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N Osszefoglalds: A rendelkezésre 4ll6 szakirodalom nem szolgdl meggy6z6 bizonyitékokkal arra, hogy
a preeclampsidban megfigyelhetd endothelsejt dysfunctiot az oxidativ stressz okoznd, illetve az ada-
tok ellentmonddsosak. Munkénk célja volt a granulocytak egészséges terhesség €s preeclampsia ae-
tiologidjaban betoltott szerepének tovibbi megismerése. Ennek érdekében 6 egészséges nem terhes,
6 egészséges terhes s 6 preeclampsids terhes granulocytdit és plazmamintdit izoldltuk. A harom cso-
port granulocytdit sajdt, illetve a masik két csoport inaktivalt plazmamintdiban inkubdltuk. Ezek
utdn a granulocytdk phorbol-dibutyrattal (PDBu) és n-formyl-methionyl-leucyl-phenylalaninnal
(FMLP) indukalt szuperoxid-anion termelését hasonlitottuk Gssze. A szuperoxid-anion képzodését
spektrofotometrids modszerrel, a ferricitokrém-c megkotésének szuperoxid dizmutdzzal gatolhato
viltozdsaként mértiik. Ha az egészséges terhesek granulocytdit a preeclampsids terhesekbdl vagy az
egészséges nem terhesekbdl nyert plazmamintdban inkubdljuk, gy mindkét esetben szignifikdnsan
nd a sejtek szuperoxid-anion termelése. Ha a preeclampsids terhesek granulocytdit egészséges nem
terhesek plazmdjdban inkubdljuk, tgy a szuperoxid-anion termelés nem valtozik, 4m ha egészséges
terhesekb6l nyert plazmdban, akkor a termelés szignifikdnsan csokken. Egészséges terhesek véré-
ben valészinGsithetd, hogy olyan keringd faktorok taldlhatak, melyek a neutrophil granulocytak
szuperoxid-anion termelését gétoljik, mig ezek a faktorok hidnyoznak a preeclampsids terhesek vé-

\rébél, és igy a nem csokkent szuperoxid-anion termelés endothelsejt kdrosodést okozhat.
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Bevezetés

A preeclampsia egy terhesség-specifikus multisyste-
mds betegség, mely a terhességek 3-5 szdzalékaban ala-
kul ki, és az anyai és magzati morbiditds és mortalitas ve-
zetG oka, foként a fejlédd orszdgokban [1]. A korkép a
placentdcidra adott abnormdlis vasculdris valasszal jelle-
mezhetG, ami anyai hypertonidt, proteinuriat, csokkent
thrombocyta aggregaciot és a véralvaddsi rendszer akti-
valédését okozza [2]. A genetikai faktorok eredménye-
ként, az anyai endothel sejtek dysfunctiéjat és kdrosoda-
sat tekintik a legval6szinibb pathofizioldgiai t€nyezonek

[3]. Bar a konkrét mechanizmus nem ismert, mégis a ter-
hességre adott megnovekedett anyai gyulladdsos valasz
és a periférids neutrophil granulocytak placenta eredetli
faktorok altali aktivdloddsa vezethet az endothelsejt kdro-
soddshoz preeclampsidban [4]. Ezen faktorok granu-
locytdkkal torténd interakcidja soran a neutrophileket re-
aktiv oxiéngyokdok, elsdsorban szuperoxid-anion (O,")
termelésére serkenti [5]. Az aktivdlt granulocytak altal
termelt szuperoxid-anion oxidativ stresszt, lipidperoxi-
déciot és endothelsejt lysist okozhat [6]. Bér a preec-
lampsidban talalhat6 endothelidlis kdrosodds hatterében
az oxidativ stresszt feltételezik, mindeddig nem sikertilt a
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feltételezésrol meggydz6 bizonyitékokkal szolgalni, és
az is bizonytalan, hogy a granulocytdk aktivici6ja az oka
vagy a kovetkezménye az endotheilalis karosodédnak [7].

Koréabbi munkdink sordn megfigyeltiik, hogy egész-
séges terhességben a granulocytdk O,  termelése az
egészséges nem terhesek és preeclampsids terhesek ha-
sonlo értékeihez képest szigfikansan csokkent, ami egy
lehetséges védekezd mechanismus a hemiallograftként is
felfoghat6é magzat védelme érdkében. A preeclampsids
terhesek granulocytdinak O, termelése szignifikdnsan
nem kiilonbozott az egészséges nem terhesek ezen ered-
ményeihez képest, ami magyardzatot adhat a preeclamp-
sids terhesekben megfigyelhetd, O, dltal okozott endot-
hel dysfunctiora [8]. Késbbi munkank sordn megfi-
gyeltiik, hogy az egészséges terhesek inaktivalt vérplaz-
mdjaban inkubalt, egészséges nem terhesekbdl szarmazo
granulocytdk O, termelése szignifikdnsan csokkent. A
hasonl6 sejtek preeclampsids terhesek és autolog plaz-
mdban torténd inkubaldsa sordn a mért értékek egymads-
tol nem kiilonboztek [9]. Ezen eredmények alapjan felté-
telezziik, hogy az anyai vérben olyan immunszupressziv
faktorok lehetnek jelen, melyek a neutrophil granulocy-
tak O, termelését csokkentik.

A normdlis és preeclampsids terhességben szdmos
keringd faktor okozhatja a O, termelés novekedését,
Mivel az anyai immunrendszer szuprimdlt a normélis
terhességben, gy feltételezhetdek az anyai keringésben
bizonyos immunszupressziv faktorok. Emiatt a csokkent
0, termelés egészséges terhességben, és a normalistdl
szignifikdnsan nem kiilonb6z6 O, termelés preeclamp-
sids terhességben valoszini bizonyos faktorok jelenlété-
nek vagy hidnydnak koszonhetd. Ezért munkénk célja
volt az egészséges nem terhes, egészséges terhes és pre-
eclampsids terhes ndk periférids vérében 1évé granulocy-
tak szerepének jobb megismerése, és a korabbi munk4-
ink folytatdsaként az dltalunk feltételezett hipotézis alata-
masztasa.

Anyag és modszer

Téjékozott beleegyezést kivetSen EDTA-val alvaddsgi-
tolt, éhgyomri periférids vérmintdt vettiink 6 preeclampsi-
ds, 6 egészséges terhes és 6 egészséges nem terhes notol.
Preeclampsidsnak tekintettiik azokat, akik vérnyomdsa
egyenld vagy nagyobb volt, mint 140/90 Hgmm egy nap
kétszer mérve, 6 dra kiilonbséggel; valamint vizeletiik fe-
hérjetartalma t6bb mint 0,3 gramm/246ra. A vizsgdlataink-
ban szerepldk koziil egyikiik sem dohdnyzott, nem szenve-
dett diabetes mellitusban, nem szedett gydégyszert, vala-
mint nem volt nagyobb belgyogydszati vagy sebészeti be-
tegsége.

A mintavételhez EDTA-tartalmi zért rendszeri eszkizo-
ket alkalmaztunk. A vérmintdkat (3 ml) Ficoll oldatra

(1,0722 g/ml) rétegeztiik, és a vorosvértesteket szobahdn
torténd centrifugalassal (800g — 2000 fordulat/pere, 30 per-
cig) tavolitottuk el. A fehérvérsejiekben gazdag feliiliiszot
Percoll siiriségi gradiens oldatra rétegeztiik (1,098-1,075
g/ml), majd 800 g-vel (2000 fordulat/perc) 30 percig cent-
rifugaltuk 4°C-on. A két Percoll réteg koz¢ lilepedett granu-
locytakat kétszer mostuk Hank’s oldattal (pH 7,4) 800 g-
vel (2000 fordulat/perc), 4 °C-on, 5-5 percig [10]. A sejtek
életképességét Tripankék festék-kizdrdsi prébaval ellendriz-
tiikk, és a sejtek 98%-a bizonyult életképesnek. Mikroszké-
pos vizsgdlattal az oldatban 94-98% volt a granulocytak
aranya. A vorosvértestek elhanyagolhaté mennyisége miatt
hypotonids lizisre nem volt sziikség.

Az egészséges nem terhesekbdl, az egészséges terhesek-
bdl €s a preeclampsids terhesekb6l szdrmazdé plazmamintd-
kat a vérmintaikbol nyertiik, 10 percig tarté centrifugdldssal
(800g-n, 20 °C-on). Majd egy 6rdn it 56 °C-on melegitet-
tiik a komplement rendszer feltételezett granulocyta-funkci-
ot befolydsold hatasanak kikiiszobolése végett [11]. Az
egészséges terhesekbol és preeclampsidsokbdl izolalt granu-
locytdkat (3x10°), 37 °C-on 60 percig inkubaltuk a mindha-
rom vizsgilt csoportbdl szarmazé plazmamintdban (1,5
ml). Ezutén a sejteket Hank's pufferben kimostuk, és a sej-
tek szuperoxid-anion termelését megmértiik. Az egészséges
nem terhesekbdl szarmazé granulocytdkat csak sajdt, auto-
log plazmdjukban inkubdltuk, mivel ezen sejtek viselkedé-
sét a masik két csoport plazmdjdban tértént inkubdlds utdni
eredményeit egy kordbbi munkdnkban mér ismertettiik [9].

A szuperoxid-anion termelést a ferricitokrém-c megkoté-
sének szuperoxid-dizmutdzzal gitolhaté csokkenéseként
mértiik [12]. A granulocytdkat (3x105) Hank’s oldatban
(pH 7.4) inkubdltuk phorbol-12,13-dibutyrittal (PDBu) és
n-formyl-methionyl-leucyl-phenylalaninnal (FMLP) 15
percig 370C-on. A mintdk végsd térfogata 0,5 ml, a PDBu
és FMLP koncentricidja 100-100 nmol/l, a ferricitokrém-c
koncentracigja pedig 50 pnmol/l volt. A megkotdés val-
tozdsdt 550 nm-en mértiik kettds sugard Shimadzu UV-
160A spektrofotométerrel (Shimadzu Seisakusho Ltd.,
Kyoto, Japan) 25 °C-on. Az oldatba kivalasztott szupero-
xid-anion mennyiségét a redukalt ferricitikrom-c moldris
extinkcids koefficiense (2,1 x 10° M™' cm™) alapjan szdmi-
tottuk ki [13].

Student-féle kétmintds t-prébdt alkalmaztunk a folyto-
nos viltozok atlagértékeinek Osszehasonlitdsdra. Szignifi-
kdnsnak a p<0,05 kiilonbséget tekintettiik.

Eredmények

PDBu stimudci6 hatdsdra az egészséges terhesek gra-
nulocytdinak dtlagos O, termelése sajat inaktivalt plaz-
mdjukban torténd inkubalds utan 0,743 nmol/perc/3x10°
sejt (SD=0,178 nmol/perc/3x10° sejt), egészséges nem
terhesek plazmdjdban torténd inkubdlds utin 1,227
nmol/perc/3x10° sejt (SD=0,186 nmol/perc/3x10° sejt)
és preeclamsids terhesek plazmdjdban torténd inkubdlds
utdn 1,323 nmol/perc/3x10° sejt (SD=0,262 nmol/perc/
3x10° sejt). Az egészséges terhesek granulocytdinak ét-
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szuperoxid-anion termelés [nmol/perc/3x107 sejt}
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1. Gbra. A hdrom vizsgélt csoportbdl szérmazé granulo-
cyték Gtlagos szuperoxid-anion termelése killénbézé
inaktivélt plazmékban t5rténd inkubélas utan PDBu
stimulécié hatéséra. A: egészséges terhes granulocytai
sajat plazmajukban inkubéiva. B: egészséges ferhesek
granulocytdi egészséges nem terhesek plazméiban
inkubdlva. C: egészséges terhesek granulocytai pree-
clampsiés terhesek plazméaiban inkubélva. D: preec-
lampsiés terhesek granulocytéi sajét plazmajukban
inkubéiva. E: preeclampsids terhesek granulocytai
egészséges nem ferhesek plazméiban inkubélva.

F: preeclampsids terhesek granulocytai egészséges
terhesek plazmajéban inkubdlva. G: egészséges nem
terhesek granulocytai sajét plazmdjukban inkubéiva. *:
p<0,05 A vs. B.C,D,E,F,G. #: p<0,05 D vs.F.
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2. Gbra. A hdrom vizsgdlt csoportbé! szérmazé granulo-
cyték étagos szuperoxid-anion termelése kiilénbézd
inaktivalt plazmékban térténd inkubdlés utdn FMLP
stimuldcié hataséra. A: egészséges terhes granulocytai
sajét plazméjukban inkubdlva. B: egészséges terhesek
granulocytdi egészséges nem terhesek plazmdiban
inkubélva. C: egészséges terhesek granulocytéi pree-
clampsids terhesek plazmaiban inkubélva. D: pree-
clampsids terhesek granulocytéi sajét plazméjukban
inkubdlva. E: preeclampsias terhesek granulocytéi
egészséges nem terhesek plazméiban inkubdlva.

F: preeclampsiés ferhesek granulocytai egészséges
terhesek plazmdjéban inkubdlva. G: egészséges nem
terhesek granulocytéi sajét plazméjukban inkubéiva.

lagos O, termelése sajat inaktivalt plazmdjukban tortén
inkubdlds utdn szignifikdnsan (p<0,05) alacsonyabb
osszehasonlitva az Osszes tobbi csoporttal. Amennyiben
preeclampsids terhesek granulocytdit inkubdljuk sajat
plazmajukban, azok atlagos O, termelése 1,471 nmol/
perc/3x107 sejt (SD=0,216 nmol/perc/3x 10° sejt), egész-
séges nem terhesek plazmdjdban inkubdlva 1,359
nmol/perc/3x10° sejt (SD=0,115 nmol/perc/3x10° sejt),
mig egészséges terhesek plazmdjaban inkubdlva 1,185
nmol/perc/3x10° sejt (SD=0,290 nmol/perc/3x10° sejt).
A preeclampsids terhesek granulocytdit egészséges ter-
hesek plazmdjaban inkubdlva, a sejtek atlagos O, terme-
lése szignifikdnsan (p<0,05) alacsonyabb, mint amikor
sajdt plazmdjukban inkubdljuk. Ha az egészséges nem
terhesekbdl nyert granulocytdkat sajdt, autolog plazmaja-
ban inkubaljuk, dgy a sejtek atlagos O, termelése 1,435
nmol/perc/3x10° sejt (SD=0,113 nmol/perc/ 3x10° sejt)
(1. dbra).

FMLP stimudcio hatdsdra az egészséges terhesek gra-
nulocytdinak dtlagos O, termelése sajat inaktivalt plaz-
majukban t6rténd inkubdlds utan 1,028 nmol/perc/3x10°
sejt (SD=0,136 nmol/perc/3x10° sejt), egészséges nem
terhesek plazméjaban torténd inkubdlds utin 1,048
nmol/perc/3x10° sejt (SD=0,234 nmol/perc/3x10° sejt)
és preeclamsids terhesek plazmdjaban torténd inkubdlds
utdn 1,000 nmol/perc/3x10° sejt (SD=0,148 nmol/
perc/3x10° sejt). Amennyiben preeclampsids terhesek
granulocytdit inkubdljuk sajat plazmdjukban, azok dtla-
gos O, termelése 1,023 nmol/perc/3x10° sejt
(SD=0,566 nmol/perc/3x10° sejt), egészséges nem ter-
hesek plazmajdban inkubalva 1,046 nmol/perc/3x 10 sejt
(SD=0,298 nmol/perc/3x 10’ sejt), mig egészséges terhe-
sek plazmdjdban inkubdlva 1,021 nmol/perc/3x10° sejt
(SD=0,276 nmol/perc/3x10° sejt). Ha az egészséges
nem terhesekbdl nyert granulocytdkat sajdt, autoldg plaz-
majdban inkubdljuk, tgy a sejtek atlagos O, termel€se
1,034 nmol/perc/3x 10° sejt (SD=0,390 nmol/perc/ 3x10°
sejt). Az FMLP stimuldcié hatdsdra kapott eredmények
kozott szignifikans kiilonbséget egyik esetben sem taldl-
tunk (2. dbra).

Megbeszélés

Szakirodalomra timaszkodé adatok alapjin a preec-
lampsia pathofizioldgidjdban fontos szerepet jitszik az
endothesejt-dysfunctio, bar a konkrét ok ismeretlen [2].
Az oxidativ stressz és a granulocytdkbol felszabaduld
szuperoxid-anion t6bb ponton kdrositja az endothelse;j-
tek mikodését, {gy az oxidativ stressz €s az endothel-
dysfunctio kozott ok-okozati kapcsolat dllhat fent [14].

A kisérleteink soran haszndlt kétféle stimulalo szert-
b6l a PDBu a cytosolban taldlhaté protein kinaz-c-n ke-
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resztiil indukal intracellularisan Ca* felszabaduldst, mig
az FMLP sejtfelszini receptorit stimuldlva, az inozitol-
trifoszfat dtvonalon keresztiil vélt ki szintén calcium
koncentricié ndvekedést. Mindkét esetben az intacellu-
laris Ca™ novekedése aktivélja a NADPH-oxid4zt, {gy
szuperoxid-anion felszabadulast vl ki [13,16].

Korabbi munkdnk sordn kimutattuk, hogy amennyi-
ben egészséges nem terhes n6kbdl szdrmaz6 granulocy-
takat egészséges terhesek plazmdjaban inkubéljuk, dgy a
sejtek PDBu indukdlta szuperoxid-anion termelése szig-
nifikdnsan csékken dsszehasonlitva azzal, ha a sejteket
sajat vagy preeclampsids terhesek plazméiban inkubdl-
nink. E két utébbi csoport hasonlé eredményei kozt
szignifikdns eltérést nem taldltunk. FMLP stimuldcid ha-
tasara kapott eredményeink kozott szignifikdns eltérés
nem volt [9].

Jelen munkdnk eredményeibdl lathatjuk, hogy egész-
séges nem terhesek granulocytdinak (sajdt plazméjuk-
ban torténd inkubdlds utdn) szuperoxid-anion termelé-
séhez képest az egészséges terhesek hasonlé médon
mért értékei szignifikdnsan csokkentek. Ha a preec-
lampsids terhesek granulocytdit inkubdljuk sajit plaz-
majukban, gy a neutrophilek O, termelése az egészsé-
ges terhesek hasonld médon mért értékeinél szignifi-
kdnsan magasabb, mig a nem terhesekéhez képest szig-
nifikdnsan nem vdltozott. Ezen eredményeink 0Ossz-
hangban vannak a kordbbi munkank sordn kimutatott,
periférids vérbdl izolalt, plazméban nem inkubilt granu-
locytdk szuperoxid-anion termelésével [8]. Amennyi-
ben egészséges terhesek granulocytdit a preeclampsids
terhesek €s az egészséges nem terhesek plazmamintdi-
ban vald inkubdlds utdn mérjiik, dgy mindkét esetben
szignifikdnsan né a szuperoxid-anion termelés. Ha a
preeclampsids terhesek granulocytdit egészséges nem
terhesek plazmdjdban inkubdljuk, igy a szuperoxid-ani-
on termelés nem viltozik, 4m ha egészséges terhesekbdl
nyert plazméban, akkor a O, termelés szignifikdnsan
csokken. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni,
hogy az egészséges terhesek plazméjaban olyan anyai
€s/vagy magzati sejtek dltal termelt egyelGre ismeretlen
faktorok vannak jelen, ami egészséges terhességben
szignifikdnsan gdtolja a granulocytdk szuperoxid-anion
termelését. Ezen egészséges terhesekbdl szarmazé gra-
nulocytékat egészséges nem terhesek vagy preeclampsi-
ds terhesek plazmdiba téve, az autoldg plazmdjukban
feltételezett, szuperoxid-anion produkcidra gitlé hatést
kifejté faktorok hidnydban a sejtek O, termelése kozel
normalizalédik. Igy, korabbi munkdinkkal dsszhangban
valdszindsitjiik, hogy az egészséges terhesekben van-
nak O, termelést gitlé faktorok, és nem a preeclampsi-
dsokban vannak superoxid-anion termelést stimuldlé
faktorok, mint ahogy arra egyes kozlemények ramutat-

nak [17]. Az ellentmondds altalunk feltételezett okdra mi
i1s felhivtuk a figyelmet [18].

Habar kordbbi kozleményiinkben [8] kimutattuk,
hogy FMLP stimuldci6 hatdsara az egészséges terhesek-
bol szepardlt granulocytdk szuperoxid-anion termelése
csOkkent, az egészséges nem terhesek és preeclampsids
terhesek hasonlo értékeihez képest, a plazmamintikkal
torténd inkubdlds sordn nem kaptunk értékelheté ered-
ményeket, mint ahogy eléz6 munkankban sem [9]. Fel-
tételezéseink szerint ennek a plazmamintdk 60 percig tar-
t6, 56 "C-on torténd inaktivaldsa az oka, amivel a granu-
locyta-funkciot befolydsold héérzékeny faktorokat sem-
legesitjiik.

Osszefoglaldsként elmondhaté, hogy az egeszséges
terhesek vérében valoszindsithetd, hogy olyan keringd
faktorok talalhatéak, melyek a neutrophil granulocytdk
szuperoxid-anion termelését gitoljak. Ez védekezd me-
chanismus lehet, azzal a céllal, hogy az anya szdméra he-
miallograftként is felfoghaté magzat védelme biztositott
legyen. Ezek a faktorok hidnyozhatnak a preeclampsids
terhesek vérébdl, és igy a nem csokkent szuperoxid-ani-
on termelés endothelsejt kdrosoddst, kovetkezményes
preeclampsids tiineteket okozhat. A késGbbiekben to-
vibbi vizsgalatokra van sziikség nem inaktivalt plazma-
mintdkkal 1s, valamint a kimutatott faktorok azonositisa
céljabol, a preeclampsia pathofizioldgidjdnak jobb meg-
ismerése érdekében. Az, hogy a preeclampsidban elma-
rado szuperoxid-anion termelés csokkenése csak a felté-
telezett hidnyzo plazmafaktorokra, vagy a — valGszindisit-
hetéen — preeclampsids terhességben megvaltozott gra-
nulocyta érzékenységre is visszavezethetd, kiegészitd
vizsgalatokkal tisztidzando.
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Lampé R, Sziics S, Adény R, Poka R: Effect of plas-
ma factors on granulocyte-function in healthy- and pre-
eclamptic pregnancies

No current evidence has been found to confirm the role
of oxidative stress in endothelial dysfunction in preeclamp-
tic pregnancies, whereas additional studies on superoxide-

anion production on granulocytes in normal- and preec-
lamptic pregnancies have provided conflicting results. The
aim of our study was to investigate a possible implication
of superoxide-anion in the aetiology of preeclampsia. We
measured the phorbol-dibutyrate (PDBu) and n-formyl-
methionyl-leucyl-phenylalanine- (FMLP) induced supero-
xide-anion generation by granulocytes in 6 non-pregnant, 6
healthy pregnant and 6 preeclamptic pregnant women after
incubation of these cells in their autologous and the other 2
groups’ inactivated plasmas. Stimulated superoxide-anion
production of neutrophil granulocytes was measured spect-
rophotometrically as superoxide-dismutase inhibitable re-
duction of ferricytochrome-c absorbancy. When granulocy-
tes from healthy pregnants were incubated in healthy, non-
pregnants’ or preeclamptic pregnants’ plasma, the superoxi-
de-anion production of granulocytes was significantly inc-
reased as compared to the superoxide-anion production of
granulocytes following incubation in their autologous plas-
mas. Granulocytes from preeclamptic pregnants were incu-
bated in healthy, non-pregnants’ plasma, and superoxide-
anion production gave almost the same results, as if being
incubated in their own plasmas. However, when granulocy-
tes from preeclamptic pregnant women were incubated in
plasma samples of healthy pregnants, the superoxide-anion
production of granulocytes decreased significantly. Based
on our results we assume that there are circulating factors in
healthy pregnants’ blood, capable of depressing the supero-
xide-anion production of the granulocytes, while these fac-
tors might be missing in the preeclamptic pregnants. Thus
in preeclampsia, elevated superoxide-anion production may
lead to endothelial dysfuction.

Keywords: preeclampsia, oxidative stress, superoxi-
de-anion, granulocytes, plasma factors
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