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Bevezetés

A preeclampsia egy gyakori és stlyos terhességi korkép, a
terhességek 4,5— 11,2%-aban alakul ki. Jelentoségét jol
mutatja, hogy vilagszerte, éves szinten tobb, mint félmillio
magzat- illetve 1jsziilott-, valamint tdbb, mint 70000 anyai
halalozasért felel0s.

Az utdbbi évtizedek intenziv kutatasai ellenére a preeclampsia
pontos etiologiaja tovabbra is tisztazatlan, ahogy oki kezelése
és hatékony megel6zése sem kielégitéen megoldott. Ismert,
hogy az elégtelen NO termelés hozzajarulhat a preeclampsia
kialakulasahoz.

A placenta elsdsorban endothelialis nitrogén-monoxid szintaz
(eNOS) izoenzimet expresszal. A nitrogén-monoxid szabadon
diffundal a sejtek kozott, az endotélbdl atjut az érfal
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simaizomsejtekben gazdag médidjaba. A NO  hatékony

s

crcr

s

amely az élettani placentacio elengedhetetlen része.

A csokkent hatékony NO szint kialakulasanak tobb oka lehet.
Hozzajarul a preeclampsias nék oxidativ stressze. Az eNOS
aktivitasat gyorsan tobb modon is lehet modositani. Egyrészt a
plazmamembranhoz, ezen belill a caveolakhoz kotott eNOS
szubsztratellatottsdgat  arginin  transzporterekkel  lehet
biztositani. Az enzim aktivitasat fokozza az intracellularis
Ca2+ ¢és BH4 koncentracio emelkedése és csokkenti az enzim
endogén kompetitiv inhibitora, az aszimmetrikus dimetil-



arginin (ADMA). Az eNOS-t aktivalo Serl1177 aktivald
foszforilaci6 és Thr495 defoszforilacio a két legjelentésebb
foszforilaciohoz kothetd szabalyozasi mod. Az eNOS
aktivitdsat fehérje-fehérje kapcsolatok is modositjak. A Hsp90
kotodése aktivalja, a caveolin gatolja az eNOS-t. Az
okozza, ezzel aktivalja az eNOS-t.

A NOS mikodése BH4-t igényel. A placenta BH4
koncentracidja a féltelitési tartomanyban (0,11 uM) talalhato,
igy a BH4 szintje jelent6sen modosithatja az enzimaktivitast.
Preeclampsias placentak eNOS aktivitasat mérve igazolodott
néhdny esetben, hogy preeclampsids placentdk eNOS
aktivitaisa nem emelkedik fiziologias BH4 szintnél, a
maximalis aktivitas eléréséhez nagyon magas BH4
koncentracio sziikséges. (BH4 rezisztensek)

A NOS aktivitas novelésével a NO szint emelkedik, igy a
preeclampsia kezelésének egyik lehetséges modja a NOS
aktivitasanak, a NO szintjének novelése. A  pravastatin
hatékony lehet a NO szint normalizalasaban is.

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 koz¢ tartoznak.
Elsédleges hatdsukon kiviil pleiotrop hatasokkal 1is
rendelkeznek. A pleiotrop hatasaik ko6zé proangiogén,
antiinflammatorikus, antioxidans,  neuroprotektiv = ¢és
antitrombotikus tulajdonsdgok is tartoznak, beleértve az
endotélium védelmét is. A statinok fokozzak az eNOS
expressziodjat az eNOSmMRNS féléletidejének
meghosszabbitasaval, csokkentik a caveolin-1 fehérje
expressziojat, ¢és igy annak az eNOS-t gatldé hatasat.



Aktivalhatjak a foszfatidil-inozitol-3-foszfat ~ (PI3K)/Akt
utvonalat ¢és eldsegitik az  eNOS miikodését Serl177
foszforilacioval és Thr495 defoszforilacioval.

A statinok koziil preeclampsia kezelésére leggyakrabban a
pravastatint alkalmazzak, mert elonyds hatasai mellett a
megfigyelt karos mellékhatasok szama ennél a statinnal volt a
legkedvezdbb.

Célkitizések

1. A pravastatin gyors hatasmechanizmusanak vizsgalata
egészséges ¢€s preeclampsids placentdk  NOS
aktivitdsara.

2. Uj metodikai modszer kidolgozasa preeclampsias
placentak NOS-anak tetrahidrobiopterin
érzékenységének megallapitasahoz.

3. Annak vizsgalata, hogy a pravastatin alkalmas lehet-e
tetrahidrobiopterin rezisztens preeclampsias placentak
NOS aktivitasat fiziologias mértékiire emelni.

Modszerek

A pravastatin és eNOS kapcsolatanak vizsgalatdnal azt a
stratégiat kovettiik, hogy megvizsgaltuk, hogy pravastatinnal
modosithato-e az eNOS-caveolin, eNOS- Hsp90 kapcsolata,
valtozik-e a mikroszoma arginin felvétele, illetve valtozik-e az
eNOS Ser1177 foszforilacidja? Az eNOS Ser1177 és Thr495
foszforilacios allapota reciprok mddon valtozik, igy elegendd
egyikilk, jelen esetben a Serl1177 foszforilacios allapotanak
vizsgalata. A caveolin és Hsp90 pravastatinnal torténd



feltételezett kapcsolatat géatloszereik (caveolin-Ca és Hsp90-
geldanamycin) jelenlétében vizsgaltuk.

A preeclampsias placentak NOS aktivitasanak esetleges BH4
inszenzitivitasa 2000 ota ismert. A Kukor és mtsai altal
placenta homogenizatummal végzett vizsgalatban kb. 70 %-0s
volt a preeclampsias mintdk BH4 inszenzitivitasa. A
preeclampsias placentdk fokozott oxidativ stressze a
redukaloszer altal biztositott védelem ellenére hatastalanithatja
ezzel az enzimaktivitas csokkenését okozva. Emiatt a valds
BH4 inszenzitivitds megallapitasahoz a hasznalt metodikai
modszert modositani kellett.

Résztvevok kivalasztasa és klinikai adatainak felvétele

A vizsgalatba olyan egészséges és preeclampsias terhes noket
vontunk be, akiknek gondozasa a Semmelweis Egyetem
Sziilészeti és NOgyodgyaszati Klinikajanak 2. telephelyén
(korabban: Semmelweis Egyetem II. sz. Sziilészeti és
Négyogyaszati Klinikajan, Budapest, Ull&i ut 78/A) zajlott. A
vizsgalathoz az etikai engedélyt az ETT TUKEB adta meg
(engedély szama:48995-2016/EKU). A Klinikai adatokat a
résztvevd paciensek korlapjaibol, a MedSol rendszerbdl
gylijtottiik.

Placenta mikroszoéma preparalas

Kozvetleniil sziilés utan jég kozott a placentabol a sziilészoban
olloval kiilonb6zé helyekrél legalabb 30 gramm mintat
vettiink és  haladéktalanul atszallitottuk a  biokémiai
laboratoriumba. Mivel a human placenta mikroszéma
frakciojanak van a legmagasabb specifikus NOS aktivitasa,
késlekedés mnélkiill mikroszomat preparaltunk beldle. A



kisérletekhez ezt a mikroszoma frakciot hasznaltuk. A
mikroszéma frakciobol fehérje meghatarozasra mintakat
kiilonitettink el, majd azonnal meghataroztuk a NOS
aktivitdsat, a maradék mintdkat tobb réssztva -80 °C-on
taroltuk a NOS BH4 szenzitivitas megallapitasahoz és Western
blot analizishez valo felhasznalasig. Az arginin felvétel
vizsgalatahoz a mintakat folyékony nitrogénben taroltuk.

Fehérje meghatarozasa

A mikroszoma fehérjetartalmat Lowry modszerével hataroztuk
meg. A Kalibracios gorbét marha szérum albuminnal
készitettiink (0,005-0,2 mg/ml tartomanyban).

NO-szintaz aktivitas mérése

A NO-szintaz aktivitdsat maximalis enzimaktivitast biztositd
koriilmények kozott hataroztuk meg kiilonbozé6 BH4
koncentracioknal, 37 °C-on, 10 percig inkubalva. A NOS
aktivitasat placenta mikroszomaban mértilk C14 arginin
szubsztrattal egészséges (n=6-9) és preeclampsias (n=6-9)
mintak felhasznaldsaval. Az aktivitast jéghideg NAME-
oldattal allitottuk le. A Cl4 arginint az enzimreakcio
végtermék Cl14 citrullintél Dowex 50-W kationcserélé Na*
ciklusi gyantan valasztottuk el. 3*1 ml eluatum
radioaktivitdsdt mértilk meg, miutdn 5-5 ml szcintillacios
folyadékkal 6sszekevertiik. Hattérként 1 mM NAME tartalmt
mintat hasznaltunk.

A mikroszoma prepardlasakor a  vizoldékony, kis
molekulatomegli anyagok nagy része a citoszol frakcioban
marad, igy a BH4 is. A BH4 érzékeny oxidaciora,
dihidrobiopterinné alakul (BH2), mely mar nem kotédik az
enzimhez, aktivitasat nem emeli. Az aktivitds meghatarozasat



az oxidacid okozta artefaktum elkeriilése végett mindig BH4
érzékeny, egészséges  sziilésbol  szarmazd  standard
mikroszoma minta hasznalata mellett végeztik. Az
enzimaktivitast az alapaktivitast biztosité 20 nM, fizioldgias
200 nM ¢és farmakologias S0 pM BH4 mellett mértiik. A BH4-
oxidacié minimalizalasa érdekében azt kozvetleniil a reakciod
elinditdsa el6tt mértiik a reakcioelegybe. A pravastatin hatasat
10 uM koncentracional vizsgaltuk.

Az eNOS Ser1177 foszforilaciojanak vizsgalata

Az eNOS Ser 1177 foszforilacidjanak vizsgalata Western blot
modszerrel tortént. A teljes eNOS és Serl177-en foszforilalt
eNOS western blot analizisét ugyanazon a membranon
végeztiik el.

Placenta mikroszoma arginin felvételének meghatarozasa

A placenta mikroszoma arginin felvételét rapid filtracios
metodikaval végeztik. A moddszert arginin felvételre
optimalizaltuk. A mikroszoéma mintdk arginin felvételét 1
percig mértiik, C14 arginin hasznalataval. A mérést elvégeztiik
alamethicin (50 pg/mg protein) jelenlétében is, hogy az
intravezikularisan =~ membranhoz = kotdtt  radioaktivitast
meghatarozhassuk. A mikroszoma arginin felvételét az
alamethicin  nélkiili és az  alamethicines  mintak
radioaktivitasanak kiillonbségébol szamoltuk.

Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai analizise Excel Data analizis
szoftverrel tortént. Szignifikancia vizsgalatot t-teszttel
vegeztiink. Statisztikailag szignifikdnsnak abban az esetben
fogadtuk el a kiilonbséget, ha p<0,05. Az adatokat



kozépérték+SD formaban adtuk meg, kisérletenként altaldban
3-6 kiilonb6z6 mintat hasznaltunk.

Eredmények

A pravastatin  eNOS aktivitasra Kkifejtett hatasanak
vizsgalata

A vizsgéalathoz 6 preeclampsias és 6 egészséges placentat
gyljtottink  a  Semmelweis Egyetem  Sziilészeti és
Négyogyaszati Klinikajan (Budapest, UllSi ut, 78/A részleg).
Kisérleteinkhez a 6 egészséges mintat kontrollként és a 6
preeclampsias placentabol preparalt mikroszémat hasznaltuk
fel. A két csoport kozott szignifikans kiilonbség a vérnyomas,
tekintetében mutatkozott. Az anyak kora nem tért el
szignifikansan a kontroll és a beteg csoportban.

A placenta mikroszoma NOS aktivitasanak vizsgalata

A placenta NOS aktivitasanak nagy része (kb. 85 %) Ca-
dependens eNOS. A preeclampsiara jellemz6é gyulladasos
allapot miatt felmertilt, hogy preeclampsiaban indukalodik az
iNOS. Par éve kimutattak, hogy az iNOS indukcidja mellett
jelentésen emelkedik az eNOS mRNS szintje is emiatt
preeclampsias allapotban is az eNOS hatarozza meg a placenta
NO szintézisét.

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 alapaktivitdshoz képest.

A maximalis eNOS aktivitast 10 uM pravastatin tovabb
novelte az egészséges esetben 28% -kal, a preeclampsias
mintakban 32%-kal. A pravastatin hatdsa az egészséges és



preeclampsias mintakban hasonlonak bizonyult, pravastatinnal
a placenta mikroszoma aktivitasat kb. 30 %-kal lehet ndvelni.
Megfigyelhetd, hogy 50 uM BH4 jelenlétében a pravastatin
hatas kifejezettebb, mint 20 nM BH4 mellett. Ez a hatas a
kontroll és a beteg csoportban is jelentkezett, de egyiknél sem
volt szignifikans. Ennek a minimalis hatasnak a magyarazata
lehet a BH4 oxidacigja. A  pravastatin  hatasa
koncentraciofiiggd, a maximalis pravastatin hatas 10 pM
koncentracio mellett mérheté 1 mM Ca®* és 50 uM BH4
mellett. 100 és 500 uM pravastatinnak mar gatlo hatasa van.
Az eNOS-t gatlo kaveolin 1 mM Ca*" mellett disszocidl az
eNOS-rol, ezért a pravastatin hatdsat a caveolintol
fiiggetlennek tételezhetjiik fel.

Pravastatin hatas és Hsp90
Az eNOS aktivitasait a Hsp90 hoésokk fehérje noveli. A
pravastatin  Hsp90-t61 fiiggetlen hatasat gatloszere, a
geldanamycin jelenlétében vizsgaltuk. Az eNOS aktivitasa 10
UM pravastatin hatdsara 100nM geldanamycin jelenlétében is
nd. Ha a geldanamycin jelenlétében mért eNOS aktivitds 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 puM BH4 mellett (p<0,05). Preeclampsids
mintakat vizsgalva hasonlé 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 hatasatdl fiiggetlen lehet.



A pravastatin hatasa az eNOS Ser1177 foszforilaciéjara

A mintdkat az eNOS aktivitds mérésénél hasznalt
azonos koriilmények kozott inkubaltuk C14 arginin hasznalata
nélkiil. A mintak eNOS Ser1177 foszforilaltsagat Western blot
analizissel vizsgaltuk. Mérésilink szerint a mérési koriilmények
kozott 10 perces inkubalas alatt 10 pM pravastatin nem
valtoztatta meg az eNOS Ser1177 foszforilaltsagi allapotat.

A pravastatin hatisa a placenta mikroszéma arginin
felvételére

Az eNOS a sejtmembranban kapcsolatban van pozitiv toltési
aminosav transzporterekkel (y*, y'L, B”) is. Igy az eNOS
arginin ellatottsaga az extracellularis térbol, a veérbdl is
biztositott. Preeclampsids esetekben megfigyelték a vérszérum
arginin szintjének csokkenését, ami hozzajarulhat a vérnyomas
emelkedéséhez. Az eNOS elégtelen arginin ellatottsagat
sulyosbithatja a preeclampsidban 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. A placenta mikroszoma arginin felvétele az els6
percben az iddvel linearisan valtozik. Az argininfelvételt 10
UM pravastatin egészséges (389 %, p<0,05) és preeclampsias
(34+11 %, p<0,05) placenta mikroszomakban is ndvelte. A
hatas azonosnak bizonyult az egészséges és preeclampsias
mintakban is.

Preeclampsias placentak BH4 rezisztenciajanak vizsgalata
A placentadk BH4 rezisztenciajanak meghatarozasahoz 9
egészséges és 9 preeclampsias terhességbdl szarmazo placenta
eNOS aktivitasat vizsgaltuk. A kontroll és preeclampsias



csoport kozott szignifikans kiilonbség a  vérnyomas,
fehérjevizelés, a terhességi kor sziiléskor és a sziiletési suly
tekintetében mutatkozott. Az anyak kora nem tért el
szignifikansan a két csoportban, ahogy a terhesség alatti
atlagos sulygyarapodas sem.

A BH4 rezisztencia vizsgalata a korabban ismertetett eNOS
aktivitas mérési modszerrel tortént. A 9 preeclampsias minta
NOS aktivitasabol egy volt BH4 rezisztens. A BH4 rezisztens
paciens klinikai képe nem tért el a vizsgalt preeclampsids
esetekétél. Ennek a mintanak fiziologias, 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.

50 uM BH4 mindharom csoport (egészséges, BH4 szenzitiv és
BH4 inszenzitiv preeclampsids) NOS aktivitdsat tobb, mint
kétszeresre novelte.

10uM pravastatin 32-38 %-kal novelte a NOS aktivitasat mind
az egészséges, mind a BH4 szenzitiv és BH4 inszenzitiv
mintdkban. A hatds hasonlé volt mindharom BH4
koncentracié mellett.

A vizsgalt esetben a BH4 inszenzitiv placentanak van NOS
alapaktivitasa, az enzim tehat képes megkotni a BH4-t. Az
nM) BH4-nel, az egészséges placentakban mért Ky értéknél
(100 nM) joval magasabb, 50 uM BH4 viszont megemeli. Ez
arra utal, hogy az enzim BH4 affinitdsa csokkent ebben az
esetben. A pravastatin viszonylag enyhe (34 %-0s) NOS
aktivitadst noveld hatasa elegendé ahhoz, hogy az enzim
aktivitasat fiziologias tartomanyba emelje.
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Egészséges placenta mikroszoma NOS aktivitisinak BH4 koncentracio
fiiggése és a pravastatin hatasa a NOS aktivitasara

A vonalkazassal jelolt rész az egészséges primordialis és érett placentak
atlagos BH4 koncentraciojat jelzi. n=9+SD

Kovetkeztetések

A kutatasok alapjan a pravastatin kezelés preeclampsia
tekintetében nagy kockazati varandosokban eredményes lehet.

A vizsgalat célja volt annak megallapitasa, hogy a pravastatin
milyen mechanizmussal tudja huméan placentdk NOS
aktivitasat gyorsan emelni. Ennek eredményeként a pravastatin
eddig nem ismert tulajdonsagat sikeriilt leirni, miszerint a
pravastatin novelheti a placenta arginin felvételét.
Kidolgozasra keriilt egy 1j metodikai mddszer preeclampsias
placentdk NOS-anak tetrahidrobiopterin érzékenységének
megallapitasahoz.

A vizsgalt tetrahidrobiopterin rezisztens esetben megallapitast
nyert, hogy a pravastatin alkalmas lehet a placenta NOS
aktivitasat fiziologias mértékiire emelni.



Ahhoz, hogy a pravastatint preeclampsidban terapias céllal
hasznalni lehessen, még szamos vizsgalatot kell elvégezni,
beleértve a hatdsmechanizmust, a terapia elonyeinek &s
hatranyainak nagy betegszamon torténd felmérését, a kezelés
indikacigjat. A fenti eredmények alapkutatas szintlek, de
megalapozhatjak a késObbiekben a pravastatin terapidba
bevonhatd  személyek  kivalasztasit (BH4  rezisztens
preeclampsiasok), illetve a terapia pontositasat (pravastatin
kezelés + arginin szupplementacio).
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