EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES

A neutrofil granulocitak szuperoxid-anion termelése
egészséges €s preeclampsias terhességben

Dr. Lampé Rudolf

i535

Témavezetok:
Prof. Dr. Poka Robert

Dr. Szucs Sandor

DEBRECENI EGYETEM
KLINIKAI ORVOSTUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA

Debrecen, 2011



Tartalomjegyzék

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

2. BEVEZETES

2.1. A terhesség immunoldgiaja

2.1.1. A placenta szerepe

2.1.2. A terhesség és a fehérvérsejtek

2.1.3. A neutrofil granulocitak és a NADPH oxidaz

2.2. A preeclampsia

2.2.1. A preeclampsia epidemiologiaja ¢€s rizikdfaktorai

2.2.2. A preeclampsia osztalyozasa, diagnozisa

2.2.3. A preeclampsia pathogenezise

2.2.3.1. A placentaci6 preeclampsiaban

2.2.3.2. A szisztémas endothel diszfunkcié preeclampsiaban

2.2.3.3. A preeclampsia és az oxidativ stressz

3. CELKITUZESEK

4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A vizsgalati alanyok

4.2. A kisérletek soran felhasznalt kémiai anyagok

10

11

12

12

13

14

15

16

18

19

19

19



4.3. A granulocitak szeparacioja periférias vérbol

4.4. A szuperoxid-anion termelés mérése

4.5. A plazmamintak hatasdnak mérése a nem terhesek, egészséges terhesek és

preeclampsids terhesek neutrofil granulocitainak szuperoxid-anion termelésére

4.6. Statisztikai analizis

5. EREDMENYEK

5.1. A neutrofil granulocitdk szuperoxid-anion termelése

5.2. A plazmamintak hatdsa a granulocitak szuperoxid-anion termelésére

6. MEGBESZELES

7. OSSZEFOGLALAS

SUMMARY

8. IRODALOMJEGYZEK

9. ABRAJEGYZEK

10. TARGYSZAVAK — KEYWORDS

11. KOSZONETNYILVANITAS

12. KOZLEMENYEK

13. FUGGELEK

20

20

21

22

23

24

26

36

42

44

46

53

55

56

57

63



1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AFP alfa fetoprotein

BMI testtomegindex

CD differencialodasi antigén

DAG diacilglicerol

DNS dezoxiribonukleinsav

DUOX dual oxidaz

EDTA etiléndiamintetraacetat

EGF epidermalis novekedési faktor
ENT egeészséges nem terhes

ET egészséges terhes

FMLP n-formil-metionil-leucil-fenilalanin
GDP guanozin-difoszfat

GM-CSF granulocita makrofag kolonia-stimulalé faktor
g gramm

gp glikoprotein

GTP guanozin-trifoszfat

H hidrogén kation

hCG humén chorion gonadotropin
HEPES 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetdnszulfon
Hgmm higanymilliméter

HLA human leukocita antigén

hPL human placentaris laktogén

IL interleukin

INF interferon

IUGR méhen beliili retardaciéd

IVF in vitro fertilizacié

kDA kilodalton



LDL

LH

LPS
MAPK
MHC

ml

MMP
NADPH
NF-xB
NK sejtek
NOX
O,
PDBu
PIGF
PKC

PT

SD

sEng

sFlt

SOD

Tc limfocita
TGF

Th sejtek
TNF
Treg
VEGF

alacsony striiségi lipoprotein
luteinizald hormon
lipopoliszacharid
mitogén-aktivalt protein kindz
6 hisztokompatibilitasi antigén
milliliter
matrix-metalloproteindz
nikotinamid-adenin-dinukleotid
sejtmag faktor kB

természetes 6ldsejtek

nitrogén oxid

szuperoxid-anion
forbol-dibutirat
foszfatidilinozitol-glikan F protein
protein kinaz-C

preeclampsias terhes

standard deviacid

szolubilis endoglin

szolubilis fms-szert tirozin kindz
szuperoxid-dizmutdz
citotoxikus T limfocitak
transzformalo novekedési faktor
T segit6 sejtek

tumor nekrozis faktor
regulatorikus T sejtek

vaszkularis endothelidlis novekedési faktor



2. BEVEZETES

2.1. A terhesség immunologiaja

A terhesség sordn kialakuld immunoldgiai tolerancia a magzattal szemben egy
rendkiviil bonyolult és dsszetett folyamat, mely napjainkban is a kutatasok egyik kiemelkedd
jelentdségli targyat képezi. Jelen értekezés megértéséhez sziikségszerli ezen folyamatok

nagyvonalakban torténd vazolasa.

2.1.1. A placenta szerepe

A klasszikus MHC I-gének (lokuszai: HLA-A, -B, -C) a szervezet minden magvas
sejtiének felszinén megtalalhatéak, polimorfak és az MHC I glikoproteinek szintéziséért
felelések. A Tc limfocitdk aktivalédasanak feltétele az 1. osztalyu polimorf HLA-antigének
jelenléte, mig az NK sejtek aktivalodasa éppen ezen antigének hidnyéan alapul. A trofoblaszt
sejtek nem expresszaljdk sem a HLA-A-t, sem a HLA-B-t. A nem polimorf, Gn. nem
klasszikus MHC I gének (lokuszai: HLA-E, -F, -G) termékeinek pontos funkciéja még nem
ismert. Ezen csoportbdl a trofoblasztok felszinén megjelend HLA-G-nek van a terhesség
szempontjabol jelentdsége. A HLA-G jelen tudasunk szerint a timuszon ¢és a citotrofoblaszton
kiviil mas sejten nem jelenik meg. Szemben a HLA-A és -B allélok szamos varidnsaval, a
HLA-G-nek csak nagyon kevés formaja ismert. Ebbdl arra kovetkeztetnek, hogy az apai
eredeti HLA-G az anyaival azonos, vagy dontd mértékben hasonlo. Bar egyre tobb a
bizonyiték, hogy a HLA-G nélkiilozhetetlen az NK sejt medidlta immunvélasz ellen, a T

sejtekkel kapcsolatos funkcioja még kérdéses. Feltételezik, hogy interakcidba 1épnek a CD4-



¢s CD8-pozitiv T sejtekkel és csokkentik azok miikodését (Gobin és mtsai, 2002; Bainbridge,

2000), azaz a terhesség medialta anyai immunszuppresszidban fontos szerepet jatszhatnak.

A placenta altal termelt szteroid és fehérje hormonokrol kimutattdk immunszuppressziv
hatdsukat. A human choriogonadotropin (hCG) immunszuppressziv hatasat vizsgalo
kisérletekben bebizonyitottdk, hogy annak intraperitonedlis adagolasdval a bor allograftok
tulélése megnyujthatd (Pearse és mtsa, 1967; Kaye és mtsai, 1971). A hCG okozta
szupprimalt limfocita funkciordl is ismertek adatok (Kondoh, 1976; Watson és mtsa, 1990).
Mindemellett ezek ellenkezdjére, azaz, hogy a hCG-nek nincs leukocitakat gatlo hatésa, is van
kisérletes példa (Caldwell és mtsai, 1975; Maes és mtsa, 1977). Napjainkban egyre
elfogadottabb az a feltételezés, miszerint a hCG-nek szisztémas immunszupprimald hatasa
nincs, de a terhesség fenntartasaban fontos immunregulator funkcioval rendelkezik (Beer €s

mtsa, 1982).

A progeszteron, amit a trofoblaszt és/vagy az ovarium corpus luteuma termel, szamos
egy¢b funkcidjan kiviil szintén szerepet jatszhat az anyai immunszuppresszidban, foként a
dentritikus sejtek és a T sejtek funkcidinak modositasan keresztiil (Segerer és mtsai, 2009;

Shojaeian és mtsai, 2007).

A human placentéaris laktogén (hPL) egy placenta altal termelt polipeptid hormon,
melynek strukturdja és funkcidja az emberi ndvekedési hormonéhoz hasonld (Josimovich és
mtsai, 1963). Az immunfunkciot befolydsold hatasa kérdéses. A limfocitak miikddését gatld
és a Th2 citokinek termelését stimulald hatasat is leirtak (Hammarstrom és mtsai, 1979;
Schafer és mtsai, 1992), de ismertek adatok arrdl is, hogy nincs limfocita miikodést

befolyasold hatasa (Stimson, 1980).

Bar az alfa-foetoproteint (AFP) nem a placenta sejtjei, hanem a magzat (a szikholyag és

a maj) termeli, targyaldsa mégis itt indokolt. Immunszuppressziv hatasat valoszintisitik, a T



sejt valasz csokkentésén keresztlil (Littman és mtsai, 1977; Sheppard és mtsai, 1977).
Kisérletes adatok ismertek, miszerint az AFP gatolja az elsddleges antitest valaszt, az antitest
azok mitkddését az nem csokkenti (Isakov és mtsai, 1979). Pontos hatasmechanizmusa nem

ismert.

2.1.2. A terhesség és a fehérvérsejtek

Terhesség soran az anyai immunrendszer elsé megfigyelheté valtozasa a
fehérvérsejtszam novekedése (Kuhnert és mtsai, 1998). Az immunvalasz megvaltozasanak
klinikai bizonyitékai a rheumatoid arthritisben és lupus erythematosusban szenvedd terhesek
esetében figyelhetdk meg. Rheumatoid arthritisben szenveddk terhessége soran gyakran a
koérkép remisszidja kovetkezik be, mig lupus erythematosusosok terhességében tobbnyire

annak fellangolasa (Ostensen €s mtsai, 1983; Varner, 1991).

A T limfocitak koziil terhességben elsdsorban a Th sejtek szerepe jelentds. Eltolodas
mutathatd ki a Th sejtek funkciondlisan eltéréli populacidinak aranydban. A Thl sejtek a
sejtes immunitadsban vesznek részt Ggy, hogy Thl tipusu citokinek (IL-2, TNFB és INFy)
termelésével aktivaljdk az immunrendszert, igy a terhesség fenntartasa szempontjabol
artalmasak. A Th2 sejtek a humordlis immunvalaszt segité I1L-4, IL-5, IL-6 és IL-13
termelésiikkel szabalyozd funkciot toltenek be, segitik a trofoblaszt invéaziot és az
implantaciot. Ebbdl az is kovetkezik, hogy a Thl és Th2 sejtek a rajuk jellemzd citokin
termelésével egymas funkcigjat gatoljak. Egészséges terhesség soran a protektiv hatdst Th2
sejtek aranyanak a talsulya jellemzd (Saito és mtsai, 2007; Vizi és mtsai, 2001). A Th1/Th2
rendszer nem magyarazza hidnytalanul, hogy az anyai immunrendszer miért nem 1ép fel a

magzattal szemben. Egy ujabb felfedezés, a Th1/Th2/Th17 és regulatorikus T (Treg) sejtek



komplex miikodése mar elfogadhatobb magyarazattal szolgal. A Thl7 sejtek az IL-17-es
proinflammatoérikus citokint termelik, ami a gyulladasos folyamatok indukaldsdban jatszik
szerepet. Ezzel szemben a Treg sejtek miikodése az immunregulacidhoz €s az immunoldgiai
tolerancia indukalasahoz kothetd. Az implantacidhoz a gyulladas nélkiilozhetetlen, azonban a
tul nagyfoku gyulladas az embrid elpusztuldsdhoz vezet. A Treg sejek valdsziniileg ezt a
tulzott gyulladast akadalyozzak meg az implantacié idészakaban. Ezen tul a decidualis Treg
sejtek a HLA-C indukalta, T sejt medidlta immunmechanizmust, mely kéaros az embrio
szempontjabol, gatolni tudjak. A felsorolt sejtek altal kialakitott érzékeny egyensuly
barmelyik tagjanak aranytalan novekedése vagy csokkenése az egyensuly megbomlasdhoz
vezet, aminek kdvetkezménye a terhesség megsziinése illetve kiilonb6zo terhességi korképek

kialakulasa lehet (Saito, 2010).

Kevés adat all rendelkezésre az NK sejtek terhességben betoltott szerepérol. Ezek olyan
csontveld eredetli sejtek, melyek eldzetes szenzitizdcid nélkiil képesek azon célsejtek
elpusztitasara, melyeken nem taldlhat6 MHC 1. osztalyl antigén. Egészséges terheseknél a
periférids NK sejtek szdma ¢és INF-y termelésiik a nem terhesekéhez viszonyitva csdkken
(Veenstra van Nieuwenhoven és mtsai, 2002). Az NK sejtek magas szdma embriotoxikus
hatast, bizonyitékul szolgal erre egy vizsgélat, aminek eredménye az volt, hogy IVF-val
fogant terhesség esetén nem sziiletett €16 0jsziilott, ha a periférias vérben a leukocitak koziil
az NK sejtek aranya a 18%-ot meghaladja (Beer és mtsai, 2006). A kdzelmult egyik érdekes
felfedezése, hogy az elsd trimeszterben az NK sejtek a limfocitdk kozil a méh
mukozarétegeiben 70-80%-ot érnek el, majd a terhesség végére szamuk a terhesség elotti
szintre csokken. Ezen decidualis NK sejtek modosult fenotipussal, funkcidval és receptor
profillal rendelkeznek, szerepiik valosziniileg esszencidlis a terhesség korai szakaszaban.
Emellett a normalis lefolyast terhességet alacsony periféridas NK aktivitas jellemzi. Ezen

csokkenés elmaradésa a terhesség megszakadasat okozhatja (Carlino és mtsai, 2008).



A dentritikus sejtek a legpotensebb antigénprezental6 sejtek (Steinman, 1991). Legalabb
harom populacidja ismert, melyeknek komplex funkcidjuk lehet a terhesség fenntartasaban,
am egységes allaspont nem ismert, intenziv kutatasok folynak a témaban (Bizargity és mtsai,

2009).

2.1.3. A neutrofil granulocitak és a NADPH oxidaz

A neutrofil polimorfonukledris granulocitdk (mas néven polimorfonuklearis leukocitak)
gyors motilitdsu fagocitak, melyek az Oroklott immunrendszer elsé vonalbeli sejtjei.
Els6édleges szerepiik a mikroorganizmusok elleni védekezés. Az opszonizalodott
mikroorganizmust specifikus receptorukkal megkétik, fagocitaljak, majd a mieloperoxidaz
altal képzett hidrogénperoxid segitségével eradikaljak (Klebanoff, 2005). A védekezés egy
masik fontos eszkdze a NADPH oxidaz altal termelt szuperoxid-anion (O,"). A neutrofil
granulocitdk a NADPH oxidaz kiilonb6z6 tipusai koziil a NOX2-t expresszald fagocitak
prototipusai. Az aktiv enzimkomplex a citoplazmatikus NADPH-r6l elektront transzportal az
oxigén molekulara, kialakitva a O,"-t a kdvetkezé modon: 2 O, + NADPH — 2 O, + NADP*

+H" (Saez és mtsai, 2009).

Ismert, hogy a szervezetben a redox homeosztazis egy igen érzékeny, szamos élettani
folyamatot befolydsold egyensuly, aminek egyik alkotéeleme az oxiddns-antioxidans
egyensuly. Az oxidansok egyik legjelentdsebb képviseldje a O, (Droge, 2002). Az egyik
legelfogadottabb definicid szerint az antioxiddnsok olyan anyagok, melyek viszonylag kis
koncentracioban képesek kompetitive modon koétédni az oxidalé molekuldkhoz, ezzel
szignifikansan csokkenteni vagy gatolni azok oxidacios képességét (Halliwell és mtsa, 1989).
Az emberi szervezetben ezek a szuperoxid-dizmutidz (SOD) enzimek, a glutation peroxidéz, a

kataldz; vagy a nem enzimatikus formdk, ugymint a C-vitamin és az E-vitamin. A O, -nak
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fontos szerepe van élettani funkciok szabalyozasaban is (a 1€gzés kontrollalasa, az eritropoetin
termelés, és simaizom relaxacio), valamint jelentés jelatviteli molekula példaul az EGF

receptor, az NF-kB vagy a MAPK utvonalak esetében (Droge, 2002).

2.2. A preeclampsia

A preeclampsia egy terhesség-specifikus megbetegedés, aminek vezetd tlinete a
terhesség 20. hete utan Gjonnan kialakuld6 magas vérnyomas ¢és proteinuria. Bar a betegség
pontos etiologidja ismeretlen, a placenta hipoperfuzidja és a diffiz endothelsejt karosodas
kozponti szerepet tolt be. A preeclampsianak enyhe €s sulyos formai lehetnek, elhanyagolt
esetben pedig vese- és majelégtelenséghez, disszeminalt intravaszkularis koagulécidhoz és
kozponti idegrendszeri tiinetekhez vezethet (Sibai és mtsai, 2005). Mivel a korkép definitiv
terapidja a magzat vilagra segitése, a preeclampsia magas anyai €s magzati morbiditassal és
mortalitissal jar. Az Egyesiilt Allamokban a korasziilések 15%-aért és az anyai haldlozas
17,6%-4ért felelds. Vilagszerte a preeclampsia €és az eclampsia (azaz a preeclampsids
terheseknél kialakuld gércsrohamok, melyeknek mas kivaltdo oka nem ismert) évente az anyai
halalesetek koriilbeliil 14%-aért felelds, ami 50000-75000 nét érint (Goldenberg és mtsa,

1998; Berg ¢s mtsai, 2003).

A betegség jelentdsége miatt szamos probalkozas tortént a megel6zés €s eldjelzés terén
(Ggymint alacsony dozisu aszpirin, kalcium szuplementécio, C- és E-vitamin bevitel), &m
ezek kidbranditd eredményekkel zarultak (Caritis és mtsai, 1998; Poston és mtsai, 2008).
Kiilonosen érdekes ez azért, mivel a probalkozasok a preeclampsia pathogenezisében

feltételezetten kulcsszerepet jatszo folyamatok alapjan torténtek.
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2.2.1. A preeclampsia epidemiologiaja és rizikofaktorai

Az Egyesiilt Allamokban az egészséges, korabban nem sziilt terhes nék korében a
preeclampsia incidencidja 2-6% (Sibai, 2003). A koérkép enyhe forméban jelenik meg az
esetek 75%-aban, mig sulyos formaban az esetek 25%-aban. Az Osszes preeclampsids eset
10%-a alakul ki a 34. terhességi hét el6tt. A magnézium profilaxis hidnyaban 200
preeclampsias koziil egynél stlyosbodik a kérkép annyira, hogy eclampsia alakul ki (Sibai,
2004; Livingston és mtsai, 2003). Azon ndknél, akiknél az el6zményben preeclampsia, tobbes
terhesség, kronikus magasvérnyomds vagy vesebetegség szerepel nagyobb a preeclampsia
kialakuldsdnak valosziniisége. Ezen kiviil az obezitds, a diabétesz, a trombofilia, a 40 év
feletti €letkor is a rizik6faktorok kozé sorolhatok (Sibai, 2004). A csalddi anamnézis kapcsan

a kardiovaszkularis megbetegedések érdemelnek kiemelt figyelmet (Rigo és mtsai, 2006)

2.2.2. A preeclampsia osztalyozasa

A terhesség soran eléforduld magasvérnyomast 4 csoportba osztjuk (NHBPEP, 2000),
melyek koziil az egyik a preeclampsia: korabban normalis vérnyomast noénél a 20. terhességi
hét utan kialakulé magasvérnyomds ¢€s proteinuria (24 6ra alatt tobb, mint 0,3 g fehérje

iiritése).

Az enyhe preeclampsia diagnézisa akkor allithato fel, ha a terhes vérnyomasa nagyobb,
mint 140/90 Hgmm, egy nap minimum kétszer mérve, legaldbb hat o6ra kiilonbséggel, egy
hetes perioduson beliil. A proteinuria definicidé szerint a nagyobb, vagy egyenld, mint 1+
fehérje random modon végzett gyorsteszttel, vagy a 24 ora alatt gylijtott vizeletben az iiritett
fehérje mennyisége nagyobb, mint 300 mg. Az 6déma és hiperreflexia napjainkban nem

tartozik a preeclampsia diagnosztikus kritériumai kdz¢. Hasonloan az ACOG 2001-es ajanlasa
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szerint mar nem tartozik a hipertenzié korabban elfogadott kritériumai k6z¢é a korabban mért
vérnyomasokhoz képest 30 Hgmm-es szisztolés, és/vagy 15 Hgmme-es diasztolés vérnyomas

emelkedés (ACOG, 2001).

A stlyos preeclampsia diagndzisa a preeclampsia fent ismertetett kritériumainak

teljesiilése mellett legalabb egynek a kialakulasa a kovetkezdk koziil:

—A szisztolés vérnyomas 160 Hgmm, vagy nagyobb, vagy a diasztolés vérnyomas 110
Hgmm, vagy nagyobb, egy nap legalabb kétszer mérve, minimum 6 6ra kiilonbséggel.

—A proteinuria tobb mint 5 g 24 dra alatt.

—Tiid66déma

—Oliguria (<400 ml vizelet 24 6ra alatt).

—Perzisztalo fejfajas

—Epigasztrialis fajdalom és/vagy roml6 majfunkcio

—Trombocitopénia

— Ultrahang vizsgalattal igazolt méhen beliili ndvekedésbeli elmaradas (IUGR)

A preeclampsia klinikai manifesztacioi valtozatosak lehetnek. A gesztacids hipertenziod
diagnoézisa példaul csak retrospektive allithato fel, am kezelést a legtobb esetben igényel, ami
altalaban ugy torténik, mintha a paciens preeclampsids lenne. Ha egy terhesnek vese vagy

kardiovaszkularis megbetegedése van, a preeclampsia diagndzisa ugyancsak nehezitett.

2.2.3. A preeclampsia pathogenezise

Az éltalanosan elfogadott konszenzus a preeclampsia pathogenezisét illetden az, hogy
egy endotelsejt rendellenesség, ami az enyhétdl a sulyosig terjedd mikroangiopatidhoz vezet a

célszervekben, azaz az agyban, a vesékben, a majban ¢és a placentdban (Lain és mtsa, 2002).
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Béar a hipertenzié tiinik a leggyakoribb tlinetnek, az nem tekinthetd az elsddleges
pathogenetikai folyamatnak. Nem ritka, hogy mas szervek is érintett¢ valnak miel6tt a
magasvérnyomds manifesztalodik. A korkép tiineteinek kialakuldsa el6tt a preeclampsias
terhesekben az endothelsejt karosodas keringd markereinek emelkedett szintje mutathatd ki.
Ezen markerek az endotelin, a cellularis fibronektin, a plazminogén aktivator inhibitor-1, és a

megvaltozott prosztaciklin/tromboxan arany (Mutter és mtsa, 2008).

Ismertek adatok a preeclampsia genetikai hatterérdl is, melyek koziil a legintenzivebben
kutatottak a hiperkoagulacidt okozok. A protein C, protein S és antitrombin deficiencidk
rizik6 faktorként szerepelhetnek (Cooper, 1994), csakigy, mint az V-0s faktor Leiden
mutéacidja, melyrdl hazai kutatdcsoportok is kimutattdk, hogy hozzajarulhat a preeclampsia

kialakulasdhoz (Nagy és mtsai, 1998; Rigd és mtsai, 2000)

Napjainkban tehat a preeclampsia pathogenezisének hatterében elsdsorban az oxidativ
stresszt, immunologiai, humoralis és metabolikus rendellenességeket feltételezik, melyek
mindegyike endothelsejt karosodashoz, kovetkezményes célszerv-karosodashoz vezethet. Az

aldbbiakban a harom legfontosabb folyamatot részletezziik.

2.2.3.1. A placentacié preeclampsiiaban

A preeclampsiaban megfigyelhetd rendellenes placentacié annak az eredménye, hogy a
trofoblasztok  képtelenek betdrni a decidudlis erekbe. Egészséges terhességben
citotrofoblasztok egy csoportja, az un. invaziv citotrofoblasztok, az anyai decidudlis spiralis
artéridk tunica media rétegébe tornek ¢és annak endotheliumdval lépnek kapcsolatba. A
folyamatot pszeudovaszkularizacionak nevezziikk (Zhou és mtsai, 1997). Ezen valtozéasok
eredményeként az emlitett erek kis muszkularis arteriolakbol nagy kapacitasa, alacsony

ellenallast erekké alakulnak at. Ez biztositja a magzat szdmara sziikséges, megnovekedett
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véraramlast. Nagy valoszintiséggel a folyamat az elsd trimeszterben kezdddik és a terhesség
20. hetére be is fejezodik. Preeclampsidban a deciduélis arteriolak invazidja inkomplett, igy az
arteriolak tobbsége intakt és vazokonstrikcidora képes marad. Egészséges terhességben a
trofoblaszt differencidlodasa szamos molekula (pl. citokinek, matrix metalloproteinazok,
adhéziés molekuldk, HLA-G) expresszidjat magaban foglalja. Preeclampsidban az invaziv
citotrofoblasztok nem tudjak expresszalni a MMP-9-et ¢és a HLA-G-t. A
pszeudovaszkularizacié ¢és a trofoblasztok anyai erekbe torténd betorésének részleges
elmaradasa hatterében immunologiai és genetikai faktorok hatasat valdszintisitik, elsédleges

oka azonban nem ismert (Lim ¢és mtsai, 1997).

2.2.3.2. A szisztémas endothel diszfunkcio preeclampsiaban

Az endothelsejtek az erek belfelszinét boritd sejtek, melyek az erek permeabilitasat,
tonusat €s a véralvadasi kaszkddot szabdlyozzak. A preeclampsidban megfigyelhetd
endothelsejt diszfunkcioért tobbek kozt a placenta altal termelt proangiogén (VEGF és PIGF)
¢s antiangiogén (sFlt-1 és sEng) faktorok egyensulyanak megbomlasa tehetd feleldssé, de
szerepet jatszanak még a tumor nekrozis faktorok (TNF), az interleukin (IL) molekuldk, egyes

lipid molekulék és a reaktiv oxigén intermedierek is (Germain és mtsai, 2007).

Az angiogenezis zavartalan folyamata kritikus a sikeres placenticido szempontjabol.
Mind a VEGF, mind a PIGF el6segiti az angiogenezist. Mindkét emlitett novekedési faktort
dontden a placenta termeli és terhesség soran mindkettd szintje emelkedik, a PIGF esetében
ez a ndvekedés nagysagrendekkel nagyobb, mint a VEGF esetében. Azon terheseknél, akiknél
a preeclampsia késobb kialakult, az egészséges terhesekhez viszonyitva mindkét faktor szintje

mar a masodik trimeszter elején csokkent (Levine és mitsai, 2004). A T és NK sejtek
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intracellularis VEGF expresszidja is szignifikansan csokken preeclampsidban, ami

hozzajarulhat a generalizalt endothelsejt diszfunkcidhoz (Molvarec és mtsai, 2010a).

Az sFIt-1 egy szolubilis izoformaja a Flt-1-nek, ami egy transzmembran receptora a
VEGF-nek. A sFlt-1 a vérben keringd VEGF-t és PIGF-t koti meg, igy ezen faktorok nem
tudnak a transzmembréan receptorukhoz kotédni. Igy az sFlt-1-nek antiangiogén hatésa van.
Mindezeken til a VEGF ¢és a PIGF fontos szerepet tolt be az endothelsejtek
homeosztazisaban. Ezt jol példazza, hogy a szelektiven glomeruldris VEGF gén tekintetében
knockout patkdnyok életképtelenck, mig a heterozigotak glomeruldris endotheliosissal
szliletnek (preeclampsiara is jellemzd korkép). Ismert, hogy preeclampsiaban a szérum sFlt-1
szintje emelkedett, mig a PIGF szintje csokkent (Molvarec és mtsai, 2010b). Allatkisérletek
bizonyitjak, hogy a terhesség korai szakaszaban az sFlt-1 emelkedett szintje a preeclampsia

rizikofaktoranak tekinthetd (Maynard és mtsai, 2003).

A sEng egy szolubilis izoformaja a TGF-beta co-receptoranak, igy megkdti a
keringésben 1évé TGF-betat, ezzel annak vérszintjét csokkenti. Mivel a TGF-beta egy
proangiogén molekula, a sEng kozvetetten antiangiogén hatasi. A preeclampsia klinikai
tiinetei eldtt kimutathatd az anyai vérbdl és szintje a preeclampsia sulyossagaval korrelal,
majd sziilés utan csokken. Allatkisérletes modellen bizonyitottdk, hogy sEng adasaval

hipertenzi6t lehet kivaltani (Levine és mtsai, 2006).

2.2.3.3. A preeclampsia és az oxidativ stressz

A reaktiv oxigéngyokok elsédleges timadasi pontjai sejtmembranok és lipoproteinek. A
tobbszorosen telitetlen zsirsavak és a koleszterin karositdsaval reaktiv elsddleges termékek
keletkeznek, amiket lipid hidroperoxidoknak neveziink, a folyamatot pedig

lipidperoxidacionak hivjuk (Hubel, 1999). A lipid hidroperoxidok a szervezet fiziologids
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miikodéséhez sziikségesek, am kontrollalatlan termelddésiik a sejtek diszfunkcidjahoz ¢€s
karosodasahoz vezethet. A preeclampsia esetében széleskorien vizsgalt jelenség a
lipidperoxidacio. Kisérletes koriilmények kozott lipidperoxidacidoval a preeclampsiaban is
megfigyelheté endothelsejt karosodast, illetve annak kovetkezményeit figyelték meg. A
legfontosabbakat megemlitve: hidrogén-peroxid intrarenalis injektalasaval allatkisérletben
reverzibilis proteinuria jott létre (Yoshioka és mtsai, 1991). Az artéridkban 1étrejovo
endothelsejt fiiggd vazodilatacié karosodasat lehet kimutatni in vitro, melynek oka a
lipidperoxidacio soran keletkez6 oxidalt-LDL megnovekedett mennyisége (Galle és mtsai,
1994). Eclampsidhoz hasonl6 gorcsrohamokat €s intravaszkularis trombozist sikeriilt kivaltani
terhes kisérleti allatokban E-vitamin szegény ¢&s lipid-peroxidokat tartalmazé diétaval

(Stamler, 1959).

A granulocitak termelte O, -nal kapcsolatban a rendelkezésre allé szakirodalom szamos
ellentmondast tartalmaz. Az bizonyos, hogy az aktivalt neutrofilek altal termelt O, a
sejtmembran lipidperoxidacidjat okozza, ami megnovekedett vaszkuldris permeabilitassal és
reaktivitassal jar (Harlan, 1987). Az ellentmondésokat szemléltetve megemlitjiik, hogy egy
munkacsoport vizsgélatai szerint n-formyl-metionyl-leucyl-fenilalanin (FMLP) stimulacioval
harmadik trimeszterben 1év0 egészséges terheseknél szignifikdnsan magasabb neutrofil
szabadgyok termelést mért a nem terhes kontrollokkal Osszehasonlitva (Selvaraj és mitsai,
1982), mig egy masik munkacsoport hasonld kisérletben a terheseknél mért szignifikansan
alacsonyabb O™ termelést a nem terhesekhez képest (Crouch és mtsai, 1995). Sacks és mtsai.
normadl terhességben és preeclampsiaban is magasabb O, termelést mértek FMLP stimulécio
hatdsdra a nem terhesek értékeihez képest (Sacks és mtsai, 1998), mig Crocker és mtsai.
egészséges terhességben a nem terhesekhez és preeclampsias terhesekhez képest csokkent a

O, termelést mértek (Crocker és mtsai, 1999).
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3. CELKITUZESEK

Munkank soran az alabbi problémak megoldasat és kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki

célul:

I. Egészséges terhesek és preeclampsias terhesek vérmintaibdl szeparalt periférias
neutrofil granulocitak O, termelésének megfigyelése, tisztazasa:

1. Hogyan vaéltozik meg a granulocitdk O, termelése egészséges terhességben és
preeclampsiaban a nem terhes kontrollok eredményéhez viszonyitva PDBu és FMLP
stimul4ci6 hatésara?

IL. Egészséges terhesek és preeclampsias terhesek vérében a granulocita-funkciot
befolyasolé plazmafaktorok jelenlétének vagy hianyanak igazolasa:

1. Milyen hatassal van az egészséges nem terhes, egészséges terhes és preeclampsias ndk
vérplazmaja az egészséges terhesekbdl, egészséges nem terhesekbdl és preeclampsias
terhesekbdl izolalt granulocitadk O, termelésére?

2. A fenti valtozasok hogyan alakulnak inaktivalt és nem inaktivalt vérplazma
alkalmazasa esetén?

3. Befolyasolja-e a granulocitdk O, termelését az idegen immunoldgiai kornyezet, tehat

a nem sajat, de ugyanazon vizsgalati csoportbdl szdrmazo6 vérplazma?
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4. BETEGEK ES MODSZEREK

4.1. A vizsgalati alanyok

Tajékozott beleegyezést kovetden, terhességiik harmadik trimeszterében jaro 31
egészseéges terhes és 39 preeclampsias nd periférids vérmintait gylijtottiik ossze. A vérvételek
a 26-38. terhességi héten torténtek. Kontrollként 35 hasonld életkoru, egészséges nem terhes
nd vérmintait hasznaltuk. Az egészséges terhes nok életkora 23-34 év volt, atlagosan 31,1 *
4,3 év, a preeclampsids terheseké 22-34 év, atlagosan 31,3 £ 3,9 ¢év, az egészséges nem
terheseké 25-33 év, atlagosan 31,6 + 2,8 év. A preeclampsiat a terhesség 20. hete utan
kialakulé6 magasvérnyomas (=140/90 Hgmm két kiilonb6zdé mérés eredményeként, legalabb 6
ora kiilonbséggel) és proteinuria (24 oras vizeletgyiijtésbol a fehérje mennyisége tobb mint
300 mg/nap) egylittes fennalldsa esetén diagnosztizaltuk. A preeclampsidsok a korkép
sulyossagat illetéen az enyhe (140/90 Hgmm — 149/99 Hgmm) €s kdzepesen sulyos (150/100
Hgmm — 159/109 Hgmm) csoportbol keriiltek ki, a stilyos preeclampsidsokat nem valogattuk
be. Minden vérvétel a gyogyszeres kezelés elott tortént, a bevalogatott egyének nem szedtek
rendszeresen gyogyszert, nem szenvedtek cukorbetegségben, vagy egyéb belgyogyaszati

megbetegedésben, el6zményilikben nem volt nagyobb sebészeti beavatkozas.

4.2. A Kkisérletek soran felhasznalt kémiai anyagok

Ficoll sejtszeparaciés médium, szuperoxid dizmutdz (marha eritrocitdkbol, 4500 U/mg
fehérje), ferricitokrém c¢ (marha szivbdl), phorbol-12,13-dibutyrate, n-formyl-methionyl-

phenylalanie, Hank’s puffer, EDTA, tripankék.
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4.3. A granulocitak szeparacioja periférias vérbol

A periférias vér levétele EDTA (Becton-Dickinson, Cedex, Franciaorszag) tartalmu,
vakuum elven mikodo, zart vérvételi csovekbe tortént (Becton-Dickinson, Cedex, France)
mindhdrom vizsgalati csoport esetében. A vérmintakat egyenként Ficoll oldatra (1,077 g/ml)
rétegeztiik, 1g-vel centrifugaltuk 40-60 percig szobahdmérsékleten. Az igy kiilonvalasztott
plazmaban és fehérvérsejtekben gazdag feliiluszot leszivtuk és a Ficoll gradiens (1,119 g/ml
és 1,077 g/ml) tetejére rétegeztiik, majd 350 g-n, 20 °C-on 30 percig centrifugaltuk. A két
eltérd surtiségii Ficoll réteg kozé kivalt neutrofil granulocitdkat 6sszegytjtottiik és 7,4-es pH-
ra beallitott Hank’s pufferben egymas utan kétszer mostuk 20 °C-on (English és mtsa, 1974).
A sejtek életképességét tripankék kizarasos teszttel ellendriztiik, ami 98%-os volt. A
granulocita szuszpenzié tisztasdga mikroszkopos vizsgalat alapjan 94-98%-os volt. A
vorosvértestek hipotonids lizisére nem volt sziikség, tekintettel az eritrocita kontaminacid

hianyéra.

4.4. A szuperoxid-anion termelés mérése

A Oy termelésért felelos NADPH-oxidaz stimulalasa mind az intracellularis PK-C
utvonalon, mind a formil-peptid receptor utvonalon keresztiil tortént a PDBu illetve az FMLP
segitségével. A O, termelést a ferricitokrom-c megkotésének szuperoxid-dizmutazzal
gatolhato csokkenéseként mértiik (Babior és mtsai, 1975). A granulocitdkat (3x10°) Hank’s
oldatban (pH 7,4) inkubaltuk phorbol-12,13-dibutyrattal (PDBu) és FMLP-vel 15 percig
37°C-on. A mintak végsd térfogata 0,5 ml, a PDBu és FMLP koncentracioja 100-100 nmol/l,
a ferricitokrom-c koncentracidja pedig 50 umol/l volt. A megkotddés valtozasat 550 nm-en

mértiilk kettds sugart Shimadzu UV-160A spektrofotométerrel (Shimadzu Seisakusho Ltd,
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Kyoto, Japan) 25°C-on. Az oldatba kivalasztott O, mennyiségét a redukalt ferricitokrom-c

molaris extinkcios koefficiense (2,1x10* M'cm™) alapjan szamitottuk ki (Pick és mtsa, 1981).

4.5. A plazmamintak hatasanak mérése a nem terhesek, egészséges terhesek és

preeclampsias terhesek neutrofil granulocitainak szuperoxid-anion termelésére

A plazmafrakciokat az egészséges nem terhesek, egészséges terhesek és preeclampsias
terhesek periféridas vérmintdibol nyertik azok 20 °C-on 10 percig 800 g-n torténd
centrifugdldsa utdn, majd minden egyes plazmamintat két egyenld részre osztottuk.
Plazmakisérleteink sordn 6 egészséges terhes, 6 nem terhes és 6 preeclampsias nd
plazmamintait izolaltuk, illetve ugyanezen vizsgélati alanyok granulocitait szeparaltuk. A
plazmamintdk egyik részét 30 perc alatt 56 °C-os vizflird6ben inaktivaltuk, a
komplementrendszer feltételezett granulocita funkciot befolyasold hatasanak kizarasa céljabol
(Rossi, 1986). A plazmamintdk masik részét nem inaktivaltuk. A vizsgalt személyektdl nyert
plazmamintidkat nem kevertiik Ossze, azokat felhasznalasig -86 °C-on taroltuk. Minden
plazmakisérletet inaktivalt és nem inaktivalt plazmaval végeztiink el. Az egészséges nem
terhes noék granulocitdit (3x10°) egészséges terhesek és preeclampsids terhesek
egészséges nem terhes ndk ¢€s preeclampsias terhesek inaktivalt és nem inaktivalt
plazmamintaival kezeltiik, illetve a preeclampsias terhesek granulocitdit egészséges nem
terhesek ¢s egészséges terhesek plazmamintdiban inkubdltuk. Annak érdekében, hogy
megfigyeljiik az ,,idegen plazma” immunmedidlta hatdsat a granulocitdk O, termelésére, az
egészséges nem terhesek, egészséges terhesek és preeclampsids terhesek vérébdl nyert
sejteket (3x10°) sajat plazméjukkal (1,5 ml) (autolég) és sajat csoportjabél szarmazo, de

masik egyén plazmajaval (1,5 ml) (heterolog) kezeltiik. A granulocitdk inaktivalt és nem
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inaktivalt plazmaban térténd inkubécidja 37 °C-on 60 percig tartott, majd Hank’s oldatban

mostuk és a fent leirt moédon mértiik a O, termelésiiket.

4.6. Statisztikai analizis

A minta eloszlasat a Kolmogorov-Smirnov teszttel ellendriztiik, melynek soran az
normal eloszlastinak bizonyult. A vizsgalt populacid klinikai paramétereinek, az egészséges
nem terhesekbodl, egészséges terhesekbdl és preeclampsias terhesekbdl szarmazo granulocitak
O, termelésének, csakugy, mint az eldzetesen plazmamintdban inkubalt neutrofilek O,
termelésének kiillonbségeit egyszemponti varianciaanalizissel (ANOVA) illetve Newman-

Keuls post-hoc teszttel vizsgaltuk. Szignifikansnak a p <0,05 kiilonbséget tekintettiik.
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5. EREDMENYEK

Az 1. tablazat az egészséges nem terhesek, egészséges terhesek és preeclampsias
terhesek klinikai tulajdonsagait mutatja. Az altalunk vizsgalt betegeknél is megfigyelhetok a
szakirodalombol ismert, preeclampsidban bekovetkezd valtozasok. Eredményeinkbdl lathato,
hogy a preeclampsids terhesek korében a sziiléskori magasabb testtomeg-index ¢és
alacsonyabb gesztactios kor, az alacsonyabb ujsziilott-suly illetve a magasabb szisztolés ¢€s
diasztolés vérnyomads valamint proteinuria szignifikans valtozast mutat az egészséges terhesek

eredményeihez képest.

nem terhesek egészséges terhesek preeclampsias terhesek

(n=35) (n=31) (n=39) p ertek
életkor 30,8 +2,2 31,0+4,5 30,7+ 4,4 >0,05
gesztacios kor , N .

a vérvételkor (hét) NE 31,5£3.3 31.4£3,7 >0,05
gesztacios kor . - i <0 05%
a sziiléskor (hét) NE 394 +1,7 37,6 +2,6 0,05
terhesség elotti BMI NE 243414 246+16 ~0.05
(kg/mZ) 2 2 2 2 b
BMI a sziiléskor NE 27,6 +4,1 30,6 + 4,6 <0,05*
(kg/m”)

paritas * 0 (0-1) 0(0-2) 0 (0-1) >0,05
szisztolés vérnyomas 122 +5,5 120 + 6,6 157 49,8 <0,05*
vérvételkor (Hgmm) ’ ’ ’

diasztolés vérnyomas 78+ 4.5 77462 103 +42 <0,05*

vérvételkor (Hgmm)
ujsziilott sulya (gramm) NE 3578 £526,5 3030 + 710,1 <0,05*

proteinuria a

- - - &
vérvételkor (gyorsteszt) 0(0-0) 0(0-0) 3(1-3) <0,05

I. tablazat. A vizsgalatokban résztvevok klinikai tulajdonsagai. * Az értékek atlagot jelolnek
(tartomany). BMI: testtdmeg-index (kg/m?). NE: nem értelmezhet6. * szignifikans eltérés az
egészseéges terhesek és preeclampsias terhesek kozott.
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5.1. A neutrofil granulocitak szuperoxid-anion termelése

Az egészséges nem terhesek, egészséges terhesek ¢és preeclampsids terhesek
granulocitdinak PDBu ¢és FMLP stimulalt O, termelése az 1A és 1B abran lathat6. A 1L

tablazat a konkrét mérési eredményeket mutatja.

PDBu-stimulacio FMLP-stimulacio
ENT 1,512 £ 0,125 1,176 + 0,103
ET 0,779 + 0,085 0,473 £ 0,153
PT 1,486 = 0,217 1,190 + 0,240

I1. tablazat. Az egészséges nem terhesek (ENT), egészséges terhesek (ET) és preeclampsids
terhesek (PT) granulocitainak atlagos szuperoxid-anion termelése + szoras (nmol/perc/3x10°
sejt) PDBu és FMLP stimulacié hatdsara. Ezen eredményeinket grafikusan az 1A és 1B abran
mutatjuk be.

Az 1A abran lathatjuk, hogy az egészséges terhes nokbdl szarmazd granulocitak atlagos
O, termelése a nem terhesek ¢és preeclampsias terhesek hasonld eredményéhez képest
szignifikansan csokkent PDBu stimulacié hatasara. Nem volt szignifikans kiilonbség a nem
terhes kontrollok és a preeclampsids terhesek granulocitdinak O, termelésében. A
preeclampsidsok granulocitai szignifikansan nagyobb mennyiségben termelték a O, -t, mint

az egészséges terheseké.
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1,8 -

1,4 - I.

0,8 A

04 -

O, termelés [nmol/perc/3x10° sejt]

egészéges nem terhes egészéges terhes preeclampsias terhes

1A abra. Egészséges nem terhes (n=35), egészséges terhes (n=31) és preeclampsids terhes
(n=39) ndék granulocitainak atlagos szuperoxid-anion termelése PDBu stimulacid hatasara. A
szuperoxid-anion termelést a szovegben leirtak szerint mértiik. Az atlagértékeket (+SD)
tiintettiik fel. *p<0,001 egészséges terhes €s egészséges nem terhes, valamint preeclampsias
nok eredményei kozott.

Az 1B abra a vizsgalt csoportokban FMLP stimulacié hatasara mutatja a neutrofilek O,
termelését. Az egészséges terhesek atlagos O, termelése szignifikansan csokkent
Osszehasonlitva a nem terhesek ¢és preeclampsids terhesek eredményeivel. Nem volt
szignifikans kiilonbség a nem terhesekbdl ¢és preeclampsias terhesekbdl szarmazd
granulocitdk atlagos O, termelése kozott. A preeclampsids terhesekbdl szarmazé granulocitak
O, termelése szignifikans novekedést mutatott az egészséges terhesek hasonld eredményével

Osszehasonlitva.
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0,8 -

0,6 - '|'

O, termelés [nmol/perc/3x10° sejt]
*

0 T r
egészseéges nem terhes egészseges terhes preeclampsias terhes

1B abra. Egészséges nem terhes (n=35), egészséges terhes (n=31) és preeclampsias terhes
(n=39) ndk granulocitdinak atlagos szuperoxid-anion termelése FMLP stimuldci6 hatdsara. A
szuperoxid-anion termelést a szOvegben leirtak szerint mértik. Az atlagértékeket (+£SD)
tiintettiik fel. *p<0,001 egészséges terhes és egészséges nem terhes valamint preeclampsias
nok eredményei kozott.

5.2. A plazmamintak hatdsa a granulocitak szuperoxid-anion termelésére

A 2A és 2B abra az egészséges terhesek €s preeclampsids terhesek plazmajanak hatasat
mutatja az egészséges nem terhes ndék granulocitdinak O, termelése. A szadmszerll
eredmények a III. és IV. tdblazatban talalhatoak. A 2A abran lathatd, hogy az egészséges
terhesbdl szdrmazo inaktivalt (IP) és nem inaktivalt (NIP) vérplazma szignifikdnsan (mindkét
esetben p<0,001) gatolja a nem terhesek granulocitdinak PDBu-indukalta O," termelését,
Osszehasonlitva azzal a O, termeléssel, amikor a vizsgalt sejteket az egészséges nem terhes
nok inaktivalt és nem inaktivalt, autoloég és heteroldog plazmajaban vagy a preeclampsids
terhes ndk plazmajaban inkubaljuk. Nem volt szignifikdns kiilonbség a PDBu stimulalt, nem
terhes kontrollok granulocitdinak O, termelésében, ha azokat autoldog és nem terhes

heterolog, vagy preeclampsias terhes plazméjaban inkubaltuk.
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IP NIP
autolég ENT plazma 1,490 + 0,093 1,571 £ 0,128
heteroléog ENT plazma 1,543 £0,041 1,511 £ 0,082
ET plazma 1,173 £ 0,108 0,753 £ 0,067
PT plazma 1,572 £ 0,056 1,518 £ 0,037

III. tablazat. Egészséges nem terhes nok granulocitainak atlagos szuperoxid-anion termelése
+ szoras (nmol/perc/3x10° sejt) kiilonbozé inaktivalt (IP) és nem inaktivalt (NIP)
plazmamintakkal tortént kezelés utan PDBu indukcid hatasara. ENT: egészséges nem terhes,
ET: egészséges terhes, PT: preeclampsids terhes. Ezen eredményeinket grafikusan a 2A 4bran

mutatjuk be.
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2A abra. Plazmamintdk hatdsa a nem terhes ndk granulocitdinak PDBu indukalta atlagos
szuperoxid-anion termelésére. A granulocitdkat egészséges terhes, preeclampsias terhes,
valamint autolog és heterolog nem terhes ndkbdl izolalt inaktivalt (IP) és nem inaktivalt (NIP)
plazmamintdkban inkubaltuk. A szuperoxid-anion termelést a szovegben leirtak szerint
mértiilk. Az atlagértékeket (£SD) 6 egymastol fliggetlen mérés alapjan szamoltuk ki. A
granulocitdkat és a plazmamintékat csoportonként 6 nd periférids vérmintdibdl izolaltuk. A
szignifikanciaszint jeloléseinek magyarazatai: ***p<0,001 autolog IP és egészséges terhes IP

eredményei kozott. ™
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A 2B ébran az lathatd, ha a nem terhesek granulocitdit inaktivalt heterolog
plazmamintaban, egészséges terhes vagy preeclampsids terhes inaktivalt plazméjaban
inkubaljuk, az FMLP stimulalta O, termelés mértékében nincs szignifikans kiilonbség a
csoportok kozott. A nem inaktivalt mintdk esetében az egészséges terhes plazmadja
szignifikansan (p<0,01) gatolja a nem terhesek granulocitainak O, termelését, nem terhesek

autolog és heterolog valamint preeclampsids terhesek plazmajanak hatasaval 6sszehasonlitva.

1P NIP
autolég ENT plazma 1,088 £ 0,224 1,132 £0,115
heteroléog ENT plazma 0,912+ 0,420 1,098 +£0,115
ET plazma 1,075 £ 0,385 0,567 £ 0,097
PT plazma 1,029 £ 0,471 1,290 + 0,125

IV. tablazat. Egészséges nem terhes nék granulocitainak 4tlagos szuperoxid-anion termelése
+ szdras (nmol/perc/3x10° sejt) kiilsnbozd inaktivalt (IP) és nem inaktivalt plazmamintakkal
(NIP) tortént kezelés utdn FMLP indukcié hatasara. ENT: egészséges nem terhes, ET:
egészséges terhes, PT: preeclampsids terhes. Ezen eredményeinket grafikusan a 2B abran
mutatjuk be.
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2B abra. Plazmamintdk hatdsa a nem terhes nék granulocitainak FMLP indukalta atlagos
szuperoxid-anion termelésére. A granulocitdkat egészséges terhes, preeclampsias terhes,
valamint autoldg és heterolog nem terhes ndkbdl izolalt inaktivalt (IP) és nem inaktivalt
plazmamintakban inkubaltuk. A szuperoxid-anion termelést a szovegben leirtak szerint
mértiilk. Az atlagértékeket (£SD) 6 egymastol fiiggetlen mérés alapjan szamoltuk ki. A
granulocitdkat és a plazmamintékat csoportonként 6 nd periférids vérmintdibdl izolaltuk. A
szignifikanciaszint jeldléseinek magyaréazatai: “p<0,01 autolog NIP és egészséges terhes NIP
kozott.

A 3A ¢és 3B dbran az egészséges terhesek granulocitaival végzett reciprok
plazmakisérletek eredményei lathatok. A szamszeri eredményeket a V. és VI. tablazat
mutatja. A 3A abran lathato, hogy az egészséges nem terhes €és preeclampsids terhes nok
inaktivalt €és nem inaktivalt vérplazmaja is szignifikdnsan (mindkét esetben p<0,001) noveli
az egeészséges terhesek vérébdl izolalt granulocutainak PDBu stimuldlt O," termelését,
Osszehasonlitva azzal az esettel, ha a fent emlitett sejteket sajat autolog és heterolog inaktivalt
¢s nem inaktivalt plazmaval kezeljiilk. Nem volt szignifikans kiilonbség az autolog és

heteroldg plazmakisérletek eredményeit tekintve.
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IP NIP

autolég ET 0,753 0,161 0,669 £ 0,235
heterolég ET 0,729 + 0,073 0,705+ 0,110
ENT 1,227 £0,186 1,396 + 0,241
PT 1,323 +£ 0,262 1,452 + 0,305

V. tablazat. Egészséges terhes ndk granulocitdinak atlagos szuperoxid-anion termelése =+
szoras (nmol/perc/3x10° sejt) killsnb6z6 inaktivalt (IP) és nem inaktivalt plazmamintakkal
(NIP) tortént kezelés utan PDBu indukcid hatdsdra. ENT: egészséges nem terhes, ET:
egészséges terhes, PT: preeclampsias terhes. Ezen eredményeinket grafikusan a 3A &bran
mutatjuk be.
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3A abra. Plazmamintdk hatdsa az egészséges terhes ndk granulocitdinak PDBu indukalta
atlagos szuperoxid-anion termelésére. A granulocitdkat nem terhes, preeclampsias terhes,
valamint autolog ¢és heterolog egészséges terhes ndkbdl izoldlt inaktivalt (IP) és nem
inaktivalt (NIP) plazmamintakban inkubdltuk. A szuperoxid-anion termelést a szovegben
leirtak szerint mértiik. Az atlagértékeket (£SD) 6 egymastdl fliggetlen mérés alapjan
szamoltuk ki. A granulocitdkat és a plazmamintakat csoportonként 6 nd periférias
vérmintaibol izolaltuk. A szignifikanciaszint jeloléseinek magyarazatai: ***p<0,001 autolog
IP és egészséges terhes IP eredményei kozott. “#p<0,001 autolog NIP és egészséges terhes
NIP kozott.
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A 3B abra azt mutatja, hogy az egészséges nem terhes és preeclampsias terhes nék
inaktivalt vérplazmaja, csakugy, mint a heterolog egészséges terhes vérplazmaja nem
befolyasolja szignifikdnsan az egészséges terhes ndk vérébdl nyert neutrofil granulocitak
FMLP stimuldlta O, termelését az autoldog inaktivalt értékhez képest. Amennyiben az
emlitett sejteket nem terhes és preeclampsias terhes ndk nem inaktivalt vérplazméjaval
kezeljiik, azok FMLP stimulalt O," termelése szignifikansan (mindkét esetben p<0,001) n6 a

nem inaktivalt autolég és heterolog plazmékkal torténd kezelés utani eredményekkel

Osszehasonlitva.

IP NIP
autolég ET 1,053 £0,136 0,517 £0,217
heterolég ET 0,990 + 0,137 0,552 +£ 0,087
ENT 1,048 + 0,234 1,327 £ 0,320
PT 1,039 £0,163 1,246 + 0,325

VI. tablazat Egészséges terhes nok granulocitdinak atlagos szuperoxid-anion termelése =+
szoras (nmol/perc/3x10° sejt) kiilonboz6 inaktivalt és nem inaktivalt plazmamintakkal tortént
kezelés utan FMLP indukcid hatasara. ENT: egészséges nem terhes, ET: egészséges terhes,
PT: preeclampsias terhes. Ezen eredményeinket grafikusan a 3B dbran mutatjuk be.
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3B abra. Plazmamintdk hatasa az egészséges terhes ndk granulocitdinak FMLP indukalta
atlagos szuperoxid-anion termelésére. A granulocitdkat nem terhes, preeclampsias terhes,
valamint autolog és heterolog egészséges terhes ndkbdl izoldlt inaktivalt (IP) és nem
inaktivalt (NIP) plazmamintakban inkubdltuk. A szuperoxid-anion termelést a szovegben
leirtak szerint mértiik. Az atlagértékeket (£SD) 6 egymastdl fliggetlen mérés alapjan
szamoltuk ki. A granulocitdkat és a plazmamintadkat csoportonként 6 nd periférias
vérmintaibol izolaltuk. A szignifikanciaszint jeldléseinek magyarazatai: **p<0,001 autolog
NIP és egészséges terhes NIP kozott.

A 4A ¢és 4B abran preeclampsids terhes ndkbdl izolalt neutrofil granulocitdk O;”
termelését lathatjuk a kiilonb6z6é plazmamintak hatdsara. Szamszerli eredményeinket a VII. és
a VIII. tdblazat mutatja. Ahogy azt a 4A abra is mutatja, ha egészséges terhes nok inaktivalt és
nem inaktivalt plazmamintaival kezeljilk a preeclampsids terhesek granulocitait, a PDBu
indukalta O, termelésiik szignifikansan (IP: p<0,05; NIP: p<0,001) cs6kken, dsszehasonlitva
a preeclampsidsok autolég és heterolog és nem terhesek inaktivalt és nem inaktivalt
plazmajaban torténd inkubdcid utdn mért eredményekkel. Nem volt szignifikdns eltérés a
preeclampsids terhesek granulocitainak PDBu indukélta O, termelésében autolog, heterolog

¢s nem terhes inaktivalt és nem inaktivalt plazmamintakban tortént kezelése utan.
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IP NIP

autolog PT 1,471 £0,216 1,542 £ 0,176
heterolég PT 1,529 + 0,138 1,551+ 0,075
ENT 1,359 + 0,103 1,564 + 0,123
ET 1,185+ 0,290 0,669 + 0,177

VII. tablazat. Preeclampsias terhes n6k granulocitdinak atlagos szuperoxid-anion termelése +
szoras (nmol/perc/3x10° sejt) killsnbdz8 inaktivalt (IP) és nem inaktivalt plazmamintakkal
(NIP) tortént kezelés utan PDBu indukcid hatdsara, ENT: egészséges nem terhes, ET:
egészséges terhes. PT: preeclampsids terhes. Ezen eredményeinket grafikusan a 4A abran
mutatjuk be.
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4A abra. Plazmamintdk hatdsa a preeclampsias terhes nék granulocitdinak atlagos PDBu
indukalta szuperoxid-anion termelésére. A granulocitdkat nem terhes, egészséges terhes,
valamint autoloég és heterolog preeclampsias terhes nékbdl izolalt inaktivalt (IP) és nem
inaktivalt (NIP) plazmamintdkban inkubaltuk. A szuperoxid-anion termelést a szovegben
leirtak szerint mértiik. Az atlagértékeket (£SD) 6 egymastol fiiggetlen mérés alapjan
szamoltuk ki. A granulocitdkat és a plazmamintdkat csoportonként 6 nd periférids
vérmintaibol izolaltuk. A szignifikanciaszint jeldléseinek magyarazatai: *p<0,05 autolog IP és
egészséges terhes IP eredményei kozott. “#p<0,001 autolog NIP és egészséges terhes NIP
kozott.
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A 4B abran lathatd, hogy a preeclampsias terhesekbdl szarmazé granulocitak atlagos O,
termelése FMLP stimulacié hatdsara szignifikansan nem kiilonbozik, ha azokat egészséges
terhes, nem terhes és preeclampsias terhes autolog és heterolog inaktivalt plazméajaban
inkubaljuk. Ha a preeclampsids nék granulocitdit egészséges terhes nem inaktivalt
plazmajaval kezeljik, ugy a sejtek atlagos FMLP indukalt O, termelése szignifikansan
(p<0,001) csokken Osszehasonlitva az egészséges nem terhesek és preeclampsias terhesek

autolog és heterolog nem inaktivalt plazmajaval tortént kezelés utani eredményekkel.

1P NIP
autolog PT 1,050 £ 0,445 1,222 + 0,171
heterolég PT 1,073 + 0,090 1,240 £ 0,066
ENT 1,078 £ 0,227 1,226 £0,172
ET 1,071 £ 0,276 0,572 £ 0,098

VIII. tablazat. Preeclampsids terhes ndk granulocitdinak atlagos szuperoxid-anion termelése
+ szdras (nmol/perc/3x10° sejt) killsnbozd inaktivalt (IP) és nem inaktivalt plazmamintakkal
(NIP) tortént kezelés utdn FMLP indukcid hatasara. ENT: egészséges nem terhes, ET:
egészséges terhes, PT: preeclampsids terhes. Ezen eredményeinket grafikusan a 4B é&bran
mutatjuk be.
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4B abra. Plazmamintdk hatasa a preeclampsias terhes ndk granulocitainak atlagos FMLP
indukélta szuperoxid-anion termelésére. A granulocitdkat inaktivalt nem terhes, egészséges
terhes, valamint autoldég ¢€s heterolog preeclampsids terhes ndkbdl izolalt inaktivalt (IP) és
nem inaktivalt (NIP) plazmamintdkban inkubaltuk. A szuperoxid-anion termelést a szovegben
leirtak szerint mértiik. Az atlagértékeket (£SD) 6 egymastol fiiggetlen mérés alapjan
szamoltuk ki. A granulocitdkat és a plazmamintdkat csoportonként 6 nd periférids
vérmintaibol izolaltuk. A szignifikanciaszint jelsléseinek magyarazatai: **p<0,001 autoldg
NIP és egészséges terhes NIP kozott.
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6. MEGBESZELES

A neutrofil granulocitdk oxidativ anyagcseréjét vizsgald tanulmanyok egészséges ¢€s
preeclampsids terhesek esetében szdmos ellentmondast tartalmaznak. Egyes szerzok
kimutattak, hogy a granulocitdk stimulalt O, termelése kozott nem terhesek és egészséges
terhesek esetében nincs kiilonbség (Tsukimori és mtsai, 1993, 2005, 2007, 2008). Ugyanakkor
arrdl is vannak adatok, hogy egészséges terhességben csokkent a granulocitak O, termelése a
nem terhesek hasonld eredményéhez viszonyitva (Miller és mtsai, 1986; Crouch ¢és mtsai,
1995; Kindzelskii és mtsai, 2002 és 2004). Ezen ellentmondéasos adatok miatt vizsgaltuk a
granulocitak termelte szabadgyokok szerepét, és ezért mértilk a neutrofilek O, termelését

nem terhes nékben, egészséges terhesekben €s preeclampsias terhesekben.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a granulocitdk egyik legfontosabb funkcidja,
nevezetesen a reaktiv oxigén intermedierek termelése a nem terhes kontrollokhoz képest
csOkken egészséges terhességben mind a PDBu, mind az FMLP indukalta, a O, termelést
kivaltdé ttvonalon keresztil. Ez része lehet a sejt-medidlta immunitas 4altalanos
szuppressziojanak, ami egészséges terhességben ismerten bekdvetkezik (Terness és mtsai,
2007). A Oy" termelés csokkenése egészséges terhességben egy védelmi mechanizmus része
lehet, amely védelmi mechanizmus a magzati és anyai sejteket védi az oxidativ stressz okozta
artalmaktol. Hasonld csokkenést a O, produkcidoban nem figyeltiink meg preeclampsias
terhesek esetében, igy arra kdvetkeztethetlink, hogy preeclampsias terhesek esetében az anyai
immunrendszer karosodott és a granulocita funkcio csokkenésének elmaraddsa szerepet

jatszhat a preeclampsiasok endothelsejt kadrosoddsanak kivaltasaban.

Egészséges terhességben a csokkent O, termelésen kiviil mas granulocita-funkcio is

csokken, nevezetesen a kemotaxis, a kitapadas, az un. ,killing” funkcio és a fagocitozis
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(Krause és mtsai, 1986; Bjorksten és mtsai, 1978; El-Maallem és mtsai, 1980; Persellin és
mtsa, 1979). Ezen til epidemioldgiai tanulmanyokbdl ismert a bakterialis és viralis infekciok
incidenciajanak emelkedése terhes noknél (Brabin, 1980; Jamieson és mtsai, 2006.). Az
epidemioldgiai adatokkal dsszhangban vannak az altalunk ismertetett eredmények, tekintettel
arra, hogy a neutrofilek termelte reaktiv oxigén intermedierek elsddleges szerepet jatszanak a
patogén mikroorganizmusok eradikalasaban (Witko-Sarsat és mtsai, 2000). Mindezeken tul
vannak adatok arra vonatkozodan, hogy az egészséges terhes ndk vérplazmaja a nem terhesek
kontrollként hasznalt granulocitdinak fagocitdzisat és ,,616” funkciojat is gatolja (Persellin €s
mtsa, 1978 ¢és 1979). Ezzel 6sszhangban mi is kimutattuk a szupprimald hatasat az egészséges
terhesek inaktivalt és nem inaktivalt plazmdjanak a nem terhesek és preeclampsids terhesek
granulocitdinak PDBu stimulélta O, termelésére. Ezzel szemben FMLP stimul4cio hatasara
hasonlo, O, termelésbeli csokkenés nem kovetkezett be, amikor az egészséges terhesek
inaktivalt plazmdjaban inkubéltuk a preeclampsids vagy nem terhes ndékbdl szarmazd
granulocitdkat. Ebbol arra kovetkeztetiink, hogy a FMLP indukélta O, termelés gatlasaért
felelds plazmafaktor héérzékeny és az inaktivalds sordn denaturalddik. Ezen kovetkeztetés
ellendrzésére a nem terhesek €s preeclampsias terhesek granulocitéit egészséges terhes nem
inaktivalt vérplazmajaval is kezeltiik. Az igy sziiletett eredmények azt mutattdk, hogy az
egészséges terhes nem inaktivalt vérplazmdja mar képes arra, hogy a nem terhes ¢és
preeclampsias terhes ndk granulocitdinak FMLP indukalta O, termelését csokkentse. A
kapott eredményekben nagy valoszinliséggel nem jatszik szerepet az idegen plazma, azaz az
idegen immunolégiai kdrnyezet, hiszen nem volt szignifikans kiilonbség sem a PDBu, sem a
FMLP stimulédlta O, termelésben, amikor a nem terhesek és preeclampsias terhesek
granulocitdit autolog és heterolog plazmamintakkal kezeltiik. Vizsgélataink azt is kimutattak,
hogy a preeclampsids nék vérplazmaja nem ndveli a nem terhes ndk granulocitdinak Oy"

termelését sem PDBu, sem FMLP stimulacid hatasara.
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Fontosnak tartjuk megemliteni, hogy a mi eredményeink ellentétesek Tsukimori és
mtsainak hasonld eredményeivel, akik azt talaltak, hogy a preeclampsias nék vérplazmaja
képes a nem terhes ndk granulocitadinak O, termelését novelni FMLP stimulacié mellett
(Tsukimori és mtsai, 1993 és 2007). Ugy gondoljuk, hogy ezen ellentmondés részben a
vizsgalt populacid kiilonbozoségén alapszik. Mig az emlitett szerzOcsoport vizsgalati alanyai
sulyos preeclampsiaban szenvedtek, addig az altalunk vizsgaltak az enyhe és kozépsulyos
preeclampsias terhesek koziil kertiltek ki. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy a preeclampsias
nék plazmadsszetétele és azon keringd plazmafaktorok koncentracidja, amik a granulocitak
reaktiv oxigén intermedier termeléséért felelosek, a megbetegedés kiilonbozd stadiumaiban
valtozik. Feltételezéslink szerint a gatld faktor egészséges terhességben és preeclampsids
terhességben is az anyai vérkeringésbe keriil, mig a neutrofileket aktivaloé faktor a
preeclampsia progresszioja soran keletkezik. Ezen hatasok egymadst ellenstlyozzdk, igy a
szupprimdld vagy stimuldlé hatds a faktorok relativ koncentraciojatol fiigg. Enyhe és
kozépsulyos esetekben az aktivald faktor valdsziniileg nem éri el azt a koncentraciot, hogy a
gatlo faktor hatasat ellensilyozza. Igy alakulhat ki az, hogy a granulocitak O, termelése
enyhe és kozépsulyos esetekben szignifikdnsan nem kiilonbozik a nem terhesek hasonlo
értekéhez. Sulyos preeclampsia esetén a stimulald faktor koncentracidja valdszintileg mar elég
ahhoz, hogy a O, termelést fokozza, igy mérhetd az egészséges terheseknél és nem

terheseknél nagyobb mennyiségben.

Annak érdekében, hogy bebizonyitsuk, hogy a O, termelés csokkenését az egészséges
terhesek vérplazmdja okozza, egészséges terhesek granulocitait inkubéltuk nem terhesek ¢és
preeclampsids terhesek plazméjdban. Ezen kisérleteink eredményei azt mutattdk, hogy az
egészséges terhesek granulocitainak csokkent O, termelését fokozza a nem terhes és
preeclampsids terhes plazma. PDBu-val torténd stimulacié esetén mind az inaktivalt, mind a

nem inaktivalt plazmamintdk képesek voltak a O, termelés fokozasara. Az FMPL indukci6
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hatasara, amennyiben az egészséges terhesek granulocitait a nem terhesek és a preeclampsias
terhesek nem inaktivalt plazmamintaival kezeltiik, ugy a O, termelés emelkedett az autolog
¢és heterolog nem inaktivalt plazmaval valo kezeléshez hasonlitva, mig ez utobbi két plazma
hatasa kozott nem volt szignifikans eltérés. Azonban FMLP stimulacié hatasara, ha az
egészséges terhesek granulocitait inaktivalt autoldog €s heteroldog plazmamintakkal kezeljiik,
akkor nem kapunk szignifikans eltérést azzal Gsszehasonlitva, mikor ezeket a sejteket nem
terhesek és preeclampsids terhesek inaktivalt plazmaival kezeltiikk. Ezen eredmények arra
utalnak, hogy az egészséges terhesekben az FMLP indukalta O, termelés gatlasaért felelds
plazmafaktor inaktivalédott a hdkezelés hatdsara, igy a O, termelést nem volt képes

csokkenteni.

A szakirodalomban fellelhetd ellentmondéasos adatok hatterében, melyek a terhességben
¢s a preeclampsidban bekdvetkezd granulocita miikodést vizsgaljak, feltételezziik, hogy
technikai okok is allhatnak. Nevezetesen az alkalmazott puffer, melyben a granulocitdk a
szepardcios, stimuldcios és mérési folyamatok soran inkubédldodnak dontéen befolydsolhatja
ezen sejtek mikodését. Szamos szerzé a jol ismert HEPES puffert hasznalja, melynek 60
percnél tovabb torténd alkalmazésa a neutrofilek szdmara afizioldgias koriilményeket
teremtve modositja azok mitkddését. Az emlitett afiziologids koriilmények alatt elsésorban a
lugos iranyba eltolodott pH-t, illetve kiilonb6z6 toxikus €és farmakoldgiai hatdsokat értiink.
Ezen kiviil a HEPES puffer interakcidba 1ép és modifikélja egyes ioncsatorndk, igy a kalcium
csatorna miikddését, melynek viszont esszencialis szerepe van a O,  termelés
szabalyozasaban (Hanrachen, 1990; Lopez-Colome ¢és mtsa, 1981; Toérnquist és mtsai, 1995).
Egyes szerz6k a HEPES puffert kifejezetten karosnak nevezik, ha olyan kisérletek esetén
hasznaljuk, melyekben reaktiv oxigéngyokokkel kapcsolatos megfigyeléseket végziink
(Kirsch és mtsai, 1998). Az altalunk hasznalt, egyszerli Osszetételli puffer hasznélatanak a

granulocita funkciot modositd voltardl jelenleg nincs adat.
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Mindeddig nem volt tudomanyos eredmény arrdl, hogy az egészséges terhesek vérében
keringd plazmafaktor gatolni képes a nem terhes és preeclampsias terhes ndk granulocitdinak
O, termelését. Eredményeinkbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a kérdéses faktor a PKC
Kisérletes adatok bebizonyitottak, hogy a terhesség €s a preeclampsia soran a komplement
rendszer aktivalodik (Derzsy €s mtsai, 2010), de azon eredményiink kapcsan, hogy inaktivalt
¢s nem inaktivalt plazmamintakkal is hasonlé eredményeket kaptunk PDBu stimulacio esetén,
val6szintitlennek tiinik, hogy a hdre inaktivaloddo komplement rendszer szerepet jatszana a
granulocita funkcié modosulasaban terhesség, illetve preeclampsia esetében. Ismert, hogy a
NADPH oxiddz citoszolban elhelyezkedd komponenseinek sejtmembranba torténd
tanszlokacioja €és aktivacioja sziikséges ahhoz, hogy az igy Osszedllt enzimrendszer O, —t
termeljen (Nauseef ¢és mtsai, 1991). Azon indukalé szerek, amiket kisérleteinkben
hasznaltunk, a PKC-t aktivaljak kiilonb6zd utvonalakon keresztiil. Az FMLP formil peptid
receptoraihoz kapcsolddasa utan a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat hidrolizisét indukalva
inozitol-1,4,5-trifoszfat és diacilglicerol (DAG) képzddéshez vezet, ami a PKC-t aktivélja
(Panaro és mtsai, 2006). A PDBu-nak nincs sejtfelszini receptora, hanem atjutva a
sejtmembranon a DAG hatdsmechanizmusat utanozva direkt modon aktivalja a PKC-t (Goel
¢s mtsai, 2007). Azt feltételezziik, hogy a nem inaktivalt plazmafaktorok a formil-peptid
receptorokkal Iépnek interakcidba és azok ligand kotd kapacitasat csokkentik, ami ahhoz
vezet, hogy ezen receptorok kevésbé lesznek képesek a O, termeléshez vezetd utvonal
aktivalasara. Hokezelés hatasara ez a plazmafaktor olyan konformaciobeli atalakulason mehet
keresztiil, hogy elvesziti a képességét arra, hogy a receptor medialta Gtvonalat befolyasolni
tudja. A PDBu esetében a hdkezelés hatasara bekovetkezd, PKC utvonalon haté plazmafaktor
konformaciovaltozdsa nem befolyasolja a O, termelés csokkentését. Egy lehetséges

magyarazata a PDBu-stimuldlta O, termelés egészséges terhesekben bekovetkezd
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csokkenésének az, hogy mind az inaktivalt, mind a nem inaktivalt plazmafaktorok képesek

crer

Uj eredményeinket Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy egészséges terhességben a
neutrofil granulocitdk O, termelése csokken nem terhesek hasonld eredményeihez képest,
ami a hemiallograft magzat érdekében egy protektiv mechanizmus lehet. Az emlitett
csokkenés nem kovetkezik be preeclampsias terhességben, amit valdszinilleg az
immunregulacié karosodasa okoz. Preeclampsids terhességben a O, termelés csokkenésének
elmaradasa endothel karosodashoz vezethet. Az egészséges terhességben megfigyelhetdé Oy”
termelés csOkkenését a vérplazmaban keringd, egyeldre ismeretlen, anyai vagy magzati sejtek
altal termelt, granulocita-funkciot csokkentdé faktor okozhatja, mely faktor hidnyzik a
preeclampsids terhességben. Eredményeink tehdt nem tamasztjdk ala a korabban
preeclampsidban megfigyelt, O, termelést stimuldlo plazmafaktor I1étezését. A
plazmakisérleteink kapcsan megallapithatjuk, hogy valoszinlitlen a komplement rendszer

granulocitak O, termelését befolyasold hatasa.

Az emlitett plazmafaktor azonositasa, illetve koraterhességben a O," termelés csokkenés
elmaradasanak kimutatdsa kiegészitd vizsgéalatok esetén alkalmas lehet a preeclampsia
eldrejelzésére, ezzel a terhesgondozds koltséghatékonyabbd tételére egy magas rizikoju

csoport kisziirésével, esetleg farmakoldgiai prevencioban torténd eldrelépésre.
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7. OSSZEFOGLALAS

Egészséges és preeclampsids terhességben a neutrofil granulocitdk reaktiv oxigéngyokok
termelésérol szolo, szakirodalomban talalhatd adatok ellentmondasosak. Célunk volt a
vizsgalni, ezért forbol-dibutirattal és n-formil-metionil-leucil-fenilalaninnal stimuléltuk az
egészséges nem terhesekbdl, egészséges terhesekbdl és preeclampsids terhesekbdl szdrmazo
granulocitakat. Vizsgaltuk tovabba a nem terhes, egészséges terhes és preeclampsias terhes ho
altal inaktivalt és nem inaktivalt vérplazmdjanak hatdsdt a harom vizsgélati csoportbol
szarmaz6 granulocitdk O, termelésére. A O, termelddését a ferricitokrom c redukcidjaként
mértiik spektrofotometrids modszerrel. Mind a forbol-dibutirat, mind az n-formil-metionil-
leucil-fenilalanin indukalta O, termelés szignifikdnsan csokkent egészséges terhesekbdl
szarmazo6 granulocitdk esetében. A nem terhesekbdl és preeclampsias terhesekbdl szarmazo
granulocitdk forbol-dibutirat stimuldlta O, termelddését az egészséges terhesektdl nyert
inaktivalt és nem inaktivalt vérplazma is gatolta. Az n-formil-metionil-leucil-fenilalaninnal
stimuldlt nem terhesek és preeclampsids terhesek granulocitainak O, termelését csak az
egészséges terhesek nem inaktivalt vérplazmdja tudta gatolni. Az egészséges terhesek
granulocitdinak forbol-dibutirat stimulélta O, termelését szignifikansan novelte mind a nem
terhesek, mind a preeclampsias terhesek plazméja inaktivalt és nem inaktivalt formaban is. Az
egészséges terhesek neutrofiljeinek n-formil-metionil-leucil-fenilalaninnal indukalt O;"
termelése szignifikdnsan novekedett a nem terhesek és preeclampsiasok nem inaktivalt
plazmainak hatasara. Feltételezziik, hogy az egészséges terhességben megfigyelheté csokkent
O, termelés anyai immunszuppressziv faktoroknak koszonhetd. Ezen faktorok hianya
valoszinlsithetd preeclampsiaban, igy magyarazhatd az egészséges terhességben bekovetkezd
0O, termelddés csokkenésének elmaraddsa, ami a preeclampsidban megfigyelhetd
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endothelsejt karosodasért is felelds lehet. A preeclampsia pathogenezisében feltételezziik az
elégtelen anyai immunszuppressziot.

Osszefoglalva megallapitdsainkat, a neutrofilek O, produkcidja egészséges terhességben
valdszinileg immunszuppressziv faktorok hatasara lecsokken, ami egy védekezd funkcio
lehet, melynek célja a magzati- és anyai sejtek védelme a granulocitdk medialta oxidativ
stressz karositod hatasaitol. A preeclampsidban megfigyelhetd endothelsejt karosodasért a O,”
termelés elégtelen csokkenése is felelossé tehetd, igy a neutrofil granulocitdk nagy

valoszintiséggel fontos szerepet jatszanak a preeclampsia pathogenezisében.
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SUMMARY

Data on respiratory burst activity of granulocytes from healthy and preeclamptic pregnant
women have remained contradictory. To further investigate a possible role of reactive oxygen
species in the etiology of preeclampsia we measured the phorbol-12.13-dibutirate- and n-
formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine induced superoxide-anion generation by granulocytes
from non-pregnant, healthy and preeclamptic pregnant women. We also examined the
reciprocal effects of heat-inactivated and not-inactivated non-pregnant, normal and
preeclamptic pregnant plasma on superoxide production by neutrophils from non-pregnant,
healthy and preeclamptic pregnant subjects. Superoxide generation was measured by
ferricytochrome c reduction. Both the phorbol-12.13-dibutirate- and N-formyl-methionyl-
leucyl-phenylalanine-induced superoxide production was significantly decreased in normal
pregnancy compared with non-pregnant and preeclamptic pregnant women. The phorbol-
12.13-dibutirate-induced superoxide generation by non-pregnant and preeclamptic neutrophils
was significantly inhibited by heat-inactivated and not-inactivated healthy pregnant plasma.
The N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine-stimulated superoxide production by non-
pregnant and preeclamptic granulocytes was suppressed only by not-inactivated healthy
pregnant plasma. The phorbol-12.13-dibutirate-induced superoxide generation of healthy
pregnant neutrophils was significantly increased by inactivated and not-inactivated non-
pregnant and preeclamptic plasma. The N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine-stimulated
superoxide production by healthy pregnant granulocytes was significantly enhanced following
treatment of the cells with not-inactivated non-pregnant and preeclamptic pregnant plasma.
The deficient superoxide generation in normal pregnancy may be caused by maternal
immunosuppressive factors. The failure of reduction in superoxide production in preeclampsia

may be partly responsible for endothelial dysfunction. Apart from oxidative stress, a possible

44



role of inefficient maternal immunosuppression should also be considered in the pathogenesis
of preeclampsia.

In conclusion, O, production by neutrophils is decreased in normal pregnancy hich may
be due to a defense mechanism to protect the maternal and fetal cells against the neutrophil-
mediated oxidative damage. The deficient O, generation in normal pregnancy may be caused
by maternal immunosuppressive circulatory factors. The failure of reduction in O, production
in preeclamptic pregnant women may be partly responsible for endothelial injury. Therefore,
besides the proposed hypothesis of neutrophil-mediated oxidative stress a possible role of
inefficient maternal immunosuppression should also be considered in the pathogenesis of

preeclampsia.
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8. ABRAJEGYZEK

Abriak:

1A

1B

2A

2B

3A

3B

4A

4B

abra. Egészséges nem terhes, egészséges terhes €s preeclampsias terhes ndk
granulocitdinak 4tlagos szuperoxid-anion termelése PDBu stimulacié hatdsara

abra. Egészséges nem terhes, egészséges terhes és preeclampsids terhes nok
granulocitdinak 4tlagos szuperoxid-anion termelése FMLP stimulacio hatasara

abra. Plazmamintdk hatasa a nem terhes nék granulocitdiinak PDBu indukalta
atlagos szuperoxid-anion termelésére

abra. Plazmamintak hatdsa a nem terhes nék granulocitdinak FMLP indukalta
atlagos szuperoxid-anion termelésére

abra. Plazmamintdk hatdsa az egészséges terhes ndk granulocitdinak PDBu
indukalta atlagos szuperoxid-anion termelésére

abra. Plazmamintdk hatidsa az egészséges terhes ndk granulocitdinak FMLP
indukalta atlagos szuperoxid-anion termelésére

abra. Plazmamintdk hatasa a preeclampsias terhes nék granulocitainak atlagos
PDBu indukalta szuperoxid-anion termelésére

abra. Plazmamintadk hatdsa a preeclampsids terhes ndk granulocitdinak atlagos
FMLP indukaélta szuperoxid-anion termelésére
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Tablazatok:

I. tablazat. A vizsgélatokban résztvevok klinikai tulajdonsagai

II. tablazat. Az egészséges nem terhesek, egészséges terhesek ¢€s preeclampsias
terhesek granulocitdinak atlagos szuperoxid-anion termelése PDBu és FMLP
stimulacid hatasara

II1. tablazat. Egészséges nem terhes ndk granulocitainak atlagos szuperoxid-anion
termelése kiilonbozo inaktivalt és nem inaktivalt plazmamintdkkal tortént kezelés
utan PDBu indukci6 hatasara

IV. tablazat. Egészséges nem terhes ndk granulocitdinak &tlagos szuperoxid-anion
termelése kiillonbozd inaktivalt és nem inaktivalt plazmamintakkal tortént kezelés
utan FMLP indukci6 hatasara

V. tablazat. Egészséges terhes ndk granulocitdinak atlagos szuperoxid-anion termelése
kiilonboz6 inaktivalt és nem inaktivalt plazmamintdkkal tortént kezelés utan
PDBu indukci6 hatasara

VI. tablazat Egészséges terhes nok granulocitainak atlagos szuperoxid-anion termelése
kiilonb6z6é inaktivalt és nem inaktivalt plazmamintakkal tortént kezelés utdn
FMLP indukci6 hatasara

VII. tablazat. Preeclampsias terhes ndk granulocitdinak atlagos szuperoxid-anion
termelése kiillonbozd inaktivalt és nem inaktivalt plazmamintakkal tortént kezelés
utan PDBu indukci6 hatésara

VIII. tablazat. Preeclampsias terhes ndk granulocitdinak atlagos szuperoxid-anion
termelése kiilonbozo inaktivalt és nem inaktivalt plazmamintékkal tortént kezelés
utan FMLP indukcio6 hatasara
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