mégsem indit a terhesség ellen
kilokodési reakciot. A magzattal szembeni anyai immuntolerancia kifejlédése
érdekében sziikségszeri, hogy a terhesség soran megvaltozzon az anyai immunrendszer
mikodése (Aagaard és mtsai 2006). A terhességet megvédi az immuneredetii
kilokoddeéstol a trophoblastsejtek csokkent MHC I-expresszidja, mely elrejti a placentat
az anya immunrendszere el6l (Davies 2007). A HLA-fehérjék egyedi konstellacidja
expresszalodik a trofoblasztsejtek felszinén (HLA-C, HLA-G és HLA-E), ami aktiv
védelmet biztosit az immuntamadas ellen (James és mtsai, 2010). A HLA-G csokkenti
a citotoxikus T-sejtek és NK-sejtek lizist okozo hatasat (Hofmeister és mtsa, 2003).
A decidua leukocytainak koriilbeliil 70%-a dNK-sejt. A decidualis NK-sejtek (dNK)
jelentdsen kiillonboznek a keringd NK sejtektdl, nem jellemzd rajuk a citotoxikus
aktivitds. Fontos szerepet jatszanak a decidualizdcioban és a terhesség sikeres
kialakulasaban. Eldsegitik a spirdlis artéridk atalakitasat, a trofoblasztmigraciot, az

immuntolerancia 1étrejottét, VEGF-et, PIGF-et és angiopoetin2-t termelnek.

Az immunologiai tényezok szerepét veti fel a patogenezisben, hogy a preeclampsia
primipardkban tizszer gyakoribb, mint tobbedszer sziildkben, tovabba gyakrabban
jelentkezik mola hydatidosa esetén, kollagénbetegségben szenveddknél és tobbes
terhességben; illetve, ha tobbedik terhesség 0j apatol fogan, vagy, ha a varanddssag
heterolég inszeminacié utjan jott 1étre. A korkép incidencidja magasabb

immunszuppressziv terapidban részesiilo terhesek korében is (English és mtsai, 2015) .
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1.7. A vese érintettsége

Fiziologias terhességben a vese véraramldsa és a GFR is emelkedett a nem
terhes allapothoz képest. Ezzel szemben preeclampsidban a veseperfuzié és a GFR
csOkkenését irtak le. A hugysav clearance-e csokken, a tubularis reabszorpcidja nd, és a
vérben taldlhaté koncentracidja magasabb lesz. A szérum hugysavszint emelkedése
(>350 umol/l) egyenesen aranyos az intravascularis volumendeplécioval €s a betegség
sulyossagaval (Pridjian 2002). A preeclampsidban észlelt altalanos periférids perfiziods
zavar az elsdk kozott érinti az ischaemiara érzékeny veséket. Preeclampsiaban az
antiangiogenetikus faktorok talsulya a veseglomerulus barrierjének karosodasat okozza.
Karosodik a glomerulus endotélje és a podocytdk kozotti 6sszehangolt miikddés, nem
szelektiv proteinuria 1€p fel. Mivel a fehérjevizelés csak a betegség kés6bbi szakaszaban
jelentkezik, a hypertonia jelentkezhet 6nmagaban, proteinuria nélkiil is (Cornelis 2011).
A fokozott oedemahajlam részben a csokkent glomerularis filtracid melletti fokozott
viz- és natriumreabszorpcio miatt alakul ki. A preeclampsia hajlamosit a terhesség utani
kronikus vesebetegségre, melynek oka a terhesség alatt kialakuld endothel kdrosodas

lehet (4. abra) (Kattah 2018).
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4. dabra

A preeclampsia és a kronikus vesebetegség lehetséges kapcsolata.

A preeclampsia szisztémds endothel rendellenesség, amely a vesében proteinuria
formajaban nyilvanul meg. A preeclampsia endotheliosist és podocyturiat is kivalthat.
Ezek a sériilési mechanizmusok karosithatjak a vesefunkcidkat és csokkenthetik a
nefron tomegét. Albuminuria alakulhat ki, és az érintett terhesség utan kronikus

vesebetegséghez vezethet. A (Kattah 2018) hivatkozas valtoztatas nélkiil atvett abraja.
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1.8. A maj érintettsége

Stlyos preeclampsidban a hipoperfuzidés hepatocytakarosodas kovetkeztében
gyakran emelkedettek a majenzimértékek (GOT, GPT, LDH). A m4dj parenchymaja
oedemara hajlamossa valik. Az intrahepaticus nyomasfokozodas és a Glisson-tok
fesziilése miatt epigastrialis  f4jdalom  jelentkezhet. Ritka  komplikaci6 a
subcapsularis majhaematoma, amely altaldban thrombocytopenia mellett alakul ki.
Spontan rupturaja rendkiviill rossz prognézist. Szovettani vizsgalattal fokalis vérzések
¢és nekrozisok lathatdak (5. abra) (Park és mtsai 2017, Roberts és mtsai 1999).

\

7

5. dbra

Preeclampsids mdj rupturdja

A maj jobb oldali lebenyének rupturgja (A, B). A parenchyma nem mutatott specifikus

rendellenességet (C). A szovettani képen a mdj multifokalis nekrozisa figyelhetd meg
(D).

Az é4bra a (Park és mtsai 2017) kozlemény valtoztatas nélkiil atvett abraja.
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1.9. HELLP-szindroma

Az ISSHP 2018-as ajanlasa szerint a HELLP-szindroma a preeclampsia egyik — igen
sulyos- manifesztacioja, mely a varandossagok 2-8 ezrelékében jelentkezik. A korképet
1982-ben irta le Louis Weinstein. Neve egy betiiszo, a jellemz0 eltérések kezddbetiiinek
Osszeolvasasabol: hemolizis (hemolysis), emelkedett majenzim szint (elevated liver
enzyme levels) és alacsony vérlemezke szam (low platelet count) jellemzi a koérképet.
(Dusse ¢és mtsai 2015). Az esetek 10-20%-aban hianyozhat a hypertonia €s proteinuria.
A betegek tobb mint 50%-aban nagyfokt stlygyarapodas (latens oedema) vagy
generalizalt oedema alakul ki (Sibai 2004). A hemolizis oka a karosodott endotéllel
boritott kapillarisokon athalad6 vorosvértestek fragmentalddasa, amit mikroangiopatias
hemolitikus ~ anaemianak neveziink. A  periféridas  vérkenetben  toredezett
vorosvértestdarabok (fragmentocytak vagy schistocytak) és kontrahalt, spiculumokkal
rendelkezd vorosvértestek — (Burr-sejtek  vagy  echinocytdk)  lathatoak. A
periférias vérkenet lelete jellemzé MAHA-ra. A laboratériumi eredményekben a
hemoglobinszint csokkenése, szérum-LDH-aktivitas emelkedése,
indirekt hyperbilirubinaemia lathato. A csontvel6i kompenzacié kovetkeztében
reticulocytosis alakul ki. A haptoglobin plazmaszintjének csokkenése (vagy eltiinése) a
hemolizis korai, érzékeny és specifikus mutatoja (Haram és mtsai 2009). Az LDH
emelkedése egyiittesen utal a majérintettségre és a hemolizisre, a transzamindzok
emelkedett aktivitasa (GOT, GPT) specifikusabban utal a méjsejtek karosodara. A
legspecifikusabb eredményt a plazma-glutation-S-transzferaz aktivitasa adja, azonban
ez a rutindiagnosztikdban még nem terjedt el. A 100 G/I alatti thrombocytopenia
viszonylag ritka gesztacios thrombocytopenidban és preeclampsidban, gyakori viszont
ITP-ben ¢és HELLP-szindromdban. A HELLP szindréma sulyossagat a

thrombocytaszam-csokkenés alapjan allapitjuk meg (Mississippi beosztas).

1.10. Eclampsia

Az eclampsia (gorogiil: villamlas) a preeclampsia talajan kialakuld, tonusos-
clonusos gorcsroham. Eszméletvesztéssel jard allapot, mely a terhesség akut, életet

veszélyeztetd komplikacidja. El6fordulasa 0,05 % az Osszes varandds nd korében
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(Douglas és Redman 1994). A stlyos preeclampsias esetek koriilbeliil 5%-aban alakul

ki (Paulin és Pajor 2009). Az esetek 25%-aban a sziilés el6tt, 50%-aban a sziilés alatt,
25%-aban a sziilés utan 1ép fel (Ross http://emedicine.medscape.com/article/253960-
overview). Konvulziv allapot, postictalis neuroldgiai tiinetek, kéma jellemzi. A korkép
kialakuldsa nem kothetd megel6z0 neuroldgiai, organikus agyi kérosodashoz. Az
ismétl6dé rohamokat status eclampticusnak nevezziik. A konvulzidk és neurologiai
tiinetek kialakulasaért a hipertenziv encephalopathiat, az agyi regionalis vazospazmust,
petechidas vérzéseket ¢és agyoedemat teszik felelossé (Banyasz és mtsai 2006).
Hipertenziv encephalopathiaban a koponya MR-vizsgalatakor az occipitalis lebeny
fokalis oedemdja (T2-jelintenzitas-fokozodas) figyelheté meg, a klinikai-radioldgiai
kép posterior reverzibilis encephalopathia szindromanak felel meg. Az eclampsia
kialakuldsat a fenyegetd eclampsia tlinetei elézik meg. A tenzidkiugrds, hanyinger,
hanyaés, epigastrialis fajdalom mellett a neuroldgiai tiinetek (lataszavar, szikralatas,
corticalis vaksag, hiperreflexia, fejfajas) alkothatjak a prodroma jeleit. Az eclampsias
roham négy stddiumbol all. Az elsd szakasz az invazid, melyben a szdj koriili izmok
rangatozasa figyelhetd meg. A masodik szakaszban a véazizomzatban tonusos
kontrakciok jelentkeznek, ez koriilbelil 15-20 masodpercig tart. A harmadik
szakaszban erdteljes akaratlan i1zomrangasok jelentkeznek, a beteg a nyelvét
elharaphatja, a szajban habgomba jelenik meg, 1égzése ledll, cianotikussa valik (kb. egy
perc). A negyedik stddium valtoz6 idétartamu, reverzibilis koma. A beteg a kdmabol
valo felébredés utan amnézias az eseményekre, atmeneti vaksag is felléphet (Chesley
1971). Az eclampsia anyai halalozasa az Egyesiilt Kiralysagbeli adatok alapjan 1,8%, és
a talelok 35%-aban sulyos komplikacidk Iéptek fel. A halvasziiletés 2.2%, a neonatalis

halalozas 3,4% volt (Nagy és mtsai 1998).

1.11. Posztembrionalis és kés6i anyai szovodmények

A preeclampsia legsulyosabb formai illetve szovddményei a HELLP-szindréma, az
eclampsia, a lepénylevalds (abruptio placentae), a DIC és a tiiddodéma. A fenti akut
szOvodményeken tul a korképnek hosszutavi kedvezdtlen kovetkezményei is lehetnek.
Mind az Ujsziilott, mind az anya esetében eldfordulhat tartdos egészségkarosodas
(neuroldgiai-, mentalis- ¢€és szemészeti problémak, késdi kardiovaszkularis és

metabolikus eltérések). Tekintettel arra, hogy a preeclampsia egy viszonylag gyakori
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korkép, a szovédményei nemcsak a csalad, hanem a tarsadalom egésze szdmara is
jelentés terhet jelenthetnek, mind pszichés, mind anyagi téren (Black 2007). A
neonatologia jelentds fejlodésének ellenére a korasziilottség kovetkezményei tovabbra is
sulyosak. A rendkiviil korasziilott gyermekek kozel 6tode 18 honapos korban cerebralis
bénulasban szenved, tizediik hallas- és/vagy lataskarosodott (Powers és mtsai 2010). A
korasziilottség kdvetkezményei felndttkorban is fennmaradnak, a talélék csaknem 40%-
a 18 éves korban rokkant, valamilyen fogyatékkal él. Az oktatds €s az orvosi ellatas
sulyos pénziigyi koltségeket jelentenek. Ez Nagy-Brittaniaban kb. 95000 font 18 éves
korig rendkiviil korasziilott gyermek esetében. Ha a terhesség vége kitolodik 28-33
hétre, a koltségek jelentosen csokkennek, kb. 30000 fonttal kell szdmolni (Mangham és
mtsai 2009).

Célszerti a preeclampsias nék nyomonkovetése a terhesség utan is, hiszen esetiikben
a kardiovaszkularis rizikd mellett a metabolikus szindroma rizikoja és a diabetes rizikod
is fokozott. A sulyos preeclampsia a 2. tipusu diabetes kockéazatat 3,68-szorasra noveli
(Lykke és mtsai 2009). 14 évvel preeclampsia utdn a kronikus hypertonia eléfordulasa
3,7-szeresre n6 (Bellamy ¢és mtsai 2007). A kronikus kardiovaszkularis betegségek
kockazata 11 évvel preeclampsiat kovetden kb. kétszeresére novekszik [Bellamy és
mtsai 2007). A stroke kockdzata gyakorlatilag megegyezik a kronikus kardiovaszkularis
betegségekével (McDonald és mtsai 2008). A vese is érintett maradhat. A végstadiumu
veseelégtelenség kockazata egy preeclampsias terhesség esetén 4,7- szeresre novekszik,
2-3 preeclampsids terhességet kovetden a kockazat még magasabb, 15,5-sz0rdsre nd

(Vikse és mtsai 2008).

1.12. Sziirés, elorejelzés, prevencio

Egy londoni munkacsoport a kozelmultban kidolgozott egy algoritmust a
preeclampsia sziirésére/elorejelzésére. A modszer az anyai anamnesztikus adatok, anyai
vérnyomas (k6zépnyomads), az arteria uterina pulzatilitasi indexe, a szérum PAPP-A és a
PIGF szintek felhasznaldsaval emeli ki a preeclampsia szempontjabdl rizikos

varandosokat. (Rolnik és mtsai, 2017; O'Gorman és mtsai, 2016).

A terhesség utolsd6 két honapjdban a normal terhességet viseld gravidak
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keringésében az sVEGFR-1 plazmaszintje szignifikdnsan emelkedett és a PIGF
plazmaszintje szignifikdnsan csokkent. Azon terhes ndk korében, akiknél késobb
preeclampsia fejlodott ki, a plazmaszint valtozasai korabban kovetkeztek be és joval
kifejezettebbek voltak. A sVEGFR-1(sFlt-1) plazmaszintjének emelkedése és a PIGF
szintjének csokkenése atlagosan 2-5 héttel megel6zi a preeclampsia tlineteinek els6
megjelenését. (Chaiworapongsa és mtsai, 2005) Egy tanulmany alapjan mar igen koran,
a terhesség elso felében, a 13-16. terhességi hét kozott szignifikansan alacsonyabb volt a
PIGF plazmaszintje azon varandos nok vérkeringésében, akiknél késobb preeclampsia
fejlodott ki. A patologias €s fizioldgias terhességet viseld varanddsok PIGF-értékei
kozott a legnagyobb kiilonbség kozvetleniil a betegség kialakuldsa elotti idészakban
mutatkozott, parhuzamosan a késébbiekben preeclampsids terhesek esetében a
SVEGFR-1 plazmaszintjének emelkedésével. Kifejezettebb volt a kiilonbség stlyos,
korai kezdetii és méhen beliili novekedési retardacidval szovodott preeclampsia esetén.
(Levine és mtsai, 2004). Mindezek alapjan igéretes modszer lehet a preeclampsia
elorejelzésére a  SFIt-1(SVEGFR-1)/PIGF  hanyados meghatarozasa, melynek
hatékonysdga fokozhatd tovabbi tényezOk mérésével (szolubilis endoglin, PAPP-A,
ADMA, placentalis protein-13, AT1-AA, inhibin A) (Block és mtsa, 2010).

Szamos, a preeclampsia megeldzésének lehetdségeit vizsgald tanulmany
sziiletett, ezek kozott jol felépitett, nagyméretli, véletlenszeri kivéalasztast alkalmazo
vizsgalatok is voltak, az eredményeket metaanalizisek is feldolgoztdk (Knuist és mtsai
1998, Churchill és mtsai 2007, Hofmeyr és mtsai 2014, Dodd és mtsai 2010, Bujold ¢és
mtsai 2010, Rodger és mtsai 2014, Pulido és mtsai 2016). Az adatok szerint
Osszességében elmondhato, hogy egyértelmiien hatékony moddszer jelenleg nincs a
preeclampsia megeldzésére.

A prevencids terapiara hasznalt és esetleg hasznalhatd gyogyszerek

hatdsmechanizmusét preeclampsiaban a 6. abra foglalja ssze.
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Preeclampsidara jellemzd patologias valtozdasok és a prevenciora javasolt gyogyszerek
hatdsai

ASA aszpirin, COX ciklooxigenaz, sFlt soluble fms-like tyrosine kinase 1 (SVEGFR-1),
sEng szolubilis endoglin, PIGF placentalis novekedési faktor , VEGF vaszkularis
endotelialis novekedési faktor, TXA2 tromboxan A2, PGI2 prosztaciklin. (Ma'ayeh és
mtsai 2020) kézlemény modositas nélkiil atvett abréja.

Preeclampsiaban emelkedik az sFIt-1(SVEGFR-1) és a szolubilis endoglin
(sEng) szintje, amik anyai vasoconstriciot €s hypertensiot okoznak. Az emelkedett sFlt-
1 és sEng szintek €s a placentalis ischemia csokkentheti a PIGF és VEGF szintet, ami

szintén jellemz6 a preeclampsias betegekre.
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A gyulladasra adott valaszként preeclampsiaban aktivalodik a ciklooxigenaz (COX),
ami a TxA2 szint emelkedését és az endotelidlis sejtek prosztaciklin  (PGI2)
termelésének csokkenését eredményezi (Walsh 2004). Az aszpirin a COX - mar
tankonyvekben is példaként szerepld - irreverzibilis gatloszere (Adam és mtsai 2006),
igy thrombocyta- és gyulladasgatld hatast fejt ki. Az arachidonsavnak mind TxA2-na,
mind PGI2-né torténé atalakulasat akadalyozza. A PGI2 a TxA2-vel ellentétben gyorsan
potlodik, igy az aszpirin a korosan megemelkedett TxA2 szintet fogja csokkenteni. Az
aszpirin nemszelektiv COX gatlo, igy a COX-1 gatlasan keresztiil a hypoxia altal
kivaltott sFIt-1 overexpressziot is mérsékli, ezzel is erdsitve prevencids hatdsat
(Ma'ayeh ¢és Costantine 2020). Az aszpirin jelenleg az egyetlen preeclampsia
megeldzésére javasolt gydgyszer. Tobb, mint 40 éve hasznéljak prevencids céllal, napi
50-150 mg dozisokat alkalmazva. Szamos tanulmany szerint a prosztaglandin-
anyagcsere befolydsolasan keresztiil a kis dozisu aszpirin terdpia mérsékelten képes
csokkenteni a preeclampsia kialakulasanak kockazatat (Pereira és mtsai 2006). Az
aszpirinnel végzett vizsgalatok nem minden esetben erdsitették meg jotékony hatasat.
Ez tobbek kozott annak koszonhetd, hogy eltérd kockazati csoportba tartozokat és
gesztacids korban 1évoket vontak be a tanulmanyokba (Roberge €s mtsai 2018), eltérd
dozisokat alkalmazva. A legfrissebb szisztematikus attekintések és metaanalizisek az
aszpirin preventiv tulajdonsdgat megerdsitik, €és azt mutatjak, hogy a legkedvezdbb
hatdsok akkor fordulnak eld, ha az aszpirinkezelés a terhesség 16. hete el6tt, optimalis
esetben a 12. hét eldtt kezdddik (Roberge és mtsai 2017, Mangham ¢és mtsai 2009,
Subtil és mtsai 2003).

A kozelmult egyik kutatasa volt a fent mar emlitett az ASPRE-study, melynek
kapcsan a hatékony elsé trimeszteri preeclampsia szlirdvizsgalati modszer kidolgozasa
mellett sor keriilt egy igen nagy esetszamu kettds vak vizsgalatra is, mely az aszpirin
preventiv hatasat vizsgalta preeclampsiaban. Eredményei alapjan a 12. héttél (11-14.
hét) megkezdett kis dozisu (150 mg este, szdjon at) aszpirin kezelés nagy rizikéja
varandosok esetében a korai (34. gesztacids hét eldtti) preeclampsia eléfordulasat 82%-
kal csokkentette a placebot szedd csoporthoz képest, mig a késoi (34. gesztacios hét

utani) preeclampsiara nem volt hatassal (Rolnik és mtsai, 2017).
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Jelenleg az U.S. Preventive Services Task Force (USPSTF) és az American College of
Obstetricians and Gynecologists (ACOG) abban az esetben javasolja az aszpirin
alkalmazasat, ha a terhes nd nagy kockdzati csoportba tartozik (kronikus hypertdnia,
pregesztacios diabetes mellitus, ikerterhesség, vesebetegség, autoimmun betegség)
(LeFevre 2014, Espinoza 2019). Nagyon fontos szempont, hogy az aszpirint
biztonsagosan lehet alkalmazni terhesség alatt és hossza idejii kovetéses vizsgalatok
szerint sem noveli az egészségiigyi problémak kockazatat (Henderson ¢és mtsai 2014,

LeFevre 2014).

Preeclampsidban az inzulinrezisztencia fokozddasa figyelhetdé meg. Felmeriilt,
hogy a II. tipust diabetes kezelésére hasznalt metformin (biguanid, dimetil-biguanid-
hidroklorid) akadalyozhatja a preeclampsia kialakuldsat. A metformin antidiabetikus,
inzulinérzékenyité hatasat a maj gliikkoneogenezisének kozvetlen és inzulinnal
kozvetitett gatlasdval, valamint a gastrointestinalis glikoz felszivédasanak
csokkentésével és a periférids szovetek gliikozfelvételének fokozasaval fejti ki (Foretz
¢s mtsai 2014). A metformin csokkenti az inzulinrezisztenciat, emellett javitja a sziv-
érrendszeri funkciokat és mérsékli a terhességi stlyndvekedést (Genest és mtsai 2012).
A metformin doézisfliggéen csokkenti a preeclampsidban megemelkedett sVEGFR-
1(sFlt-1) és sEng szinteket is. Ezekkel a hatasokkal ellensulyozni lehetne a placenta
(Brownfoot és mtsai 2016). A metforminnal végzett vizsgalatok valtozatos eredménnyel
zarultak. Egy metformin/placebo kezelést alkalmazo, talsulyos (BMI>35), nem
diabeteses terhes ndket vizsgald tanulmany a preeclampsia 75 %-0s csokkenésérdl
szamolt be (Syngelaki és mtsai 2016). Ezzel szemben egy nemrég elvégzett
metaanalizis, amiben szintén metformin/placebo kezeléseket elemeztek, nem mutatta ki,
hogy a metformin csokkentené a preeclampsia kockazatat (Alqudah és mtsai 2018). A
metformin hasznalatat akadalyozhatjak a gyakori mellékhatasok is. A betegek akar 25%
-anal atmeneti gyomor-bél tlinetek (émelygés, hanyds, hasmenés, fémes iz érzet)
jelenhetnek meg. A metformin hosszi tava alkalmazasa B12-vitamin hianyt
eredményezhet. Rendkiviil ritkan, de el6fordulhat sulyos laktatacidozis is (Lautatzis €s

mtsai 2013).
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Esomeprazollal végzett vizsgalatok kimutattdk, hogy gatolhatja a sVEGFR-
1(sFlt-1) és az sEng termel6dését, vazodilatalo hatast gyakorolhat, és csokkentheti az
endotél rendellenességeket. Ezek a hatasok az esomeprasol potencidlis szerepét vetették
fel a preeclampsia prevenciojaban. Az esomeprazol protonpumpa-gatlo, altalaban
gastro-oesophagealis reflux és peptikus fekély betegség kezelésére hasznaljak (Teng és
mtsai 2015). Az esomeprazol képes volt ellenstulyozni az allati modellekben kivaltott
SVEGFR-1(sFlt-1) talzott expressziobdl szarmazd preeclampsia tiineteket is (Saleh és
mtsai 2017, Onda és mtsai 2017). A preklinikai vizsgalatok soran a sSVEGFR-1(sFlt-1)
gatlo hatasa fokozodott, amikor a metformint adtak az esomeprazolhoz (Kaitu’u-Linu
2018). A jelenlegi adatok nem tdmasztjdk ald az esomeprazolhoz flizott reményeket.
Egy randomizalt (119 bevont f6), placebo-kontrollos vizsgalatban napi 40 mg
esomeprazol alkalmazéasa nem hosszabbitotta meg a terhességet, és nem csokkentette az
sFlt-1 szintet (Cluver és mtsai 2018). Ennek oka lehetett az alkalmazott esomeprazol
alacsony dozisa. A vizsgalatba bevont ndk emellett randomizalaskor 26-31 hetes
terhességi korban voltak, igy az esomeprazol prevencids hatdsahoz valdsziniileg nem
allt rendelkezésre elegendd id6. A megalapozott kovetkeztetések levonasdhoz tovabbi
vizsgalatokra van sziikség. Elsdsorban az esomeprazol magasabb do6zisanak
hatékonysagat és biztonsagossaganak értékelését kellene elvégezni a preeclampsia
kezelésében. A protonpumpa-gatlok altaldban nagyon biztonsagosak. A hasznalatukkal
jar6 karos hatasok altalaban inkabb a hosszu tavl fogyasztishoz kapcsolodnak. Ide
tartoznak az akut és kronikus vesebetegség, hypomagnezémia, a kozosségben szerzett
tiidégyulladas, csonttorések és Clostridium difficile fertdzések. A protonpumpa-gatlok
terhesség alatti alkalmazasa biztonsagos, nem kapcsolodnak hozzajuk teratogén hatasok,
nem novelik a vetélési kockdzatot és a korasziilés eléfordulasat (Pasternak és Hviid

2010, Gill és mtsai 2009).

Tobb szaz eset alapjan el6z6 placenta karosodas esetén alacsony molekulasalyt
heparin/LMWH (low-molecular-weight heparin) terapia javithatja a kovetkezd
terhesség kimenetelét (Dodd és mtsai 2010, Rodger és mtsai 2014).

A Ca szupplementacidt, mint lehetséges vérnyomascsokkentdt, intenziven
vizsgaltak. Tobb ezer esetet tanulmanyozva azt allapitottdk meg, hogy napi 2 gramm

Ca-nak védod hatdsa preeclampsia ellen alacsony Ca bevitelnél lehet (Hofmeyr és mtsai
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2014).

Az arginin szupplementacio (jellemzdéen napi 3 gramm) igéretesnek tlinik
prevencids célbol. Egy tobb szazas esetszamu vizsgalat eredményei alapjan nagy
kockazati noknél csokkentheti a preeclampsia el6forduldsat, novelheti a terhesség
idotartamat és a magzat sulyat. Az eredmények nem egyértelmiek, statisztikai
alatamasztasahoz még tovabbi vizsgalatokra lesz sziikség (Dorniak-Wall és mtsai 2014,

Pulido és mtsai 2016).

Az alacsony soOtartalmu diétanak (kb. 400 eset) és az antioxiddnsoknak (tobb
ezer esetszam) nincs kimutathat6 hatdsa (Knuist és mtsai 1998, Poston és mtsai 2006,
Rumbold ¢és mtsai 2006, Spinnato ¢és mtsai 2007, Villar és mtsai 2009).
Antidiuretikummal (7000 eset) elényds hatdst nem sikeriilt igazolni, a hanyinger ¢és

hanyas el6fordulasa viszont n6tt (Churchill és mtsai 2007).

Az omega3 zsirsavak jelenlétében a tromboxan A2 helyett a kevésbé aktiv
tromboxan A3 nagyobb koncentracidban képzdodik, mely gyengébb vazokonstriktiv
hatast eredményez. (Knapp ¢és mtsai 1986) Ennek okan felmeriilhet, hogy a
varandosoknak adott halolaj készitmények is csokkenthetik a korkép el6fordulasat. Egy
patkanyokon végzett kutatds sordn felvetddott, hogy az omega3 zsirsavak és az E
preeclampsia altipusaiban, ez a pozitiv hatds csak késdi1 preeclampsiaban igazolodott

(Vaishali és mtsai 2019).

1.13. A preeclampsia kezelése

A minden terhes nének rutinszerlien javasolt multivitamin ¢és folsav kiegészitésben,
valamint a masodik trimesztertdl alkalmazott vaspotlasban természetesen a
késdbbiekben preeclampsiaban szenveddk is altalaban részesiilnek. A nagy kockazati
csoportba tartozoknak prevencids céllal kis mennyiségli (150 mg/nap) aszpirin,
korelézményekre alapozva LMWH adhato. Ambulans kezelés enyhe hypertonia
esetében, fiatal nullipardk kivételével alkalmazhat6. Korhazi kezelés akkor valik

sziikségessé, ha a systolés vérnyomas tartésan 150 Hgmm vagy magasabb, a diastolés
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vérnyomas tartosan 90 Hgmm vagy magasabb, proteinuria 1ép fel vagy, ha a

preeclampsia szubjektiv tlinetei jelentkeznek. Preeclampsidban a vérnyomascsokkentd

kezelés mellett a konvulziok megelézése is kulcsfontossagli. Preeclampsidban
alkalmazhaté vérnyomascsokkentOk: alfa-metildopa, nifedipin, verapamil, metoprolol,
urapidil, hydralazin, labetalol. Konvulziok megelézésére Mg adhato. Mivel a
preeclampsia egyetlen definitiv kezelését a lepényszdvet eltavolitdsa, azaz a terhesség
befejezése jelenti, igy korasziilott tartomanyban mindenképpen szamitasba kell venni a
fenyegetd korasziilés tényét, és haladéktanul meg kell kezdeni a szteroidprofilaxist.
Konzervativ kezelésre nem reagald, sulyos preeclampsia, eclampsia, HELLP-
szindroma, valamint magzati disztressz, sulyos oligohydramnion (magzatviz index < 2
cm) , [IUGR (magzat becsiilt stilya < 5 percentil), kéros Doppler vizsgélati eredmény
esetén a terhesség csaszarmetszéssel tOrténd befejezése javasolt. Alacsony
thrombocytaszamnal miitétet megel6z6en thrombocyta potlas is sziikséges lehet.

Jelentds fehérjevesztés esetén human albumin poétlas is szobajon.

Eclampsia (gorcsroham) jelentkezésekor elsddleges a szabad 1égutak biztositasa, a
paciens sériilésektdl vald védelme illetve az antikonvulziv - (diazepam, MgSO4) és a
vérnyomascsOkkentd kezelés. Fontos tovabba az esetleges kisérd korallapotok (agy-
illetve tid6odéma, agyvérzés, veseelégtelenség, HELLP-szindréma, lepénylevalas)

felismerése, kezelése valamint azok megeldzése is.

A HELLP-szindroma kezelésének kulcsa a gyors diagnodzis, a laboreltérések
mértékének tisztdzdsa, a haemostatus rendezése valamint a preeclampsia kezelésének
mielébbi megkezdése. A HELLP szindroma diagnosztikus kritériumainak teljesiilése
esetén haladéktalanul be kell fejezni a terhességet €s a sziilést kovetden a decidua minél
tokéletesebb eltavolitasa érdekében abrasio elvégzése is sziikséges. A sziilést kdvetden
indokolt a péciens intenziv megfigyelése, esetenként plazmapheresis is sziikségessé

valhat (Paulin 2007).
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1.14. Gyogyszerfejlesztések

A preeclampsia jelenleg is a legveszélyesebb terhességi korképek kozé tartozik,
oki kezelése ¢és hatékony megeldzése kielégitben a mai napig sem megoldott. A
gyogyszerfejlesztésnek a betegség sulyossagat, gyakorisagat, a hatékony gyogyszer
hidnyat tekintve nagyon intenzivnek kellene lennie. Ennek ellenére a tobbi
tobb, mint 40-szerese a terhesség alatti hasonlokénak. A jelenleg futd és lezarult
amerikai gyogyszervizsgalatokat az International Federation of Pharmaceutical
Manufacturers and Associations (IFPMA) Clinical Trials Portal és a National Institutes
of Health’s Clinical Trials Database, az eurdpaiakat a
https://www.clinicaltrialsregister.eu/ctr-search/trial/2009-012968-13/GB

adatbazisokban lehet tanulmanyozni. A terhesség (pregnancy) keresdszot hasznalva a
talalatok tobbsége a terhességet mint kizard okot emliti. A preeclampsia keresdszot
hasznalva az eurdpai adatbazisban a vizsgalatok szama Gsszesen 42, ebbdl kettd azonos
(egyet nem kezdtek el), igy 41 vizsgalatrol van szd. Jelenleg 34 vizsgélatnak még nincs
hozzaférhet6 eredménye, 7 vizsgalat eredményei az adatbazisban hozzaférhetéek, tehat
befejezettnek tekinthetok. Ha figyelembe vessziik, hogy a befejezett vizsgalatoknal kb.
2 évig tartott az adatok felvétele (az elsd és utolso bevontak tényleges vizsgalata) és 2-3
év alatt dolgoztak fel és tettek kozre az eredményeket, akkor arnyaltabb képet kapunk.
A lezart vizsgalatok adatai szerint 2020-ban a 2015. eldtt kezdett vizsgalatoknak az
eredményei mar  hozzaférhetdknek kellene lennie. Eszerint a kapott adatok

hozzaférhet6sége sajnos korlatozott, mert 19, 2015. elétt kezdett vizsgalat adatai nem
hozzéaférhetéek. A vizsgélatokba leggyakrabban bevont gyogyszerek: heparinok (7
eset), aszpirin (5 eset), statinok (4 eset), ebbdl a pravastint 3 alkalommal vontak be
vizsgalatokba. A preeclampsia megeldzést és/vagy kezelést elsérendli célnak tekintve

jelenleg a statinok tekinthet6k elsddleges potencialis szernek.

1.14.1. Statinok

A statinok (3-hidroxi-3-metil-glutaril-KoA reduktaz inhibitorok) a leggyakrabban
hasznalt koleszterinszint csokkentd gyogyszerek. Gazdasagi jelentdségiiket mutatja,

hogy a vilag legnagyobb forgalmu gydgyszerei kozé tartoznak. Jelenleg a statinok hat
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tipusat hasznaljak; a természetes csoportba tartozd lovastatint, pravastatint és
simvastatint és a szintetikus csoportba tartozd atorvastatint, fluvastatint és rosuvastatint.
A mesterséges-szintetikus osztalyozas mellett vizoldékonysaguk szerint csoportositjak
Oket. A hidrofil statinok kozé a pravastatin és a rosuvastatin, a lipofil statinok koézé a
simvastatin, lovastatin, atorvastatin, fluvastatin tartozik. A hidrofil statinok szoveti

felszivodasa -a maj kivételével- a lipofil statinoknal rosszabb és kevesebb mellékhatast

mutatnak, mivel alacsonyabb a citokrom p450 enzimtdl vald fiiggdségiik. A statinok
szerkezeti kiilonbségiik (7. 4abra) miatt eltér6 farmakokinetikai tulajdonsaggal
rendelkeznek (Kim és mtsai 2007). Habar a kiilonféle tipusu statinok hatékonysaga
kiss¢ eltér, a klinikai koriilmények kozott nem létezik szabvany a statinok
kivéalasztasara. FEls6dleges hatdsukon kiviil a statinok pleiotrép hatdsokkal 1is
rendelkeznek. A pleiotrop hatasaik k6z¢é proangiogén, antiinflammatorikus, antioxidans,
neuroprotektiv €s antitrombotikus tulajdonsagok is tartoznak, beleértve az endotélium
védelmét is. A statinok fokozzdk az eNOS expressziojat az eNOSmRNS féléletidejének
meghosszabbitasaval. A simvastatin és lovastatin fokozza az eNOS expressziojat
human endotélsejt-kulturaban, és kivédi az enzim mRNS-ének oxidalt LDL okozta
funkciovesztését. (Laufs és mtsai 1998) A statinok csokkentik a kaveolin-1 fehérje
expresszigjat, €s igy annak az eNOS-t gatld hatdsat. A statinok aktivalhatjdk a
foszfatidil-inozitol-3-foszfat  (PI3K)/Akt ttvonalat és el6segitik az ~ eNOS
mikodését Ser1177 foszforilacioval és Thr495 defoszforilacioval (Kureishi és mtsai
2000).

A preeclampsia endotél karosodast is okoz, igy a statinok potencidlis terapias
hasznalata preeclampsias betegeknél régen felmertilt. A statinok potencialis teratogén
hatdsa miatt terhesség alatt nem alkalmazhatéak. Néhany bevezetd tanulmany arra utal,
hogy hasznalatuk nagy kockézati csoportban elényos lehet. Egy pilot munkéban 20
magas kockazatu beteget véletlenszerlien két csoportra osztottak, az egyik csoportot
pravastatinnal, a masikat placeboval kezeltek. A placebo csoport 40 %-anal
preeclampsia alakult ki, mig a pravastatinos csoportban nem volt preeclampsias eset

(Costantine és mtsai 2016).
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7. abra

A statinok szerkezeti képlete

A preeclampsia kialakuldsadban a placentanak kulcsszerepe van, ezért sulyosabb esetben
a terhességet termindlni kell, a placenta eltavolitasaval a tiinetek gyorsan enyhiilnek. A
hatékony kezelést az is akadalyozza, hogy a betegség multifaktoridlis, elégtelen
taplalkozas, kornyezeti-, genetikai tényezok egyarant befolydsoljak a kialakulasat

(Peragoli és mtsai 2019).

A statinok koziil preeclampsia kezelésére a leggyakrabban a pravastatint (7.
abra) alkalmazzak. A pravastatinra azért esett a valasztds, mert eldnyds hatasai mellett a
megfigyelt karos mellékhatasok szama ennél a statinnal volt a legkevesebb. Az is fontos
szempont, hogy a preeclampsidra jellemz6 endotél karosodast a rosuvastatin és

simvastatin fokozhatja (de Alwisha és mtsai 2020).
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1.15. A NO szerepe preeclampsiaban

A NO, mint hatékony fiziologias vérnyomascsokkentd szer mar tobb, mint husz éve
ismert (Moncada 1994). A NO-t NO szintdz izoenzimek szintetizaljak argininbol. A
preeclampsia egyik kritériuma a terhesség alatt kialakuld hypertonia (Brown és mtsai
2018). Emiatt régen felmeriilt és igazolodott, hogy az elégtelen NO termelés

hozzajarulhat a preeclampsia kialakulasahoz.

A placenta elsdsorban endotelialis nitrogén-monoxid szintdz (eNOS) izoenzimet
expresszal, mely az erek intimajaban termelédik. A nitrogén-monoxid szabadon

diffundal a sejtek kozott, az endotélbdl atjut az érfal simaizomsejtekben gazdag

........

crer

c ey

Vatish és mtsai, 2006). A NO hatasanak legf6bb kozvetitéje a cGMP-molekula, a hatas
lecsengéséért a foszfodieszterdz V (PDES5) izoenzim felelds, amely specifikusan
atalakitja a cGMP-t 5’GMP-vé. A foszfodiészterazok nem specifikus gatlgja a teofillin,
a PDES specifikus gatldja a sildenafil és a tadalafil.

A preeclampsidban megfigyelhetd csokkent NOS aktivitas okait a 8. abra foglalja

0ssze.
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Az eNOS és a preeclampsia kapcsolata

A Ca*" clégtelenség az enzimaktivitast csokkenti. Az argindz indukcidja, elégtelen
arginin bevitel a szubsztratellatottsagot csokkenti. A sVEGFR, FFA mennyiségének
emelkedése, az inzulinrezisztencia az aktivalo Serl177 foszforilaciot gatolja, az
inaktivald Thr495 foszforilaciot segiti. A BH4 affinitds csokkenése, a GTPCH I
degradacioja BH4 elégtelenséget okoz és az enzim szuperoxidot termel. Az ADMA
kompetitiv gatloszere az eNOS-nak, a DDAH elégtelen miikddése a szintjét emelheti.
Az eNOS elégtelen mennyisége (FFA szint emelkedés, mutdcié miatt) a potencialisan

termelhetd NO mennyiségét is csokkenti.

ADMA aszimmetrikus dimetil-arginin, DDAH dimetilarginin dimetilaminohidrolaz,
FFA nem észteresitett szabad zsirsav, GTPCH | GTP ciklohidrolaz I, PRMT protein-
arginin-metiltranszferaz, SVEGFR szolubilis vaszkularis endothelidlis novekedési

faktor receptor. Az abra a (Kukor és Valent 2010) valtoztatas nélkiil atvett abraja
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A NO fontossagat mutatja az is, hogy preeclampsia allatmodellt lehet 1étrehozni a NOS
gatlasaval terhes patkanyokban vagy egerekben. Preeclampsia modellekhez mar
harminc éve alkalmazott és jelenleg is a leggyakrabban hasznalt NOS inhibitor a N-
omega-nitro-L-arginin-metil-észter (NAME) (Molnar és mtsai 1994, Sekimoto és mtsai
2020, Yang ¢és mtsai 2019, Zou ¢és mtsai 2019). Terhes patkanyokban sVEGFR
(szolubilis VEGF-receptor) adasaval preeclampsia tiineteket valtottak ki, és ebben az
esetben is csokkent NOS aktivitast figyeltek meg. A preeclampsia tiineteit tehat nem a
NOS kozvetlen gatlasaval érték el. Erdekes, hogy a NOS szubsztrat L-arginin bevitellel

a vérnyomast sikertilt csokkenteni ebben az esetben is (Murphy és mtsai 2012).

A csokkent hatékony NO szint kialakuldsdnak tobb oka lehet. Hozzajarul a
preeclampsids ndk oxidativ stressze. A NO ¢és szuperoxid azonnal reaktiv peroxinitritté

alakul:
NO + O, - ONO; -

A NO atalakuldsa mellett a peroxinitrit is a patoldgias folyamatokat erdsiti.
Oxidalo hatasan tul fehérjéket nitralhat, mikodésiiket rontva (Kukor és Valent 2010). A
placentdban elsdsorban az endotelidlis NO szintaz (eNOS) izoforma talalhat6. A NOS
miikddése tetrahidrobiopterint (BH4) igényel. A placenta BH4 koncentracidja a
féltelitési tartomanyban (0,11 uM) talalhato, igy a BH4 szintje jelentdsen mddosithatja
az enzimaktivitast. Az elsé trimeszterben a trofoblaszt atlagos BH4 koncentracidja
koriilbeliil 0,20+0,09 uM, a terhesség terminusa utan atlagosan 0,057+0,023 uM (Kukor
és mtsail996, Kukor és mtsai 2000). A terhesség végén csokkent NOS aktivitds
tapasztalhatd, ehhez hozzajarulhat a BH4 szint csokkenése is. Preeclampsids placentak
eNOS aktivitasat mérve azt tapasztaltuk néhany esetben, hogy preeclampsias placentak
eNOS aktivitisa nem emelkedik fiziologias BH4 szintnél, a maximalis aktivitas
elérés¢hez nagyon magas BH4 koncentracio sziikséges. Ezeket a mintdkat BH4

rezisztenseknek neveztiik (Kukor és mtsai 2000).

A NOS aktivitas novelésével a NO szint emelkedik, igy a preeclampsia
kezelésének egyik lehetséges modja a NOS aktivitasanak, a NO szintjének ndvelése.
Neéhany potencialis hatdoanyagot a 9. abra mutat be. Eszerint a pravastatin hatékony lehet

a NO szint normalizalasaban is.
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9. dbra
Statinok, sildenafil, tadalafil és a GSNO hatasa az endotelidlis diszfunkciora

CO: szén-monoxid, VEGF: vaszkularis endotelialis novekedési faktor, GSNO: S-
nitrozo-glutation, eNOS: endothelialis NO szintdz, sFlt: soluble Fms like tyrosine
kinase-1, sEng: szolubilis endoglin, cGMP: ciklikus-guanozin-monofoszfat, GTP:
guanosine triphosphate, sGC: szolubilis guanilil cikldz, PDES: foszfodiészteraz 5. Az
abra az (Everett és mtsai 2012) hivatkozas Osszefoglald abrajanak modositasaval

késziilt.
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2. Célkituzések

2.1. Célok

A gyogyszeripar az egyik legjovedelmezobb ipardg, emiatt az j hatdoanyagok
kifejlesztése mellett szdmos innovacidés megoldas is sziiletik. Ennek egyik modszere a
mar engedélyezett és hasznalatban 1évé gydgyszerkészitmények jotékony pleiotrop
hatasan alapuld 1j célcsoport keresése, ¢és a hatdsmechanizmus minél pontosabb
felderitése. Egészséges terhes ndket nem szabad prevencids céllal kezelni, ezért
potencialis terapias szereket megfeleld gondossaggal kivalasztott, preeclampsiara nagy
kockazata csoportokban érdemes hasznalni. A terhesség alatt alkalmazott készitmények
hatdsmechanizmusa a csoport (varandos ndk) érzékenysége miatt korldtozottan
tanulmanyozhat6. Allatokban a féeml8sok kivételével nem alakul ki preeclampsia, ezért
a mesterségesen kivaltott preeclampsia modellek eredményei fenntartasokkal

fogadhatoak el.

Preeclampsidban a patologias folyamatok jelentds része a placentahoz kothetd.
Az egyik markdns patologias eltérés az elégtelen NO termelés. Az eddigi
eredményesnek mondhatd preeclampsia kezelést célzo pilot vizsgalatok kozé tartoznak
a pravastatin terapidk. Munkam sordn pravastatin hatdsat vizsgaltam preeclampsids
placentdk NOS aktivitasara, ennek sordn mind a hatdsmechanizmus pontositdsdhoz,
mind a lehetséges célcsoport minél specifikusabb kivalasztasdhoz igyekeztem
alapkutatasban hasznalt biokémiai modszerekkel hozzajarulni.A {6 célkitlizések a
kovetkezdk voltak:
- A pravastatin gyors hatasmechanizmusanak vizsgélata egészséges €s preeclampsias

placentdk NOS aktivitasara.

- Uj metodikai moédszer kidolgozasa preeclampsias placentak NOS-anak

tetrahidrobiopterin érzékenységének megallapitasahoz.

- Annak vizsgalata, hogy a pravastatin alkalmas lehet-e tetrahidrobiopterin rezisztens

preeclampsids placentdk NOS  aktivitasat fiziologias mértékiire emelni.
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2.2. Elméleti megfontolasok

Az eNOS aktivitasat gyorsan tobb modon is lehet modositani (10. &bra).
Egyrészt a plazmamembranhoz, ezen beliil a kaveoldkhoz kotott eNOS
szubsztratellatottsagat arginin transzporterekkel lehet biztositani. Az enzim aktivitasat
fokozza az intracellularis Ca2+ és tetrahidrobiopterin- (BH4-) koncentracio emelkedése

és csokkenti az enzim endogén kompetitiv inhibitora, az aszimmetrikus dimetil-arginin

(ADMA).

Az eNOS-t aktivald Serl177 aktivalo foszforilacio és Tyr495 defoszforilacio a
két legjelentdsebb foszforilacibhoz kothetd szabalyozasi mod. A Serl177
foszforilacigjat €s a Thr495 defoszforilacidjat a fellépd nyirderdk, VEGF, inzulin,
bradikinin és H202 stimuldlja (Harris és mtsai 2001). A VEGF ¢és Akt kinaz-fiiggd
szignaltranszdukci6 a Ser1177 foszforilacidjat és a Thr495 defoszforilacigjat valtja ki.
(Sandrim és mtsai 2008) Az eNOS aktivitasat fehérje-fehérje kapcsolatok is modositjak.
A Hsp90 kotédése aktivalja, a caveolin gatolja az eNOS-t. Az intracellularis Ca?* szint

------

mtsai 2010).
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10. abra

Az eNOS aktivitas szabdlyozasa

A pravastatin pleitrop hatasainak mechanizmusa molekularis szinten még felderitésre
var. A statinok nagy affinitassal a 3-hidroxi-3-metil-glutaril-KoA reduktazhoz
kotddnek, de pleiotrop hatdsaik a koleszterinszinttdl fiiggetlenek, ezért feltételezhetd,

hogy mas fehérjékkel kapcsolodva fejtik ki hatasukat.

A pravastatin és eNOS kapcsolatanak vizsgalatanal azt a stratégiat kovettiik,
hogy megvizsgaltuk, hogy pravastatinnal moédosithato-e az eNOS-caveolin, eNOS-
Hsp90 kapcsolata, valtozik-e a mikroszéma arginin felvétele, illetve valtozik-e az eNOS
Ser1177 foszforilacioja (11. abra)? Az eNOS Serl1177 és Tyr495 foszforilacios allapota
reciprok moédon valtozik, egyiittes valtozdsuk hatdsosabban modositja az eNOS
aktivitasat. Az eNOS foszforilacios allapotanak vizsgalatahoz elegendd vagy a Ser1177
vagy a Tyrd495 foszforilacios allapotat vizsgalni. Eldkisérleteink soran a Serl177
foszforilacidjanak vizsgalata kedvezobb volt a Tyr495-énél, ezért a Serll77

foszforilacigjat valasztottuk.
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A caveolin és Hsp90 pravastatinnal torténd feltételezett kapcsolatat gatloszereik

(caveolin-Ca és Hsp90-geldanamycin) jelenlétében vizsgaltuk.

extracellular space

cell membrane

o]

Ser1177-P

Cit
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11. abra

A pravastatin az eNOS aktivitast modosito feltételezett tamaddspontjai (Pdnczél és
mtsai, 2019)
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A preeclampsias placentdk NOS aktivitasanak esetleges BH4 inszenzitivitasa
2000 ota ismert (Kukor és mtsai 2000). A vizsgalatban kb. 70 %-0s volt a preeclampsias
mintak BH4 inszenzitivitisa. A NOS aktivitdismérés redukaldszer (ditiotreitol)
jelenlétében torténik, ami védi a BH4-t az oxidaciotol. A BH4 nagyon érzékeny
oxidaciora, dihidrobiopterinné alakul (BH2) (T6th és mtsai 2002, Valent és Toth 2004),
ami mar nem kotddik az eNOS-hoz, igy aktivitdsa csokken. A preeclampsids placentak
fokozott oxidativ stressze a védelem ellenére hatastalanithatja a mérés soran alkalmazott

crer

hasznalt metodikai modszert modositani kellett.
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3. Modszerek

3.1. Résztvevok Kkivalasztasa és klinikai adatainak felvétele

A vizsgalatba olyan egészséges €s preeclampsids terhes ndket vontunk be,
akiknek gondozéasa a Semmelweis Egyetem Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinik4janak
2. telephelyén (kordbban: Semmelweis Egyetem II. sz. Sziilészeti ¢s NOgyogyaszati
Klinik4jan, Budapest, Ull8i Gt 78/A) zajlott. A vizsgalathoz az etikai engedélyt az ETT
TUKEB adta meg (engedély szama: 208/2006 (hosszabbitva) és 48995-2016/EKU). A
betegek a preeclampsia diagnosztikai kritériumat az International Society for the Study
of Hypertension in Pregnancy (ISSHP) 2018-as kdzleménye (Brown és mtsai 2018)
szerint minden esetben kimeritették, a preeclampsids ndknek a terhesség 20. hetét
kovetden a vérnyomasa 140/90 Hgmm-nél magasabb volt, és a vizelettel iiritett fehérje
mennyisége meghaladta a 300 mg/nap-ot vagy a vizelet fehérjetartalma gyorsteszttel
legalabb ++ volt. A klinikai adatokat a résztvevd paciensek korlapjaibol, a MedSol

rendszerbdl gytiijtottiik.

3.2. Placenta mikroszoma preparalas

Kozvetleniil sziilés utan jég kozott a placentabol a klinikdn olloval kiillonbozo
helyekrdl legalabb 30 gramm mintat vettlink és haladéktalanul atszallitottuk a biokémiai
laboratoriumba. A human placenta mikroszéma frakcidjanak van a legmagasabb
specifikus NOS aktivitasa (Sahin-Téth és mtsai 1993), emiatt késlekedés nélkiil
mikroszomat preparaltunk beldle (Panczél €s mtsai 2019). Makroszkopikus izolaciot
kovetden a szovetet olloval daraboltuk, majd kétszeres térfogatu jéghideg homogenizalo
oldatban (0,3M szachar6z; 40 mM HEPES/Na, pH=74; 0,1mM EDTA; 1mM
dithiothreitol; 1 mM phenylmethanesulfonyl fluoride; 10 pg/ml leupeptin; 10 pg/ml
soybean trypsin inhibitor és 0;2 pg/ml aprotinin) UltraTurrax késes homogenizatorral
(IKA Werk, Staufen, Germany) %s-es fordulatszdmon 60 masodpercig homogenizaltuk.
A homogenizatumot nejlonsziirével torténd eldtisztitast kovetden 2 percig 4 °C-on
Janetzky K-24 centrifugaval 600 g-vel centrifugaltuk, a tovabbi preparalashoz a
feliiluszot hasznaltuk. A mitokondriumot és nagyobb sejtalkotokat Beckman J2-HS
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centrifugaval, 15000 g-vel, 30 perces centrifugaldssal iilepitettiik le, a citoszdl és a
mikroszoma frakcié a feliiliszoban maradt. A feliilaszot 100000 g-vel 60 percig
centrifugaltuk 4 °C-on Beckman OptimaTM LE-80 K ultracentrifugaval. A feliilisz6 a
citoszol, az iiledék a mikroszoma frakcio. Az iiledéket a citoszol tokéletesebb
eltavolitisa érdekében 2 cm® homogenizalé oldattal &vatosan oOblitettiikk, majd
homogenizalé oldatban reszuszpendaltuk. A kisérletekhez ezt a mikroszoma frakciot
(MS) hasznaltuk. A mikroszoma frakciobol fehérje meghatdrozasra mintakat
kiilonitettiink el, majd azonnal meghataroztuk a NOS aktivitasat, a maradék mintakat
tobb részre osztva -80 °C-on taroltuk a NOS BH4 szenzitivitds megallapitasdhoz és
Western blot analizishez vald felhasznalasig. Az arginin felvétel vizsgalatdhoz a

mintakat folyékony nitrogénben taroltuk.

3.3. Fehérje meghatarozasa

A mikroszoma fehérjetartalmat Lowry modszerével hataroztuk meg (Lowry ¢€s
mtsai 1951). A fehérje meghatarozashoz fagyasztott mikroszoma mintakat 500-Szoros
térfogatra higitottuk vizzel, kétszer fél perces wortexelés utdn hasznaltuk fel.
Kalibracios gorbét marha szérum albuminnal készitettiink (0,005-0,2 mg/ml
tartomanyban). 2-2 ml standard vagy minta oldatot 2 ml 4 % Na,COs, 0,2 M NaOH,
0,04 % Na-K-tartarat, 0,02 % CuSO4-oldattal Osszekevertiink, majd 10 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezutdn 0,4 ml 1 N Folin-reagenssel kevertiik 6ssze és

30 perc szobahdmérsékleten torténd inkubélas utan 750 nm-en extinkcidt mértiink.

3.4. NO-szintaz aktivitas mérése

A NO-szintaz aktivitasat maximalis enzimaktivitast biztositd koriilmények
kozott (40 mM Na/HEPES pH=7.4; 1 mM Ca?*; 1 mM Mg?*; 1 mM NADPH, 3 U/cm®
kalmodulin, 1 mM ditiotreitol) hatdroztuk meg kiilonb6z6 tetrahidrobiopterin
koncentracioknal, 37 °C-on, 10 percig inkubalva. A NOS aktivitasit placenta
mikroszoméaban mértilk C14 arginin szubsztrattal egészséges (n=6-9) és preeclampsias
(n=6-9) mintak felhasznalasaval. Az aktivitast jéghideg 2 ml 50 mM HEPES (pH=5,0),
1 mM NAME-oldattal allitottuk le. A C14 arginint az enzimreakcié végtermék C14

citrullinto] Dowex 50-W kationcserélé Na* ciklusu gyantan valasztottuk el. A
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végterméket 0,5 ml gyantan elualtuk, 2*5 ml desztillalt vizzel mostuk. Az arginin az
eluatummal tavozott. A gyantdhoz kotott citrullint 5 ml 1 M NaOH-oldattal elualtuk.
3*1 ml eluatum radioaktivitasat mértilk meg, miutan 5-5 ml szcintillacios folyadékkal
(66 v/v% toluol, 33 v/v% Triton X100, 0,05% PPO, 0,02% POPOP) Osszekevertiik.
Hattérként 1 mM NAME tartalm® mintat hasznaltunk.

A placenta NOS BH4 inszenzitivitas detektalasdhoz a modszert modositottuk. A
mikroszoma preparalasakor a vizoldékony, kis molekulatdmegii anyagok nagy része a
citoszdl frakcioban marad, igy a BH4 is. A BH4 ¢érzékeny oxidaciora,
dihidrobiopterinné alakul (BH2) (T6th és mtsai 2002, Valent és T6th 2004). A BH2 mér
nem kotddik az enzimhez, aktivitdsit nem emeli. Az oxidacid sebessége pH- ¢és
hémérsékletfiiggd, a tarolashoz hasznalt enyhén savas (pH=5,0) kdzegben, -80 °C-on az
oxidaci6 lassu, fiziologias kornyezetben (pH=7,4; 37 °C) felgyorsul. Az aktivitas
meghatarozasat az oxidacid okozta artefaktum elkeriilése végett mindig BH4 érzékeny,
egészséges szlilésbdl szarmazd standard mikroszoma minta haszndlata mellett végeztiik.
Az enzimaktivitdst az alapaktivitdst biztosito 20 nM, fiziologids 200 nM és
farmakologids 50 uM BH4 mellett mértiik. A BH4-oxidacié minimalizalasa érdekében
azt kozvetleniil a reakcio elinditasa el6tt mértiik a reakcidelegybe. A pravastatin hatisat

10 uM koncentracional vizsgaltuk.

3.5. Az eNOS Serl1177 foszforilaciéjanak vizsgalata \Western
blot modszerrel

crer

mintapufferrel (2 % natrium-dodecil-szulfat, 10 mM ditiotreitol, 50 mM Tris/HCI,
pH=7,4). Ezt kovetden 5 percig forraltuk, majd 100 pg proteint elektroforetizaltunk
12%-0s SDS-poliakrilamid gélben, 29 mA aramerdsség mellett, Miniprotean II
késziiléket ¢és jégfiirdot hasznalva. A fehérjéket polivinilidén-difluorid (PVDF)
membranra transzferdltuk (290 mA, 3 6ra). A membrant +4 °C-on éjszaka TBST
oldatban (20 mM Tris/HCI, pH 7.5, 100 mM NacCl, 0,1% Tween 20, 2 % marhaszérum
albumin) blokkoltuk. Ezt kovetden anti eNOS-sal (1:1000 higitas) inkubaltuk 2 6rén at
25 °C-on, majd peroxidaz-konjugalt méasodik antitesttel (1:5000 higitdsban) 1 6ran at 25
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°C-on. A jelet 1 perces West-one chemiluminescent substrate inkubalast kovetSen
rontgenfilmen rogzitettiik. A teljes eNOS és Serl177-en foszforilalt eNOS western blot

analizisét ugyanazon a membranon végeztik el. Az elsd vizsgalatot kovetden az
antitesteket 20 ml strippelé oldatban (50 mM Tris/HCI, pH=7,4; 2% natrium-dodecil-
szulfat, 50 mM ditiotreitol) torténé 30 perces, 50 °C-on végzett inkubaldssal
tavolitottuk el. Ezutdn a membrant haromszor 10 ml TBST oldatban mostuk, majd ismét
blokkoltuk. Blokkolas utan Ser 1177-en foszforilalt eNOS antitesttel (anti eNOS
Ser1177-P, 1:1000 higitas) inkubaltuk 2 6ran 4t 25 °C-on, majd az eljarast a masodik
antitesttel valo inkubaladssal a fentiekben leirtak szerint folytattuk. Az eredményeket

ImageJ programmal szamszertsitettiik.

3.6. Placenta mikroszoma arginin felvételének
meghatarozasa rapid filtracios metodikaval

A placenta mikroszoma arginin felvételét rapid filtraciés metodikaval végeztiik.
Az irodalomban megismert modszert (Banhegyi és mtsai 2003) arginin felvételre
optimalizaltuk. A mikroszémat (1 mg protein/ml) 37 °C-on inkubéltuk mikroszoémalis
homogenizal6 pufferben (0,3 M szacharéz, 40 mM HEPES (pH=7.4), 1 mM EDTA, 1
mM ditiotreitol, 1 mM PMSF, 10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml soytrypsin inhibitor,
Spg/ml leupeptin) 10 pM pravastatinnal vagy anélkiil, 10 p ercig. Ekkor 0,5 pCi C14
arginint adtunk a mintakhoz és inkubaltuk 1 percig. Meghatarozott idénként (10s) 100
ul mintat vettiink, filtraltuk cellulose acetate/nitrate filter membranon (0,22 um) és
azonnal atmostuk kétszer 3 ml jéghideg 10 mM ornitint tartalmazé homogenizalo
pufferrel. A filter radioaktivitdsat megmértiik, miutan a filtert feloldottuk szcintillacios
folyadékban (66 v/v% toluol, 33 v/v% Triton X100, 0,05% PPO, 0,02% POPOP). A
mérést elvégeztik alamethicin (50 pg/mg protein) jelenlétében is, hogy az
intravezikuldrisan membranhoz kotott radioaktivitast meghatarozhassuk. A mikroszéma
arginin felvételét az alamethicin nélkiili és az alamethicines mintak radioaktivitidsanak

kiilonbségébdl szamoltuk.
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3.7. Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai analizis¢éhez Excel Data analizis szoftvert
hasznaltunk.  Szignifikancia vizsgalatot t-teszttel végeztiink.  Statisztikailag
szignifikansnak abban az esetben fogadtuk el a kiilonbséget, ha p<0,05. Az adatokat
kozépérték+SD formédban adtuk meg, kisérletenként altalaban 3-6 kiilonb6z6 mintat

hasznaltunk.

3.8. Anyagok

Az L-[U-14C] arginint (348 mCi/mmol; 12.9 GBq/mmol) az ICN-t6l szereztik be
(Costa Mesa, CA, USA). A (6R)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterin (BH4) a Research
Biochemicals International-tol szarmazott (Natick, MA, USA). A L-NG-nitroarginine
methylester, NADPH, Dowex 50X8-400, dithiothreitol, L-citrullin, L-arginin, L-
ornitin, calmodulin, leupeptin, alamethicin a Sigma-Aldrich Kft-t6l szarmazott.
(Budapest, Hungary). A pravastatint, phenylmethylsulphonylfluoride-ot ¢s HEPES-t a
Calbiochem-t6l (La Jolla, CA, USA) rendeltik meg, és az aprotinint a Bayer Co.-t6l
(Leverkusen, Germany). Az anti-eNOS, anti-phospho-eNOS/NOS TIII (Serl1177) és
donkey anti-rabbit 1gG, peroxidase conjugated a Millipore-tol (Boston, MA, USA)
rendeltiik. A tobbi anyag a Reanal-t6l (Budapest, Hungary) szarmazik.
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4.Eredmények

4.1. A pravastatin eNOS aktivitasra Kkifejtett

hatasmechanizmusanak vizsgalata

A vizsgalathoz 6 preeclampsids és 6 egészséges placentat gyijtottiink a

Semmelweis Egyetem Sziilészeti és Négyogyaszati Klinikajan (Budapest, Ulléi ut, 78/A

részleg). A klinikai adatokat az 1. tablazatban foglaltam 0Ossze. Kisérleteinkhez a 6

egeészséges mintat kontrollként és a 6 preeclampsias placentabol preparalt mikroszomat

hasznaltuk fel.

1. tablazat

A pravastatin hatasmechanizmusdnak vizsgalataban részt vevok klinikai adatai

n.s. nem szignifikans, ** p<0,01, *** p<0,001

kontroll terhesség

preeclampsias terhesség

n=6 n=6

anya kora (év) 29,0+3,3 31,2+2,3 n.s.
sziilés (hét) 39,8+0,4 33,54+3,0 ***
systolés vérnyomas 109,2+8,6 163,3+19,7 **
(Hgmm)
diastolés 74,0+7,9 103,348,2 ***

vérnyo
mas (Hgmm)
proteinuria 0 ++
sziiletési suly (g) 3435+149 1993+784 **
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Az anyak kora nem tért el szignifikdnsan a kontroll (29,3+3,3 ¢év) és a beteg
csoport systolés €s diastolés vérnyomasa (163,3£19,7 vs. 109,248,6 és 103,3+8,2 vs.
74,0+7,9 Hgmm) emelkedett, és proteinuria is csak ebben a csoportban volt jelen. A
beteg csoportban a terhesség befejezddése (33,5+3,0 hét) szignifikansan (p<0,001)
kordbban tortént a kontroll csoporttal (39,8+0,4 hét) Osszehasonlitva. Ennek
megfeleléen az ujsziilottek sziiletési sulya is szignifikdnsan alacsonyabb volt a
preeclampsids csoportban (1993+784 gramm) a kontrollhoz képest (3435+£149 gramm).
Intrauterin novekedési retardacido (IUGR) egyik csoportban (kontroll és preeclamspias)

sem fordult eld.

4.2. A placenta mikroszoma NOS aktivitasanak vizsgalata

A human placentaban a hdrom NOS izoenzimbdl (eNOS, nNOS, iNOS) az
eNOS ¢és iINOS expresszid és aktivitas figyelhetd meg (Smith-Jackson és mtsai 2013,
Kukor és Toth 1994). Az iNOS aktivitdsa hozzaadott Ca®* nélkiil, Ca®* kelator (1 mM
EGTA) mellett is maximalis, arginin, NADPH és BH4 mellett. Az eNOS Ca?*
dependens, igy aktivitdsa az arginin, NADPH, BH4 mellett 1 mM Ca® hozzaadasaval
hatdrozhat6 meg. A Ca-dependens (eNOS) aktivitdas az 1 mM Ca®* mellett mérheté
NOS aktivitas és 1 mM EGTA mellett mérhetd6 NOS aktivitas kiilonbségébdl
szamithato. A NOS aktivitas nagy része (kb. 85 %) Ca-dependens eNOS aktivitas (12.

abra), ezért a placenta NOS aktivitasat ez az izoforma hatarozza meg.
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12. abra

Egészséges és preeclampsidas placentak iNOS és NOS specifikus aktivitisa

Az iNOS aktivitds meghatirozasa 1 mM EGTA (EGTA), a NOS aktivitasok
meghatarozasa 1 mM Ca®* (Ca) mellett tortént egészséges kontroll (n=6£SD) és

preeclampsids (n=6SD) minték felhasznalasaval.

Az INOS aktivitasat az expresszioja hatirozza meg. Az eNOS aktivitasa az
expresszion kivill fiigg az aktualis Ca®" és BH4 szinttdl, foszforilacids allapottol,
protein-protein kolcsonhatasoktol is. A preeclampsiara jellemzé gyulladasos allapot
miatt felmeriilt, hogy preeclampsidban indukéalodik az iNOS. Par éve kimutattak, hogy
az iNOS indukcioja mellett jelentésen emelkedik az eNOS mRNS szintje is (Hentschke
¢s mtsai 2013, Henderson és mtsai 2014), emiatt preeclampsias allapotban is az eNOS
hatdrozza meg a placenta NO szintézisét. Az expresszids szintek novekedését
kompenzatorikus vélaszként értelmezik, mert a NO termelés az emelkedett expresszios
szintje ellenére elégtelen preeclampsiaban (Osol és mtsai 2017). Ezt erdsiti az is, hogy

az eNOS inhibitor caveolin-1 mRNS szint csokkenését figyelték meg preeclampsias
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placentakban (Espinoza és mtsai 2019). Az eNOS aktivitasat 50 uM BH4 2,0-2,5-
szeresére novelte a kontroll és a preeclampsids mintakban is a 20 nM BH4 mellett mért
alapaktivitashoz képest (13. A. dbra). A maximalis eNOS aktivitdst 10 uM pravastatin
tovabb novelte az egészséges (2812 %, p<0,05) és preeclampsias (32+10 %, p<0,05)
mintdkban is (13. B. abra). A pravastatin hatisa az egészséges ¢és preeclampsias
mintdkban hasonlénak bizonyult (p>0.05), (10. B. é&bra), pravastatinnal a placenta
mikroszoma aktivitasat kb. 30 %-kal lehet névelni. Megfigyelhet6, hogy 50 uM BH4
jelenlétében a pravastatin hatas kifejezettebb, mint 20 nM BH4 mellett. Ez a hatds a
kontroll és a beteg csoportban is jelentkezett, de egyiknél sem volt szignifikdns. Ennek a
minimalis hatdsnak a magyardzata lehet a BH4 oxidacidja. Az inkubdaci6 alatt a 20 nM
BH4 egy része oxidalodhat, igy a NOS aktivitasa csokken, mert a kiinduldsi BH4
koncentracio a Ky érték (100 nM) alatt van. Az 50 uM BH4 koncentracio a Ky érték
500-szorosa, igy a mérés ideje alatt a NOS aktivitdas maximalis maradhat abban az
esetben is, ha a BH4 oxidalodik. A pravastatin hatasa koncentraciofiiggd (dbra nem
mutatja). A maximalis pravastatin hatds 10 pM koncentracié mellett mérheté 1 mM
Ca®* és 50 uM BH4 mellett. Ez a mar emlitett kb. 30 %-0s enzimaktivitds novekedés.
100 és 500 uM pravastatinnak mar gatlo hatasa van. Az eNOS-t gatlé kaveolin 1 mM
Ca?* mellett disszocial az eNOS-rol, ezért a pravastatin hatasat a kaveolintol

fiiggetlennek tételezhetjiik fel.
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13. A. dbra
BH4 hatdsa placenta mikroszoma eNOS aktivitdsdra

Az eNOS aktivitasa 1 mM Ca®* (Ca) és 1 mM Ca?*, 50 uM BH4 (Ca, BH4) mellett
egészséges kontroll (n=6+SD) és preeclampsias (n=6£SD) mintadkban.
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13. B. dabra
Pravastatin hatdasa mikroszomalis eNOS aktivitdsra

Az aktivitasokat a pravastatin nélkiili aktivitdsra (13. A. dbra) vonatkoztatva (100 %)
adtuk meg. Az eNOS aktivitdst 10 uM pravastatin 30-40 %-kal ndvelte mind 1 mM
Ca®*, mind 1 mM Ca**, 50 uM BH4 mellett (p<0,05) egészséges kontroll (n=6+SD) és
preeclampsias (n=6+SD) mintakban is.
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4.3. Pravastatin hatas és Hsp90

Az eNOS aktivitasat a Hsp90 hdsokk fehérje noveli. A Hsp90 a hatasat tobb
uton fejti ki. Kozvetett Hsp90 hatés az, hogy eldsegiti az eNOS aktivald foszforilaciojat
(Su 2014). Kozvetett hatasnak felel meg az is, hogy a Hsp90 ndveli az eNOS proteaz
rezisztenciajat, fokozva a stabilitdsat (Averna és mtsai 2008). A Hsp90 kozvetlen
hatassal is rendelkezik, az eNOS affinitdsat noveli a NADPH-hoz, argininhez ¢és
kalmodulinhoz, ami az enzimaktivitas névekedéséhez vezethet (Chen és mtsai 2017). A
Hsp90 geldanamycinnel gatolhat6. Az eNOS aktivitast 100 nM geldanamycin gatolja a
kontroll és a preeclampsias mintakban egyarant (14. A. abra). Az alapaktivitast néhany
szazalékkal nagyobb mértékben gatolja a geldanamycin, mint az 50 uM BH4 mellett
vizsgalt mintdkét (a kiilonbség nem szignifikans, de megfigyelheté mind a kontroll,
mind a preeclampsias csoportban). A Hsp90 BH4 affinitast ndveld hatasa alacsony, 20
nM BH4 koncentracié mellett nagyobb mértékiinek kell lennie, mint a Ky értéket tobb
szdzszorosan meghalado, 50 uM BH4 koncentraci6 mellett, mert ekkora BH4
koncentracié mellett az enzim telitett BH4-re. A pravastatin Hsp90-t61 fiiggetlen hatasat
100 nM geldanamycin jelenlétében vizsgaltuk. Az eNOS aktivitasa 10 pM pravastatin
hatasara geldanamycin jelenlétében is n6 (14. B. dbra). Ha a geldanamycin jelenlétében
mért eNOS aktivitas a viszonyitasi alap (100 %), akkor az egészséges placenta
mikroszoma atlagos eNOS aktivitasat 10 uM pravastatin 30 %-kal emelte 1 mM
Ca?*, 20 nM BH4 (alapaktivitas); 25 %-kal 1 mM Ca?*, 50 uM BH4 mellett (p<0,05).
Preeclampsias mintdkat vizsgalva hasonld pravastatin hatast tapasztalunk. A NOS

alapaktivitasat 37 %-kal; a BH4-stimulalt aktivitast 28 %-kal emelte.

Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a pravastatin hatas a Hsp90

hatasatol fliggetlen lehet.
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14.  A. dabra

Geldanamycin hatdsa placenta mikroszoma eNOS relativ aktivitasdara

100 %-os aktivitasnak a geldanamycin nélkiil mért enzimaktivitas felel meg. Az eNOS
aktivitast 100 nM geldanamycin atlagosan 25-35 %-kal csokkentette egészséges
(n=4+£SD) ¢és preeclampsids (n=44+SD) mintakban is.
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14. B. dbra

Pravastatin hatdsa geldanamycinnel kezelt placenta mikroszoma eNOS aktivitdasdra

A 100 nM geldanamycin mellett mért eNOS aktivitas 100 %. Egészséges placenta
mikroszéma (n=4+SD) atlagos eNOS aktivitasat 10 uM pravastatin 30 %-kal emelte 1
mM Ca?*, 20 nM BH4 mellett; 25 %-kal 1 mM Ca?*, 50 uM BH4 mellett (p<0,05).
Preeclampsias placenta mikroszoma (n=4+£SD) atlagos eNOS aktivitasat 10 uM
pravastatin 37 %-kal emelte 1 mM Ca?*, 20 nM BH4 mellett; 28 %-kal 1 mM Ca**, 50
uM BH4 mellett (p<0,05).
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e re s

4.4. A pravastatin hatasa az eNOS Ser1177 foszforilaciojara

A mintédkat az eNOS aktivitds mérésénél hasznalt azonos korilmények kozott
inkubéltuk C14 arginin hasznalata nélkiil. A mintdk eNOS Ser1177 foszforilaltsagat
Western blot analizissel vizsgaltuk. Mérésiink szerint a mérési kortilmények kozott 10
perces inkubalas alatt 10 uM pravastatin nem valtoztatta meg az eNOS Serl177

foszforilaltsagi allapotat (15. abra).

A
egészséges preeclampsias
kont EGTA Ca kont EGTA Ca
anti-eNOS
B’
egészséges preeclampsias
kont EGTA Ca kont EGTA Ca
anti-eNOS Ser1177-P
15.  dbra

Pravastatin hatdisa eNOS Serl1177 foszforilaciojara placenta mikroszomdaban

A kontroll mintat pravastatin nélkiil, a tobbit 10 uM pravastatinnal 10 percig 37 °C-on
inkubéltuk 1 mM EGTA (EGTA); 1 mM Ca2+ (Ca); és 1 mM Ca2+, 50 uM BH4
(BH4) mellett. Az ,,A” abran a total eNOS, a ,,B” abran a Ser1177-en foszforilalt eNOS
antitesttel végzett western blot reprezentativ eredménye lathatd. A pravastatin nem
eredményezett valtozast az eNOS Ser1177 foszforilaltsagan.
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4.5. A pravastatin hatasa a placenta mikroszoma arginin
felvételére

Az eNOS a sejtmembranban kapcsolatban van pozitiv toltésti aminosav
transzporterekkel (y*, y*L, BY) is (Grillo és mtsai 2008). Igy az eNOS arginin
ellatottsdga az extracelluldris térbdl, a vérbdl is biztositott. Preeclampsids esetekben
megfigyelték a vérszérum arginin szintjének csokkenését, ami hozzajarulhat a
vérnyomas emelkedéséhez. Az eNOS elégtelen arginin ellatottsagat sulyosbithatja a
preeclampsiaban megfigyelt emelkedett ADMA szint is. Az ADMA ugyanis nem csak a
NOS kompetitv inhibitora, hanem az aminosav transzporter kotohelyéért az argininnel
kompetal, gatolva az arginin felvételét is (Strobel és mtsai 2012). A placenta
mikroszoma arginin felvétele az els6 percben az iddvel linearisan valtozik. Az
argininfelvételt 10 pM pravastatin egészséges (38+9 %, p<0,05) és preeclampsias
(34£11 %, p<0,05) placenta mikroszomakban is novelte. A hatds azonosnak bizonyult

az egészséges ¢s preeclampsias mintakban (16. abra).

egészséges preeclampsias

2500+

2000+

1500+

1000+

dpm C14 arginin/mg fehérje

500+

kont Pra kont Pra

16. abra
Pravastatin hatdasa placenta mikroszoma arginin felvételére
10 uM pravastatin a mikroszoma arginin felvételét egészséges (n=3+SD) mintakban

32% -kal, preeclampsias (n=3+SD) mintakban 38 %-kal emeli meg (p<0,05).
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4.6. Preeclampsias placentak BH4 rezisztenciajanak
vizsgalata

A placentadk BH4 rezisztencidjanak meghatarozadsahoz 9 egészséges és 9
preeclampsids terhességbdl szarmazo placenta eNOS aktivitdsat vizsgaltuk. A

vizsgalatba bevont paciensek klinikai adatait a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat

BH{ rezisztencia vizsgalatban résztvevok klinikai adatai
Az értékek atlagot + SD jelentenek.

n.s. nem szignifikdns, ** p<0,01, *** p<0,001

kontroll terhesség n=9 preeclampsias terhesség

n=9
anya Kora (év) 30,4+3,9 31,8+8,2 n.s.
\sziilés (hét) 39,8+0,4 33,6+2,6 **
systolés vérnyomas 108,9+7,8 163,3+17,3 ***
(Hgmm)
diastolés vérnyomas 74,6+6,7 103,3£7,1 ***
(Hgmm)
proteinuria 0 ++ vagy

> 300 mg/nap
terhesség alatti 12,0+2.4 0,8+7.9 n.s.
sulygyarapodas (kg)
\sziiletési suly (g) 3449+132 1983641 ***

Ebbe a vizsgalatba 9 egészséges kontroll €s 9 preeclampsiés résztvevot vontunk be. Az
anyak kora nem tért el szignifikdnsan a kontroll (30,443,9 év) és a preeclampsias
(31,848,2 ¢év) csoportban. A preeclampsias csoport systolés és diastolés vérnyoméasa
(163,3£17,3 vs. 108,9+7,8 és 103,3+7,1 vs. 74,6+6,7 Hgmm) szignifikansan (p<0,001)
emelkedett, és proteinuria is csak ebben a csoportban volt jelen. A preeclampsias
csoportban a terhesség befejezddése (33,6+2,6 hét) szignifikansan (p<0,001) kordbban
tortént a kontroll csoporttal (39,840,4 hét) Osszehasonlitva. A sziiletési suly

szignifikansan alacsonyabb volt a preeclampsids csoportban (1983+641 gramm) a
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kontrollhoz képest (3449+132) gramm). A kontroll csoportba keriilt varandosok
terhesség alatti atlagos sulygyarapodasa (12,0+2,4 kg) nem tért el szignifikansan a beteg
csoportétol (9,8+7,9 kg).

A BHA4 rezisztencia vizsgalatdhoz a 3.4. fejezetben ismertetett eNOS aktivitas

mérési mdodszert hasznaltuk.

A 9 preeclampsias minta NOS aktivitasabol egy volt BH4 rezisztens. A BH4
rezisztens paciens klinikai képe nem tért el a vizsgalt preeclampsids esetekétol.
Legmagasabb mért vérnyomasa 160/110 Hgmm (tobbi preeclampsiasé 150-200/90-110
Hgmm) volt; vizelet fehérjetartalma ++; terhessége 31 hétig (tobbi preeclampsidsé 30-
37 hétig) tartott, az 0jsziilott méhen beliili novekedési elmaraddsban (IUGR) szenvedett,
sulya 1450 g (a tobbi patologias eset kozott egy IUGR eset fordult eld, az Gjsziilottek
szliletési sulya 1210-3360 g); a terhesség alatti stulygyarapodasa 8 kg (a tobbi
preeclampsidsé — 8-18 kg). Ennek a mintanak fizioldgias, 0,20 uM BH4 koncentracid
nem novelte szignifikansan a NOS aktivitasat, mig az egészséges placenta mikroszomak
aktivitasat atlagosan 60 %-kal (p<0,01), a BH4 szenzitiv preeclampsias mintak NOS
aktivitasat 67 %-kal (p<0,01) novelte a 0,02 uM BH4 mellett mért alapaktivitashoz
képest (17. abra).
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250+ egészséges preeclampsias preeclampsias
n=9 BH4 szenzitiv BH4 inszenzitiv
n=8 n=1

* %k k

* %k ]
200+ l

1501

eNOS relativ aktivitas (%)

100

50

20nM BH4 0,2 pMBH4 20nM BH4 0,2 pMBH4 20 nM BH4 0,2 pMBH4

17. abra

Placenta mikroszomak relativ NOS aktivitdsa fiziologias BH4 koncentracio mellett

A 100 %-os (alap) aktivitas 20 nM BH4 mellett mért enzimaktivitas (20 nM BH4). A
fiziologias, 0,2 uM BH4 mellett mért aktivitasok (0,2 pM BH4) az egészséges ¢és a BH4
szenzitiv mintdknal atlag+SD értéket jelentenek. ***= p<0,001
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50 uM BH4 mindharom csoport (egészséges, BH4 szenzitiv és BH4 inszenzitiv

preeclampsias) NOS aktivitasat tobb, mint kétszeresre novelte (18. abra).

egészséges preeclampsias preeclampsias
n=9 BH4 szenzitiv BH4 inszenzitiv
3004 n=8 n=1

*kk

250+

200+

150

eNOS relativ aktivitas (%)

100+

50

20nMBH4 50 pMBH4 20nMBH4 50 pMBH4 20nMBH4 50 pMBH4
18. dabra

Placenta mikroszomak relativ NOS aktivitasa 50 uM BH4 koncentrdacio mellett

A 100 %-os (alap) aktivitas 0,020 uM BH4 mellett mért enzimaktivitas (20 nM BH4).
Az 50 uM BH4 mellett mért aktivitdsok (50 nM BH4) az egészséges ¢s a BH4 szenzitiv
mintaknal atlag+SD értéket jelentenek. ***= p<0,001

10 uM pravastatin 32-38 %-kal novelte a NOS aktivitasat mind az egészséges, mind a
BH4 szenzitiv ¢s BH4 inszenzitiv mintdkban. A hatds hasonld volt mindhdrom BH4
koncentraci6 mellett, a 19. dbra a fiziologias, 0,20 uM BH4 koncentracional mért

pravastatin hatast mutatja.
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egészséges preeclampsias preeclampsias
n=9 BH4 szenzitiv BH4 inszenzitiv
200- .
n=8 n=l
*
*
L 1

100+

eNOS relativ aktivitas (%)

kont pra kont pra kont pra

19. dabra

Pravastatin hatdsa placenta mikroszoma relativ NOS aktivitdasdra

A NOS aktivitds minden pontban fiziologids, 0,2 pM BH4 mellett mérve. A 100

%-0s (kont) aktivitas pravastatin nélkiil, 0,2 uM BH4 jelenlétében mért enzimaktivitas.
A 10 uM pravastatin (pra) mellett mért aktivitasok az egészséges €¢s a BH4 szenzitiv
mintaknal atlag+SD értéket jelentenek. *=p<0,05

Vizsgalt esetiinkben a BH4 inszenzitiv placentanak van NOS alapaktivitasa, az
enzim tehat képes megkotni a BH4-t. Az alapaktivitds nem emelhetd fizioldgias
(100 nM) j6val magasabb, 50 uM BH4 viszont megemeli. Ez arra utal, hogy az enzim
BH4 affinitasa csokkent ebben az esetben. A pravastatin viszonylag enyhe (34 %-0s)
NOS aktivitast noveld hatisa elegendd ahhoz, hogy az enzim aktivitasat fiziologias

tartomanyba emelje (20. 4bra).
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20. dabra

Egészséges placenta mikroszoma NOS aktivitasanak BH4 koncentrdcio fiiggése

A vonalkézassal jelolt rész az egészséges primordialis €s érett placentik atlagos BH4
koncentréciojat jelzi.
n=9+SD
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5. Megbeszélés

A pravastatin a humén placenta eNOS aktivitasat stimuldlja. Az adatok azt mutatjak,
hogy a pravastatinnak gyors €s lassu hatasa egyarant van (Kaesemeyer és mtsai 1999,
Datar ¢és mtsai 2010, Fox ¢és mtsai 2011). Az eNOS expressziojat noveli 100 nM
pravastatin human koldokzsinér véna endotél sejtkulturaban (Ota és mtsai 2010). Az
expresszios szint novekedését megfigyelték 200 nM pravastatin mellett human placenta
tenyészetben is (Balan és mtsai 2017). Megfigyelte tobb munkacsoport is az aktivald
hatastt eNOS Ser1177 foszforilacidt pravastatin hatasara (Ohkawara és mtsai 2010,
Izumi és mtsai 2009). Pravastatin hatasara bekovetkezd eNOS Serl177 foszforilaciot
nem minden esetben sikeriilt kimutatni (Bellamy ¢és mtsai 2017), sot, Il-es tipust
diabeteses modell patkanyokban (OLETF) a pravastatinnal 8 hétig kezelt allatokban az
aorta eNOS Serll177 foszforilacié csokkent. Sajnos ebben a kisérletben az
enzimaktivitast nem mérték (Kikuchi és mtsai 2014). Az enzimaktivitas és Serl177-es
foszforilacio egyiittes mérése azt mutatja, hogy az eNOS aktivitas ndvelése fiiggetlen is

lehet a foszforilaciotol.

Mi a kisérleti koriilményeket ugy valasztottuk meg, hogy a pravastatin hosszl tava
hatdsai (expresszio, foszforildltsag) ne érvényiilhessenek. Ebben az esetben a
pravastatin-protein; protein-protein kdlcsonhatasok szerepe vizsgalhato. Vizsgalataink
arra utalnak, hogy a pravastatin hatasa az eNOS aktivitasara a kaveolintol fiiggetlen. Az
eNOS aktivitas szabalyozéasaban részt vevOé masik fehérje a Hsp90, ami koétddve az
eNOS-hoz emeli az aktivitasat. A Hsp90 inhibitor geldanamycin a Hsp90 ATP
kothelyével 1ép interakcioba, igy az ADP-ATP cserét gatolva megakadalyozza a
Hsp90 hatasat (Chatterjee és Catravas 2008). Eredményeink azt mutatjak, hogy a
pravastatin hatas a Hsp90-tdl fliggetleniil megy végbe.

Vizsgalataink ) eredménye az, hogy a pravastatin noveli a placenta mikroszéma
arginin felvételét. Ez a hatds kiegészithet az irodalombdl ismert statin hatasokat is.
Boger és mtsai simvastatinnal végeztek vizsgalatokat egészséges onkéntesek endothel-
hatasosabbnak bizonyult, mint a csak arginin vagy csak simvastatin kezelés magas

szérum ADMA szintnél. A simvastatinnak egyediil nem volt szignifikdns hatdsa az
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endotél-dependens vazodilataciora. A simvastatin, arginin, valamint a kettd egyiittes
adasa szignifikansan emelte az endotél-dependens vazodilataciot az alacsony ADMA
szérum szintli csoportban is (Boger és mtsai 2007). Az ADMA kompetitiv inhibitora az
eNOS-nak, igy a simvastatin hatdsa magyaradzhatdo az altalunk megfigyelt arginin

felvétel novelésével is.

A pravastatin hatdsa az arginin transzportra magyarazhat mas megfigyeléseket is.
Farmakologiasan magas (a fiziologiasnal legalabb o6tszor nagyobb) arginin
koncentracional nem figyeltek meg pravastatin hatdst a NO termelésre (Balan és mtsai
2017). Alacsony szérum arginin koncentracional (ca. 50 uM) (Kim és mtsai 2006) vagy
redukalt arginin transzportnal (Pimentel és mtsai 2013) a pravastatin novelheti az
arginin felvételt, igy ndvelve az eNOS aktivitasat. Preeclampsidban sériil a NO
termelése (Dymara-Konopka és mtsai 2019, Phipps €és mtsai 2019). Azt is megfigyelték,
hogy preeclampsias terhességben csokken a szérum arginin koncentracioja (Maruta és
mtsai 2017, Teran és mtsai 2012, Noris és mtsai 2004), n6het az ADMA szérumszintje
(Zheng és mtsai 2016, Gumus ¢és mtsai 2016, Bian és mtsai 2015, Garg ¢és mtsai 2018,
Maruta és mtsai 2017). Fenti eredményeket figyelembe véve megfontolandonak tlinik

indokolt esetekben a pravastatin és az arginin kezelés preeclampsiaban.

A human placenta BH4 koncentracidja az eNOS Ky értékének (110 nM)
tartomanyaban talalhatd. Az els6 trimeszterben a placenta atlagos BH4 koncentracioja
ennek koriilbeliil duplaja (200 nM), ami a terhesség végére harmadara (60 nM) csokken.
A NOS aktivitasa a placentaban tehat jelentdsen fligg a BH4 koncentraciotol. Az eNOS
dimer szerkezetii, két BH4-t kothet antikooperativ modon (Toth 2002). Az els6 BH4
kotése nagy affinitassal torténik, fiziologias BH4 koncentraciok telitik, ez eredményezi
az eNOS alapaktivitasat. A masodik BH4-t kis affinitassal (Ky=0,11 uM) koti az eNOS,
igy a terhesség végére a placenta NOS aktivitdsa a maximalis enzimaktivitashoz képest
csokken. A korabbi vizsgalatok soran 10 preeclampsids placenta homogenizatumbol 7
BH4 inszenzitivnek bizonyult (Kukor és mtsai 1996). Kés6bbi tanulmanyok soran
kideriilt, hogy a BH4 igen érzékeny a spontan oxidacidra. Emiatt a placenta eNOS BH4
szenzivitasat kimutatd metodikan valtoztattunk. A placenta homogenizatumot
mikroszomara cseréltiik, ezzel a homogenizatumban 1év6 reaktiv oxigén szarmazékokat

eltavolitottuk. A moddositott modszerrel mérve a BH4 inszenzitiv placentdk aranya
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jelentdsen csokkent, 9 mintdbol egy mutatott inszenzitivitast. Ez arra utal, hogy
preeclampsiaban eléfordulhat BH4 inszenzitivitas, de a preeclampsids eseteknek csak
kis részét érintheti. Az altalunk vizsgalt kis esetszadm miatt nem hatarozhaté6 meg, hogy
a preeclampsiaban szenveddk hany szazalékat érintheti a NOS BH4 érzéketlensége.

A BH4 inszenzitivitas tobbféleképpen is magyarazhatd. Egyrészt a preeclampsiara
jellemzé oxidativ stressz elimindlhatja a BH4-t, csokkentheti a NO termelést
(Hesthammer és mtsai 2019), latszolagos inszenzitivitast okozva. Ezt alatamasztja, hogy
placenta homogenizatumot vizsgélva az oxidativ stressz alatt 4ll6 preeclampsias mintak
jelentds része BH4 inszenzitivnek bizonyult, mig az egészséges mintak BH4 szenzitivek
voltak, ezzel ellentétben mikroszomat hasznalva a preeclampsias 9 minta kozil egy
mutatott inszenzitivitast. A humdan placenta mikroszoma NADPH jelenlétében termelhet
reaktiv oxigén gyokoket (Milczarek és mtsai 2007). A NOS miikodése NADPH
igényes, ezért elképzelhetd, hogy a megfigyelt esetiinkben a BH4 inszenzitivitast a
tultermelt oxidativ gyokok okoztak. Az oxidativ stressz okozta BH4 szint csdkkenés
ellen antioxidans kezelés segithetne a betegeken. Egy korabbi vizsgalat adatai alapjan az
aszkorbinsav védi a BH4-t az oxidaciotol (Toth és mtsai 2002). Tobb munkacsoport is
vizsgalta az antioxidansok (tobbek kozott C- ¢és E-vitamin) preventiv szerepét
preeclampsia ellen, de egy friss metaanalizis nem tdmasztotta ald a felvetést (Conde-
Agudelo ¢és mtsai 2011). A BH4 inszenzitivitas masik oka lehet a NOS BH4
affinitasanak csokkenése akar fehérjeszerkezetet érinté mutacio, akar poszttranszlacios
modositas, akar kornyezeti tényezé miatt. Kornyezeti tényez6 lehet a terhesség alatti
cinkellatottsag. Az eNOS BH4 k6té doménje kozel talalhato a Zn* koté doménjéhez, és
a Zn* segiti az enzim BH4 kotését (21. 4bra).

71



DOI:10.14753/SE.2021.2510

21. abra

Szarvasmarha eNOS tetrahidrobiopterin (H4B), Zn** (Zn?*) és hem (Heme) kiitése
A (Chreifi és mtsai 2014) hivatkozas 4. A. abraja alapjan

A cinkhiany igy csokkentheti az enzim affinitasat a BH4-hez (Chreifi és mtsai 2014). A
cinkpotlas lehetséges jotékony hatdsat alatamaszthatja, hogy csokkent Zn?* tartalmat
figyelt meg egy torok munkacsoport preeclampsids ndk placentdjaban (Acigkoz és mtsai
2006). Gyakorlati szempontbdl a kivitelezhetébb szérum cink koncentracid mérés
hasznosabb lenne, de az eddigi mérések eredményei ellentmondasosak. Par éve
elvégzett metaanalizisek szerint preeclampsids terhes ndék szérum cink szintje
alacsonyabb, mint az egészséges terhes n6ké (Ma és mtsai 2015, ZHu és mtsai 2016). A
cink antioxidans hatast, tobb mint 100 enzim mikodéséhez sziikséges (Hovdenak és
Haram 2012), emiatt nehéz kielégitd pontossaggal magyarazni a cink kezelések
hatdsmechanizmusat, és azt, hogy a cinkpdtlas elonyods hatdsaihoz milyen mértékben

jarulhat hozza a NOS. Az értelmezést az is neheziti, hogy a cinket étrend kiegészitdként
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nem Onalldéan, hanem egyéb asvanyi anyagokkal, vitaminokkal egyiitt alkalmazzak. A
cink mellett adott anyagok szintén befolyasolhatjak a terhesség kimenetelét, rdadasul az
oralisan alkalmazott cink felszivodasat, hasznosuldsat is modositjak (Azami és mtsai
2017, Sorouri és mtsai 2017, Rumiris és mtsai 2017).

A statinok lehetséges kedvezd hatdsat preeclampsiaban allatkisérletekben és
human vizsgalatokban is nyomon kovették. Patkdnyokban sVEGFR overexpresszioval
¢és CBA/J x DBA/2 egerekben kivaltott kisérletes preeclampsiat sikeresen kezeltek
pravastatinnal (Kumasawa ¢és mtsai 2011). Preeclampsidra nagy kockézatu (pl. magas
testtomeg index, dislipidaemia, hypertonia) terhes ndket pravastatinnal kezelve csokkent
a preeclampsids esetek aranya a kontroll csoporthoz képest (Costantine és mtsai 2016).
A statinok hatdsmechanizmusa preeclampsias esetekben jelenleg intenziven kutatott
terlilet. Régota ismert, hogy preeclampsiaban elégtelen a NO termelés, ami a vérnyomas
emelkedésén tul a placenta elégtelen vaszkularizacidjahoz, tédpanyagellatdsdhoz is
hozzé4jarulhat. Humén vizsgéalatokban igazoltdk, hogy a pravastatin novelheti
umbilikalis véna endotél sejtekben a NOS expresszidt, tehat az enzimaktivitas
emelkedés viszonylag lassan, orak, napok alatt zajlodik le (Ota és mtsai 2010).
Munkankban kimutattuk, hogy a pravastatin gyorsan is képes expressziotol és
foszforilaciotol fliggetleniil a huméan placenta NOS aktivitasat novelni. A hatds azon
alapszik, hogy a pravastatin ndveli a NOS szubsztratjanak, az argininnak a felvételi
sebességét, igy az enzim arginin ellatottsaga javul (Panczél ¢és mtsai 2019).
Preeclampsias terhességben megfigyelték, hogy csokkenhet a szérum arginin szintje,
ami hozzéjarulhat a NOS aktivitas csokkenéséhez és emelheti az oxidativ stresszt (Kim
¢és mtsai 2006). A pravastatin arginin felvételt noveld hatasa igy csokkentheti a placenta
arginin hianyat. Human umbilikélis véna endotél sejteket argininnal kezelve sikeriilt az
oxidativ stresszt is mérs€kelni (Acigkoz €s mtsai 2006). Preeclampsidban fokozott
oxidativ stressz figyelheté meg. Az oxidativ stressz endotél karosodast, gyulladasos
reakcidt, vérnyomds emelkedést okozhat. A placenta oxidativ stresszét novelheti a
szuperoxid a BH4 oxidaciojaval. Az oxidalédott BH4 az eNOS szétkapcsolasat
eredményezheti, aminek soran elektron keriilhet a molekuldris oxigénre, de az arginin
mar nem oxidalodik, a reakcid végén szuperoxid képzoédik (Aouache és mtsai 2018).
Az élettani terhességekben a placenta trofoblasztsejtjei mélyen behatolnak a méh

allomanydba és az arteria spiralisokat atalakitjadk (remodeling). A remodelinget is

73



DOI:10.14753/SE.2021.2510

karosithatja az oxidativ stressz. Az ok-okozati viszonyok helyes értelmezése jelenleg
részleteiben nem tisztazott. Fizioldgias terhességekben a citotrofoblaszt hypoxias
kornyezetben van, a hypoxia oxidativ stresszhez vezet, igy a fokozott oxidativ stressz
normalisnak tekinthetd. Az abnormalis remodeling elégtelen oxigénellatottsagot
eredményez, igy a trofoblasztinvazio akadalyoztatottsaga is vezethez oxidativ
stresszhez. A ,kétlépcsés modell” szerint az abnormalis implantacid, csokkent lepényi
perfuzio — kovetkeztében (elsé 1épcsd) a keringésbe olyan faktorok keriilnek (sVEGFR,
szolubilis endoglin), amelyek az anyai tiinetek megjelenéséért (masodik 1épcsd)
felelések (Ahmed €s mtsai 2017, Alasztics és mtsai 2012).

A placenta fiziologids BH4 koncentracidja Ky koriili érték, a NOS nem éri el a
maximalis aktivitdsat. A pravastatin enyhe NOS aktivitast noveld hatdsa eldnyos lehet,
mert az aktivitds ilyen mértékli emelésével az fizioldgias tartomanyba keriil. Az
emelkedett NO termelés csokkentheti a vérnyomast, enyhitheti a preeclampsidban is
megfigyelt fokozott vaszkuléris rezisztencidt (Osol és mtsai 2019, Valent és mtsai
2011). Megtigyelésiink egy esetre korlatozddik, igy tovabbi vizsgdlatokra lesz sziikség
ahhoz, hogy az esetleges terdpids hasznot megdllapithassuk. A minimalis esetszdm
ellenére biztato, hogy sikeriilt kimutatni, hogy pravastatinnal a placenta NOS aktivitasa
fiziologias szintre emelhetd.

A statin terapia jelenleg kontraindikalt terhesség alatt. A vizsgalatok eddigi
eredményei ellentmondéasosak. Néhany, kis esetszaml humaén vizsgélat tortént eddig.
Van, ami nem tdmasztotta ald a pravastatin feltételezett toxicitasat, de volt olyan
vizsgalat is, amelyben stlyos sziiletési rendellenesség fordult el a pravastatinnal kezelt
csoportban. Korai, Onkéntes bejelentéseken alapuldé beszamoloban idegrendszeri
karosodast, végtag rendellenességet irtak le. A vizsgalt esetszam nodvelésével a sulyos
rendellenességek eldforduldsanak ardnya kozeledett a statinnal kezelt és kezeletlen
csoportok kozott. Enyhe kovetkezménynek szamitd korabbi terminust (38,4 vs. 39,3
hét; p<0,04) és kisebb sziiletési sulyt (3,14 vs. 3,45; p=0,01) figyeltek meg nagyobb
szamu esetet vizsgalva. A sulyos események, mint halvasziiletés (1-1 eset kezelt és
kezeletlen csoportban), spontdn abortusz (14 vs. 11) kis szdma miatt statisztikai

adatokkal alatamasztott kovetkeztetéseket még nem lehet levonni (Taguchi és mtsai
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2008, Winterfeld ¢és mtsai 2013). A sikeres vizsgalatok ellenére a kedvezo
eredményeket is fenntartassal kell fogadni. A vizsgalatok kézott van olyan, aminek a
mindsége nem megfeleld. Volt olyan kis esetszamu felmérés (Ahmed és mtsai 2020),
amelyben a véletlen beosztasnal a placeboval kezelt csoportnak a kezelés eldtt is
alacsonyabb volt az atlagos sVEGFR szérumszintje, mint a pravastatinnal kezelté. A
vizsgalat végére mindkét csoportban csokkent a sVEGFR szintje. Kérdéses, hogy a
hatasért a pravastatin milyen szinten felelés. Mint az el6z6 példa is mutatja, nagy
esetszamu felmérésre lenne sziikség a terhesség alatt torténd pravastatin kezelés
kockézatainak megallapitasahoz. Az eddigi eredmények szerint a pravastatin védhet
preeclampsiaval szemben, mérséklédhet az intrauterin ndvekedési retardacid mértéke is

(Putra és mtsai 208, Chimini és mtsai 2019, Redecha és mtsai 2009, Taguchi és mtsai

2008).
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6. Kovetkeztetések

A preeclampsia kezelése jelenleg még nem megoldott. Az intenziv
kutatomunkék egyik eredménye, hogy a pravastatin kezelés nagy kockazati egyénekben
eredményes lehet. Ahhoz, hogy terapias céllal hasznalni lehessen, még szamos
vizsgélatot kell elvégezni, beleértve a hatdsmechanizmust, a terdpia eldényeinek és

hatranyainak nagy betegszamon torténd felmérését, a kezelés indikaciojat.

- A vizsgalat célja volt annak megallapitdsa, hogy a pravastatin milyen
mechanizmussal tudja humén placentdk NOS aktivitasat gyorsan emelni. Ennek
eredményeként a pravastatin eddig nem ismert tulajdonséagat sikertilt leirni, miszerint a

pravastatin novelheti a placenta arginin felvételét.

- Kidolgozasra keriilt egy 1j metodikai modszer preeclampsias placentdk NOS-anak

tetrahidrobiopterin érzékenységének megallapitasahoz.

- A vizsgalt tetrahidrobiopterin rezisztens esetben megallapitdst nyert, hogy a

pravastatin alkalmas lehet a placenta NOS aktivitasat fiziologias mértékiire emelni.

A fenti eredmények alapkutatas szintliek, de megalapozhatjdk a késObbiekben a
pravastatin  terdpidba bevonhatd személyek kivalasztasat (BH4  rezisztens
preeclampsiasok), illetve a terdpia pontositdsat (pravastatin kezelés + arginin

szupplementacio).
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7. Osszefoglalas

»Bevezetés” A terhességek 3-8 %-aban megjelend preeclampsia kezelése jelenleg nem
megoldott. A pravastatin potencialis preventiv hatasat megfigyelték preeclampsiaban. A
pravastatin egyik ismert pleiotrop hatasa az, hogy emeli a NO-szintaz (NOS) aktivitasat.
Preeclampsidban elégtelen a NO szintézise, ami hozzajarulhat az emelkedett
vérnyomashoz, proteinuridhoz, a placenta koros vaszkularizaciojahoz is. Preeclampsids
placentaban a csokkent NO szintézisnek az is oka lehet, hogy a NOS affinitasa csokken
a tetrahidrobioterinhez (BH4), ezzel BH4 rezisztencia alakul ki. ,,Cél” - A pravastatin
gyors hatdsmechanizmusanak vizsgalata egészséges és preeclampsids placentadk NOS
aktivitasara - Uj metodikai modszer kidolgozasa preeclampsias placentdk NOS-anak
BH4 érzékenységének megallapitasdhoz. - Annak vizsgélata, hogy a pravastatin
alkalmas lehet-e BH4 rezisztens preeclampsias placentak NOS aktivitasat fiziologias
mértéklire emelni. ,,Metodika” A NOS aktivitdsat placenta mikroszoméaban mértik
Cl14 arginin szubsztrattal, valtoz6 BH4 szintek mellett. Az eNOS (Serll77)
foszforilaciot Western blot analizissel vizsgaltuk. A placenta mikroszomalis arginin
felvételét rapid filtracios metodikaval hataroztuk meg. ,,Eredmények” A pravastatin
noveli az eNOS aktivitasat mind egészséges, mind preeclampsias mintakban (28% ¢és
32%) 1 mM Ca?* mellett. A hatas fiiggetlen a NOS-t gétld caveolintol, a NOS-t aktivalo
hésokk protein 90-t61 (hsp90) valamint a NOS foszforilaciotol is. Pravastatin hatasara a
humén placenta mikroszéma arginin felvétele né egészséges (38%) és preeclampsids
mintakban (34%) is. A BH4 rezisztencia vizsgalatahoz 0 metodikat alkalmaztunk,
ennek lényege, hogy a BH4-t védtiik az oxidaciotol. Az (ij metodikéaval 9 preeclampsias
mintdbol egy volt BH4 rezisztens: fiziologias BH4 koncentracid nem novelte
szignifikansan a NOS aktivitasat. 10 pM pravastatin 32-38 %-kal novelte a NOS
aktivitasat mindegyik BH4 koncentracional az egészséges, a BH4 szenzitiv és a BH4
rezisztens preeclampsids mintakban is, utobbi esetben hasonldé mértékben ndvelte, mint
a placenta fiziologds BH4 koncentracidja a BH4 érzékeny NOS aktivitasat.
»Megbeszélés” A pravastatin pleiotrop hatasaihoz hozzédjarulhat az eddig nem ismert
arginin transzport fokozés. Eredményeink 0j mechanizmussal egészitik ki a pravastatin
hatasat a human placenta NO termelésére. Vizsgalatunkkal tehat kimutattuk, hogy a
pravastatin a tetrahidrobioterin rezisztens preeclampsias placenta NOS aktivitasat

fiziologias szintre emeli.
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8. Summary

LIntroduction" Preeclampsia occurs in 3-8% of pregnancies. Its treatment is not yet
resolved. Pravastatin has been shown to potencially prevent preeclampsia. As one of the
known pleiotropic effects, pravastatin increases NO synthase (NOS) activity. In
preeclampsia, NO synthesis is insufficient resulting in hypertension, proteinuria and
abnormal vascularization of the placenta. Decreased affinity of NOS for
tetrahydrobiopterin (BH4) (BH4 resistance) might be a reason of decreased NO
synthesis in the preeclamptic placenta. ,,Purpose” - To investigate the rapid mechanism
of action of pravastatin for NOS activity in healthy and preeclamptic placentas. -
Development of a new methodological approach to determine BH4 sensitivity of
preeclamptic placental NOS. Investigate the potential of pravastatin to raise the NOS
activity of BH4 resistant preeclamptic placentas to physiological levels. ,,Methods'" NO
synthase activity in the placental microsome was measured using C14 arginine substrate
at various BH4 levels. Phosphorylation of eNOS (Serll77) was investigated by
Western blot. Microsomal arginine uptake was measured by rapid filtration
method.""Results™ Pravastatin significantly increased total eNOS activity in healthy
(28%) and preeclamptic placentas (32%). This effect was independent of caveolin,
Hsp90 and Serl1177 phosphorilation. Pravastatin induced arginine uptake of placental
microsomes in both healthy (38%) and preeclamptic pregnancies (34%). To test for
BH4 resistance, we changed the known methodology to protect BH4 from oxidation.
The new methodology reduced the number of BH4-resistant samples. One of the 9
preeclamptic patients was BH4 resistant, physiologic BH4 concentration did not
significantly increase NOS activity.10 pM pravastatin increased NOS activity by 32-
38% at all BH4 concentration in healthy, BH4 sensitive and BH4 resistant preeclamptic
samples. ""Conclusions™ The previously unknown increase in arginine transport may
contribute to the effects of pravastatin. Our results complement the effect of pravastatin
on human placental NO production with a new mechanism. 10 uM pravastatin increased
BH4-resistant placental NOS activity to a similar extent as placental physiological BH4
concentration increased BH4-sensitive NOS activity. Thus, our study showed that
pravastatin raises BH4-resistant preeclamptic placental NOS activity to physiological
levels. These new findings may contribute to better understanding of preeclampsia and

may also have a clinical relevance.
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