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1. BEVEZETES

A praeeclampsia és HELLP szindroma {6 okai az anyai és perinatalis megbetegedéseknek és
halalozasoknak vilagszerte. Sajnos még célzott terapias lehetdéségek nem allnak rendelkezésre,
és ezen korképek egyetlen hatékony kezelése a terhesség befejezése. Ezért a nemzetkozi
kutatasok f6 célja, hogy koran kiszlirhetdvé valjanak a magas kockazatu terhesek, illetve hogy
kidolgozzanak olyan terapias lehetéséget, amelyekkel biztosithatd, hogy a terhesség minél
tovabb kiviselhetd legyen anélkiil, hogy az anya vagy a magzat egészségét veszélyeztetné.

Valészintsithetd, hogy korai placentaris fejlédési zavar kovetkeztében kialakult
hypoxias és ischaemias allapotok miatt karosodott méhlepénynek és villosus trophoblastnak
kulcsfontossag szerepe van az angiogén ¢s anti-angiogén faktorok egyensulyanak
felboritasan keresztiil ezen sziilészeti korképek kialakulasaban. Mi a praeeclampsia és HELLP
szindroma kutatdsaiban ezért a méhlepény vizsgélataira koncentraltunk. Kordbbi kutatdsaink
folytatasaként egyrészt olyan jelatviteli molekulakat vizsgaltunk, amelyek fontos szerepet
jatszanak a méhlepény miikddésében, sejtproliferacioban, migracidban, apoptozisban.
Vizsgaltuk olyan gének expresszids mintdzatat is, melyek szerepet jatszhatnak a méhlepény
koros miikodésében praeeclampsiaban. Emellett a villosus tropholast kiilonb6z6 jelatviteli
utainak aktivalodasat is tanulmanyoztuk, majd arra is kivancsiak voltunk, hogy ezen jelatviteli
utvonalak megvaltozasat milyen stressz allapotok idézhetik eld, és hogy ezek hogyan
befolyasoljak a méhlepényben a génexpressziot.

Azok kozil a molekuldk koziil, melyek a placentaris jelatviteli utvonalakat
befolyasolhatjak, a syndecan-1 keriilt a latokoriinkbe, mert er@s expresszivitast mutat az
emberi méhlepény syncytiotrophoblast rétegében, és szamos angiogén és novekedési faktor
képes kapcsolédni hozza, ezaltal jelatviteli folyamatokat befolyasolhat. Elettani funkciéja és
esetleges szerepe a koros placentacio kialakulasdban még nem ismert, de annak alapjan, hogy
magas az expresszioja a mehlepényben €s az anyai €s a magzati felszinek kozti hatarfeliileten
talalhatd, valdszintileg fontos szerepe van az egészséges terhesség fenntartasaban.

Kutatasunk 6 célja volt még megvizsgalni, hogy stressz kondiciok és kinaz utvonalak
valtozasai hogyan befolyasolhatjdk a FLT1, GCM1, LEP, és PGF gének expresszidjat a
villosus trophoblastban. Munkacsoportunk egy korabbi tanulmanyaban microarray vizsgalatot
végeztiink praeeclampsids, HELLP szindromas ¢€s kontroll terhesek lepényeibdl. El8szor ijra
megvizsgaltuk a microarray adatsorunkat, és kivalasztottunk négy gént (FLT1, GCM1, LEP,
¢s PGF), amelyek a villosus trophoblastban termelddnek, valtozik az expresszidjuk a

lepényben praeeclampsidban, és dsszefiiggésbe hozhatok a betegség méhlepényi eredetével.



Irodalmi adatok alapjan feltételeztiik, hogy egy Osszetett interakcio zajlik
praceclampsiaban a kiilonb6z6 stresszallapotok, trophoblastikus kinaz jelatviteli utvonalak és
a lepényi génexpresszids mintdzat megvaltozasa valamint funkciondlis valtozasok kozott.
Kutatasunk egyik célja volt, hogy a placentaris syndecan-1 jelatviteli molekula
expresszidjanak valtozasait feltérképezziik a praeeclampsia kiilonb6zé csoportjaiban és
HELLP szindromaban. Masrészrdl kivancsiak voltunk, hogy az Akt-1 és MAPK jelatviteli
utvonalak ismert tagjainak villosus trophoblasztikus expresszidja és aktivitasa valtozik-e
praceclampsiaban és HELLP szindréméban, valamint a feltételezett stressz kondiciok hatdssal

vannak-e ezen kinazok miikodésére és a gén expressziora a villosus trophoblastban.

2. CELKITUZESEK

Célkitiizéseim a kovetkezOk voltak:

1. A syndecan-1 expresszido valtozasainak Osszehasonlito vizsgalata praeeclampsias és
HELLP szindromas betegektdl valamint varandos kontrolloktol szarmazo méhlepényekben;
terhesekben €s praeeclampsias betegekben;

3. Az ischaemia ¢és az aktin citoszkeleton karosodas syndecan-1 expressziora ¢és
felszabadulasra gyakorolt hatasanak vizsgalata BeWo sejtes modellen;

4. A foszforilalt Akt-1, ERKI1/2, JNK és p38 kindzok expresszios ¢és aktivitasbeli
valtozasainak vizsgalata praeeclampsias és HELLP szindromas betegekt6l valamint varandos
kontrolloktdl szdrmazd méhlepényekben;

5. A praeeclampsia kialakulasaval tarsult FLT1, GCM1, LEP, és PGF gének expresszidjat
szabalyzd cAMP jelatviteli utvonalak vizsgalata BeWo sejtmodellen;

6. Az FLT1, GCM1, LEP, és PGF gének expressziojanak és az Akt-1, ERK1/2, INK és p38
kindzok aktivitdsdnak vizsgalata BeWo sejtmodellen, hypoxids, ischémias és gyulladasos
stressz kondicidkban;

7. Az Akt-1, ERK1/2, JNK ¢és p38 kinaz inhitorok hatasanak vizsgalata BeWo sejtek

génexpresszids mintazatara hypoxias, ischémias és gyulladasos stressz kondicidkban.



3. MODSZEREK

3.1. Syndecan-1 vizsgalatai

3.1.1 Beteganyag, klinikai mintak és definiciok

A vizsgalatokhoz a méhlepényeket a Semmelweis Egyetem 1.Sz. Sziilészeti és Nogyogyaszati
Klinikdjan gyljtottiik. A vizsgalatba bevont varandos noket a kdvetkezd betegcsoportokba
osztottuk: 1) korai praeeclampsia (n=7); 2) korai praececlampsia HELLP szindromaval (n=8);
3) korai kontroll (n=5); 4) kés6i praeeclampsia (n=8); 5) késoi kontroll (n=9).

A praeeclampsia diagnosztikai kritériuma volt a 20. terhességi hét utan Gjonnan
megjelent magas vérnyomas (szisztolés vérnyomas >140 Hgmm vagy a diasztolés vérnyomas
>90 Hgmm, legalabb két alkalommal, minimum 4-6 6ran beliil, maximum 7 nappal késdbb
mérve), és proteinuria. A fehérjevizelés kritériumai: >300 mg fehérje volt a 24 oOrés
vizeletgylijtés eredménye, vagy két véletlenszertien kivalasztott vizeletben > 1+ fehérje volt
az indikator csik teszt eredménye (a mérés minimum 4 O6ran beliil, maximum 7 nap
kiilonbséggel tortént), vagy egyszeri alkalommal > 2+ fehérje volt az indikéator csik teszt
eredménye. A korai praceclampsias csoportba keriiltek azok, akiknél a praeeclampsia klinikai
tiinetei a 20. és a 35. terhességi hét kozott jelentkeztek, a késéi praeeclampsias csoportba
keriiltek azok, akiknél a tiinetek a 35. hét utan jelentkeztek.

HELLP szindrémat allapitottunk meg, ha 20. terhességi hét utan jelentkezett hemolizis
(sLDH>6001U/1;  bilirubin>1,2mg/dl; schistocytak voltak a vorosvértest kenetben),
trombocytopenia (thrombocyta <100 000/mm?), és emelkedtek a majenzim-értékek (SALT
és/vagy sAST >70IU/).

Minden vizsgalatba bevont varanddsnal a terhességet csaszarmetszéssel fejezték be. A
késoi kontroll csoportoknal nem volt egészségiigyi probléma vagy sziilészeti komplikacio, a
csaszarmetszés korabbi csdszarmetszés vagy fekvési rendellenesség miatt tortént, €s a
terhességi kornak megfeleld sulya 0jsziilott jott a vilagra. A korai kontroll csoportba azon
varandosok keriiltek, akiknél a sziilés fajastevékenység vagy id6 eldtti burokrepedés
kovetkeztében indult meg, a terhesség csaszarmetszéssel keriilt lezarasra a terhesség 35. hete
elétt, és utdlag nem volt megtaldlhatd semmilyen klinikai vagy patologiai oka a
korasziilésnek. A vizsgalatokat az etikai engedélynek és norméaknak megfelelden végeztiik.

Az anyai vérmintadk (n=81) a Perinatology Research Branch (NICHD, NIH, DHHS,
Detroit, MI, USA) Biolégiai Mintabankjabol lettek kivalasztva. A betegeket a kovetkezd
csoportokba osztottuk: 1) praceclampsia (n=49) és 2) kontrollok (n=32). A parositott mintakat
ugy valasztottuk ki, hogy a kontroll csoportban és a beteg csoportban 1évé varandosok
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terhességi kora kozott maximum két hét kiilonbség legyen. A vérmintak a sziilés elotti héten

lettek levéve, 1300g-n centrifugaltak 10 percig 4°C fokon, és a vizsgalatig -70°C-on taroltak.

3.1.2. A méhlepények szévettani vizsgalatai

A méhlepények kozvetlenlil a csadszarmetszés utan keriiltek feldolgozasra. A microarray
vizsgalatokhoz centralis cotyledok lettek kivagva, €s a kordbban leirt modszerrel lett
elvégezve a microarray analizis. A méhlepények standard hisztopatholdgiai protokoll szerint
lettek megvizsgalva, a morfologiai és makroszkopos elvaltozasok pedig az adatbazisban
rogzitve lettek. A patologiai feldolgozdsokhoz a mintdk 10%-os formalinban lettek fixalva. A
hisztopatologiai és immunhisztokémiai vizsgalatokhoz minden placentabol 6t reprezentativ
szoveti blokk lett paraffinba dgyazva: két-két centralis és periférias blokk a magzati oldalrol,
valamint egy blokk az anyai oldalrol. A mikroszkopos vizsgalatokhoz 4pum vastagsagi
metszeteket készitettiink a blokkokbol, és SuperFrost/Plus lemezekre (Gerhard Menzel
GmbH, Braunschweig, Németorszag) helyeztiik Oket. Deparaffinalas utdn a metszeteket
rehidraltuk, hematoxilin-eozin festékkel megfestettiik, és 10 véletlenszertien kivalasztott
mezoben mikroszkoppal értékeltiik. A makroszkopikus és mikroszkopikus 1éziokat a publikalt

kritériumok alapjan definidltuk.

3.1.3. Placenta TMA (tissue microarray) készités

Két miliméter atmérdjlii core-okat vagtunk ki minden szoveti blokkbdl, és azokat recipiens
blokkokba helyeztiikk. Ezt kdvetéen a recipiens blokkokbol Spum vastagsaghi metszeteket
készitettiink és SuperFrost/Plus lemezekre helyeztilk. A 37 méhlepényi mintabol Gsszesen
harom TMA lemez késziilt. Minden lemezre egy majbol szarmazo core-t is elhelyeztiink,

amely pozicionalas mellett immunfestési kontrolként is szolgalt.

3.1.4. TMA-k immunhisztokémiai vizsgalatai

A TMA lemezeket deparaffinaltuk és rehidrataltuk. Az endogén peroxidaz aktivitast 10%-0S
H20, kezeléssel gatoltuk, majd az antigén feltardsara a TMA lemezeket 10mM Tris és 1mM
EDTA (pH=9,0) keverékében 45 percig 100°C-on inkubaltuk. A mosast kdvetéen a nem
specifikus antitest-kotédést a NovoLink Polymer Detection System pufferével szobahdén 10
percig gatoltuk (Novocastra Laboratories, Newcastle, Egyesiilt Kirdlysag). Az immunfestést
egér monokonalis anti-syndecan-1 antitesttel (MI15 klon; DakoCytomation, Glostrup, Dania;
1:50; éjszakan at; +4 °C-on) végeztiik. A masodlagos antitesttel torténd inkubalas és mosas
utdn (30 perc) kromogénként DAB-ot alkalmaztunk 1:50 higitadsban (DAB, Novocastra

Laboratories; 1:50), majd hattérfestésre hematoxylint hasznaltunk.
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Az immunfestett TMA lemezeket nagyfelbontasti szkennerrel szkenneltiik be (Mirax
Scan, Carl Zeiss Microimaging GmbH, Németorszag). A syncytiotrophoblast syndecan-1
immunfestddésének értékelését a Pannoramic Viewer v1.15 MembraneQuant program
(3DHistech Ltd., Budapest) segitségével végeztiik, amely program alkalmas arra, hogy
digitalizalt metszeteken szin, méret €s intenzitds alapjan megtaldlja a sejtmembranokat, és a
beallitott szinskala skala alapjan megméri az immunfestés intenzitdsok erdsségét. A
felismerési paraméterek bedllitasa utdn a MembraneQuant program a 20-150 pm atmérdja
chorionbolyhok 85-90%-at megtalalta. A program az immunfestések intenzitasanak erésségét
minden chorionboholy esetében egy 0-tol 3-ig terjedd skalan (0, +1, +2, +3) értékelte. A
kapott szdmadatokat core-onként atlagoltuk, és a kapott pontszamot hasznaltuk reprezentativ
adatként az adott core-ra.

A kovetkezd 1épésben harom vizsgaldo két kiilonbozé modon is értékelte az
eredményeket a klinikai adatok ismerete nélkiill. Eldszor Axioskop 2 plus light
mikroszkoppal, szabad szemmel értékelték a metszeteket (Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Gottingen, Németorszag), ezt kovetden pedig a beszkennelt metszeteket szamitogépes
felilleten keresztiil is pontoztak. A Vvizsgalok core-onként minimum 25 db, 20-150 pm
atmérdjii chorionboholy immunreaktivitdsat pontoztdk egy négyfokozati intenzitasskala
alapjan (0, +1, +2, +3). Az az immunreakcié kapott +3 mindsitést, ahol intenziv festodést
tapasztaltunk, 0-s mindsitést pedig akkor adtunk, ha nem volt reakci6. Az eredményeket core-
onként atlagoltuk, a kapott core atlagértékeket eldszor placentanként majd pedig

betegcsoportonként atlagoltuk.

3.1.5. BeWo sejtkulturak

A BeWo trophoblast-szerii sejteket (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA)
F12 tapoldatban (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) tartottuk, amely 10% borjiszérumot és 1%
penicillin/streptomycin oldatot is tartalmazott. A sejteket 6-lyuka sejttenyészté lemezekre
(5x10° sejt/lyuk) vagy Nunc Lab-Tek II kamrés targylemezekre (3x10° sejt/lemez) helyeztiik
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA), majd pedig a kovetkezd vizsgalatokat végeztiik:
1) A trophoblast differenciacié syndecan-1 expresszidra gyakorolt hatdsanak vizsgalatahoz a
BeWo sejteket CAMP analdg Forskolinnal (25uM, St. Louis, MO, USA) a kontroll sejteket
pedig dimetil-szulfoxiddal (DMSO) (Sigma-Aldrich) kezeltiikk harom napig.

2) A sériilt aktin citoszkeleton syndecan-1 expresszidra és felszabaduldsra gyakorolt hatdsat is
vizsgaltuk. Ehhez a sejteket 72 oraig 25uM Forskolinnal kezeltiik, a 60-72-ik 6rdban pedig a

mintak feléhez 25uM Latrunculint adtunk, ami gatolja a citoszkeleton miikodését.



3) Az ischaemids stressz syndecan-1 expressziora és felszabaduldsra gyakorolt hatasat a
kovetkezoképpen vizsgaltuk: BeWo sejteket 25uM Forskolinnal kezeltiink harom napig, majd
a mintdk felét 20%-os parcidlis oxigén nyomdson, a masik felét pedig valtozé parcialis oxigén
nyomason tartottuk (6 oraig 20%-on majd 6 oraig 1%-on; 4 ciklusban) OxyCycler C42-ben
(Biospherix Ltd., Lacona, NY, USA) a 48-72-ik oraban.

3.1.6. RNS izoldlas, ¢cDNS készités, kvantitativ real-time reverz transzkripcios PCR (qRT-
PCR)

A 6-lyukt sejttenyésztd lemezeken 1€vo sejtekbdl teljes RNS-t izolaltunk az RNeasy Mini Kit
¢s RNase Free DNase Set (Qiagen, Valencia, CA, USA) segitségével. Az RNS koncentréacio a
NanoDrop1000 spektrofotométerrel lett megmérve. A teljes RNS (500ng) reverz
transzkripcidja a SuperScript Il First-Strand Synthesis system (Invitrogen) hasznalataval
tortént. TagMan probat (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation, Foster City,
CA, USA) hasznaltunk az SDC1 (Hs00896423 ml) és RPLPO (riboszomalis foszfo-protein
PO, endogén kontroll; 4326314E) génexpresszio meghatarozasahoz ABI 7500 Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) segitségével.

3.1.7. Immuncitokémia és konfokalis mikroszkopia

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

3.1.8. Syndecan-1 immunoassay a vérmintakbol és BeWo sejttkultirdbol
A 6-lyuku lemezeken 1év6 sejtkulturak feliiluszojat minden nap begytijtottiikk és immunoassay
vizsgélatnak vetettiik ald. Hasonloképpen mint az anyai szérumbdl, a sejtkultirak

crer

human syndecan-1 ELISA Kit-et (Cell Sciences, Canton, MA, USA) hasznaltuk a gyartd



instrukcidi alapjan. A proba érzékenysége <2,56 ng/ml volt, az intra-assay variacios

koefficiens 7,6%, az inter-assay variacios koefficiens 6,8% volt.

3.1.9. Statisztikai elemzések

A demografiai és klinikai adatokat az SPSS 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) statisztikai
szoftverrel elemeztiik. A betegcsoportok kozotti  Osszehasonlitdsokat megoszlasok
tekintetében a Chi-négyzet probaval és Fischer-teszttel elemeztik. A Kruskal-Wallis és
Mann-Whitney teszteket a nem normalis eloszlasu folytonos valtozokhoz, a t-tesztet pedig a
normdl eloszlasu folytonos valtozokhoz hasznaltuk. Az anyai szérum syndecan-1

crer

korrelacios egyiitthatd szamitast hasznaltuk, az elemzéseket az R statisztikai program

segitségével (Www.r-project.org) végeztiik. Linearis modell hasznalataval elemeztiik az anyai
szérum syndecan-1 Koncentracioban a kiilonbségeket a kiilonboz6 vizsgalati csoportokban,
miutan az eredményeket adjusztiltuk a terhességi korral és a sziiletési sullyal. A

szignifikancia szintet 5%-ra allitottuk be.

3.2. A kinaz-utvonalak vizsgalatai

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

leirtakkal a 3.1.1. bekezdés szerint.

3.2.2. A méhlepények szévettani vizsgalatai
A szovettani vizsgalat megegyezett a syndecan-1 vizsgélatanal leirtakkal a 3.1.2. bekezdés

szerint.

3.2.3. Placenta TMA készités

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

3.2.4. TMA-k immunhisztokémiai vizsgalatai

A TMA lemezekbdl Spm vastagsagli metszeteket készitettiink és SuperFrost/Plus lemezekre
helyeztiink. A TMA lemezeket ezt kdvetden deparaffinaltuk és rehidrataltuk. Az endogén
peroxidazt 20 percig 10%-0s H,O,-vel gatoltuk, majd az antigén feltarasdra a lemezeket

10mM Tris és ImM EDTA (pH=9,0) keverékében 100°C-on 45 percig inkubaltuk. A mosast


http://www.r-project.org/

kovetéen a nem specifikus antitest-k6tédést a NovoLink Polymer Detection System
pufferével szobahdn 10 percig gatoltuk (Novocastra).

A TMA lemezeket egy ¢éjszakan at foszfo-Akt-1 (Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA), foszfo-JNK (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA), foszfo-
Erk1/2 (Cell Signaling), foszfo-p38 (Cell Signaling) antitestekkel 4°C-on inkubaltuk. Masnap
tris-pufferelt soval (TBST) torténd mosast kovetéen a lemezeket Novolink postprimary
blokkol6 anyaggal 30 percig kezeltiik. Ezutdn peroxidaz-konjugalt polimerhez kapcsolt anti-
nyul/anti-egér IgG  masodlagos ellenanyagokkal 30 percig nedves kamraban,
szobahdmérsékleten inkubaltuk a lemezeket. Oblités utdn kromogénként DAB-ot
alkalmaztunk 1:20-as higitasban. Az el6hivast mikroszkop alatt végeztiik. Sejtmagfestésre
hematoxilint hasznaltunk, majd alkohol-aceton-xilol sorban viztelenitettiink, végiil
hagyomanyos modon kanadabalzsammal és fed6lemezzel fedtiik le a lemezeket.

A metszeteket ezek utan digitalisan szkenneltiik (Pannoramic Scan, 3DHistech Kft.), a
tovabbiakban pedig mar a digitalizalt targylemezeket a Pannoramic Viewer 1.15 digitélis
mikroszkdpos program hasznélataval értékeltiik. Az értékelést két fliggetlen vizsgalo végezte
a mintakhoz tartozoé klinikai adatok ismerete nélkiil. A vizsgalok core-onként minimum 25 db,
20-150 pm atmér6jii chorionbolyhot értékeltek, meghatarozva azok immunreaktivitasat egy
négyfokozath intenzitasskala alapjan (0, +1, +2, +3). Az a reakcid kapott +3 mindsitést, ahol
intenziv festodést tapasztaltunk, 0-s mindsitést adtunk, ha nem volt reakcio. Az eredményeket

core-onként atlagoltuk. A kapott értékeket placentanként majd betegcsoportonként atlagoltuk.

3.2.5. Elsodleges trophoblast kulturak

Elsédleges cytotrophoblast sejteket terminusban sziilé egészséges noktdl szarmazo
méhlepényekbdl izolaltunk a Kliman és munkatarsai altal leirt modszer alkalmazasaval (n=4).
Minden méhlepénybdl koriilbeliill 100g mennyiségli boholyszdvetet vagunk ki, melyet
darabolas €s mosas utan 90 percig 37°C-on emésztettiink 0,25% tripszint (Invitrogen) és
60U/ml DNA-z I-t (Sigma-Aldrich) tartalmaz6 oldatban. Ezt kovetden a szétvalt sejteket
100pm pérusméretll nylon szlirén atszlrtiik (BD Biosciences, San Jose, CA). A
vorosvérsejteket ammonium-klorid pufferben lizaltuk (Stemcell Technologies, Vancouver,
BC, Kanada), mosas utan pedig 0-50%-0s Percoll gradienses centrifugalast végeztiink 20
percig 1200g-n. Negativ szelekcios moddszert alkalmaztunk a nem trophoblast sejtek
kiszlirésére, melynek soran anti-CD14 (20pg/ml) és anti-CD9 (20pug/ml) egér monoklonalis
antitestekkel (R&D CA, USA), majd pedig MACS anti-egér IgG antitestekkel (Miltenyi
Biotec, Auburn, CA, USA) inkubaltuk azokat. Az izolalt els6dleges trophoblast sejteket

kollagénnel bevont 12-lyukt sejttenyésztd lemezre tettiikk, €s 7 napig tartottuk Iscove's
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modified Dulbecco's (Invitrogen) tapoldatban, ami 10% borjuszérumot, 5% humén szérumot
¢és 1% penicillin/streptomycin oldatot is tartalmazott. A génexpresszids vizsgalatokhoz a total

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

3.2.6. BeWo sejtkulturak

A BeWo sejteket 6-lyuku sejttenyészté lemezre tettiik (5x10° sejt/lyuk), és F12 medium
tapoldatban (Invitrogen) tartottuk, ami 10% borjuszérumot és 1% penicillin/streptomycin
oldatot is tartalmazott. A differencidcios vizsgalathoz a BeWo sejteket vagy cAMP analog
Forskolinnal (25uM), vagy kontrollként DMSO-val kezeltiik (Sigma-Aldrich) 96 6raig, majd
a génexpresszids vizsgalatokhoz totdl RNS-t izolaltunk. A kindz-itvonalak vizsgalatahoz a
BeWo sejteket 25uM Forskolinnal kezeltiik 36 o6ran at, majd a kovetkezd 24 orara négy
csoportra osztottuk a sejteket, és négy kiilonbozé kezelésnek tettiik ki Oket: 1) ennél a
kezelésnél az oxigén parcialis nyomasa normalis (20% O;), a tovabbiakban normoxias
kezelésnek nevezziik, 2) hypoxias kezelés (2% O,), 3) ischaemias kezelés (1% ¢és 20% O,
kezelés felvaltva 6 oranként Oxycycler C42 hasznalataval), illetve 4) 10 ng/ml IL1p kezelés
normoxias koriilmények mellett. ERK1/2, JNK, p38a, Akt-1 kinaz-inhibitorokat is
alkalmaztunk. A kezelések utan a BeWo sejteket lizaltuk, majd pedig total RNS-t vagy total

fehérjét izolaltunk. Minden vizsgalatot haromszor végeztiink.

3.2.7. RNS izolalas, cDNS készités, gRT-PCR

A BeWo sejtekbdl és az els6dleges trophoblast sejtekbdl Qiagen RNeasy kit (Qiagen)
hasznalataval teljes RNS-t izoldltunk a gyartd instrukcido szerint. Az RNS mennyiségi
analizisét NanoDropl000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) spektrofotométerrel
végeztiik. A mindségi elemzést a normalis 28S/18S riboszoémalis RNS csikok kimutatdsaval
Agilent Bioanalyzer 2100 segitségével végeztiik. A teljes RNS (500ng) reverz transzkripcioja
a SuperScript Il First-Strand Synthesis system (Invitrogen) ¢és oligo(dT) primerek
felhasznalasaval (Invitrogen) tortént. Tagman probéakat hasznaltuk a génexpresszios profil
elkészitéséhez, melyeket a Biomark qRT-PCR system (Fluidigm) segitségével futtattunk a

gyarto instrukcioi alapjan.

3.2.8. Fehérje izolacio és foszfo-kindz assay

A BeWo sejteket 120uL lizis pufferrel (50mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NaCl; 1% NP40;
5mM EDTA) homogenizaltuk, majd pedig egy oran at jégen inkubaltuk. A homogenizatumot
15 percig 10.000 rpm-en centrifugaltuk, majd a feliiliszot leszivtuk, és abban BCA assay

(Thermo Scientific) segitségével megmeértiik a teljes fehérjetartalmat. A Proteome Profiler 96
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Human Phospho-RTK Array 1 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) nem kompetitiv
szendvics immunoassay-t hasznaltuk, hogy 96 lyukt lemezen minden mintajaban egyszerre
tudjuk detektalni a pAkt-1, pERK1/2, pJNK ¢és a pp38 kindzokat a gyartd ajanldsa szerint.
Harom ora inkubacio utan a kemilumineszcencias jeleket Fujifilm LAS-4000 Cooled CCD
Camera Gel Documentation System (Fujifilm North America Corp., Valhalla, NY, USA)

hasznalataval értékeltiik.

3.2.9. Statisztikai modszerek

A demografiai és klinikai adatokat az SPSS 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) statisztikai
szoftverrel elemeztiik. A betegcsoportok kozotti  Osszehasonlitdsokat megoszlasok
tekintetében a Chi-négyzet probaval és Fischer-teszttel elemeztiik. A Kruskal-Wallis és
Mann-Whitney teszteket a nem normalis eloszlast folytonos valtozokhoz, a t-tesztet pedig a
normal eloszlasu folytonos véltozokhoz haszndltuk. Minden egyéb adatot az R statisztikai
programmal elemeztiink. A qRT-PCR adatok vizsgalatihoz a gén expressziokat a belso
kontrollként hasznalt RPLPO gén expresszidjahoz viszonyitottuk. A AACt moédszert
hasznaltuk a génexpresszié valtozasok nagysaganak, t-tesztet pedig a kiilonbségek
szignifikancidjanak megallapitdsdhoz. A szignifikancia szintet p=0,05-re allitottuk be. A
Proteome Profiler adatok analizisénél elészor a nyers kemilumineszcencias jelekb6l kivontuk
a hattér jeleket, majd pedig ezen adjusztalt kemilumineszcencias jelek adatait logaritmizaltuk,
¢és beldlik a belsé kontrollként hasznalt 60 kDa-os hdsokkfehérje (HSP60) logaritmizalt
jelértékeit kivontuk. A becsiilt atlag +/- standard hiba (SE) értékeket dsszegeztiik, és t-tesztet
(p értékek) majd fals talalati arany (FDR) szamitast (q értékek) hasznaltunk a szignifikancia

szintek szamolasahoz. A szignifikancia szintet q=0,1-re allitottuk be.

4. EREDMENYEK

4.1. A syndecan-1 vizsgalatainak eredményei

4.1.1. Demografiai és klinikai adatok

A szisztolés és diasztolés csucs vérnyomas-értékek egyarant magasabbak voltak minden
betegcsoportban kontrollokhoz képest. Proteinuria minden betegnél el6fordult, kontrolloknal
viszont nem volt jelen. A vizsgéalatba bevont varandosokat terhességi kor alapjan parositottuk.
Az 4tlag terhességi kor ennek megfelelden a korai kontroll és a korai betegcsoportokban nem

kiilonbozott, a késéi kontroll €s a késdi praeeclampsids csoportok kozott kis kiilonbség
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adodott csak. Az ujsziilottek sziiletési sulya szignifikansan alacsonyabb volt a késoéi
praceclampsias csoportban, mint a kés6i kontrolloknal, és alacsonyabb volt, bar nem
szignifikdnsan, korai praeeclampsiaban és HELLP szindromaban a korai kontrollokhoz

képest.

4.1.2. Syndecan-1 expresszio és Villosus trophoblast differencidcio

A syndecan-1 immunfestédése a syncytiotrophoblast apikalis membranjaban granularis
jellegli volt. Az immunopozitiv granulomok a syncytiotrophoblast citoplazmajaban is
megfigyelhetok voltak. A chorionbolyhokban ugyanakkor nem volt festédés a
cytotrophoblastokban vagy egyéb mas tipusu sejtekben.

A Forskolinnal kezelt BeWo sejtek a morfologiai és biokémiai differenciacio
folyamata alatt egyre novekvé mennyiségben expresszaltak az SCD1-et: 1. nap nem volt
valtozas, 2. nap 3,2-szeres emelkedés volt megfigyelhet6 (p=8,3x10™), 3. nap pedig 3,4-szeres
emelkedés volt detektalhato (p=5,3x107).

A differencialod6 BeWo sejtkultirak feliiluszojaban a syndecan-1 koncentracid
szignifikansan magasabb volt a 2. napon (4,3+0,5 ng/ml, p=0,028) és a 3. napon (15,2+2,0
ng/ml, p=0,008), mint az 1. napon (a detektaldsi minimum, 2,56 ng/ml, alatt volt).

Osszehasonlitva a nem kezelt BeWo sejtekkel, a Forskolinnal kezelteknél, fleg a
fazionalt, tobbmagvl sejteknél a syndecan-1 erds sejtmembran festédést mutatott a 3. napon.
A chorionbolyhokban taldlt festddésekhez hasonléan a BeWo sejtek syndecan-1 festddése is

granularis jellegli volt a sejtmembranban és a citoplazmaban.

4.1.3. A placentaris syndecan-1 mRNS expresszio praeeclampsidban
Nem talaltunk eltérést a lepényi SDC1 expresszidjaban sem korai praeeclampsiaban (1,56-
szoros csokkenés p=0,65), sem pedig HELLP szindromaban (1,43-szoros csokkenés, p=0,74)

a korai kontrollokhoz képest.

4.1.4. A syndecan-! immunfestédése a méhlepényben praeeclampsiaban és HELLP
szindromdban

A legnagyobb immunfestddési kiillonbséget a korai praeeclampsias betegeknél talaltuk, ahol a
syncytiotrophoblast citoplazmdjaban erds volt az immunreakcid, de a syncytiotrophoblast
apikalis membranjdban sok esetben negativ volt az immunfestddés. Hasonlo eredményeket
kaptunk a kés6i praeeclampsids eseteknél is. A HELLP szindromas betegeknél a
syncytiotrophoblast apikéalis membranja erds linearis festddést mutatott. Az egyes

betegcsoportokban annak jelét is lattuk, hogy a syndecan-1 a syncytiotrophoblastbol az
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intervillosus trbe keriil ki, leginkabb korai preeclampsianal és HELLP szindromanal. A
beszkennelt TMA-k lepényi syndecan-1 immunfestddésének objektiv kiértékelésekor a
kovetkezd eredményeket kaptuk:

1) A syndecan-1 immunfestédés nem valtozik a terhességi korral, a korai (2,33+0,33) ¢és a
késoéi (2,29+0,33) kontroll csoportban is hasonld atlag pontszamokat kaptunk (p=0,66); 2) A
syndecan-1 immunreakci6 ersebb volt kés6i praeeclampsiaban (2,594+0,26, p=0,0001) mint a
késoi kontroll csoportban (2,2940,33); 3) A syndecan-1 immunreakcid erdsebb volt HELLP
szindromaban (2,63+0,23, p=0,02), mint a korai kontroll csoportban (2,33+0,33); és 4) A
syndecan-1 immunreakcio erésebb volt korai praeeclampsiaban (2,59+0,36, p=0,02) mint a

korai kontroll csoportban (2,33+0,33).

4.1.5. A syndecan-1 koncentracidja az anyai szérumban praeeclampsiaban

Az anyai szérumban a syndecan-1 koncentracid pozitiv korrelacidt mutatott a sziiletési sullyal
(R?=0,25, p=1,7x10°) és a terhességi korral (R?=0,22, p=1x10”), negativan korrelalt az
artérias kozépnyomas értékkel (R?=0,08, p=0,012) és a fehérjeiiritéssel (R?=0,06, p=0,039).
Praceclampsias betegekben az anyai szérum syndecan-1 koncentracio alacsonyabb volt
(kozépérték: 673 ng/ml, IQR: 459-1161 ng/ml) mint kontrolloknal (kozépérték: 1158 ng/ml,
IQR: 622-1480 ng/ml, (p=0,03).

4.1.6. Az ischaemia és az aktin citoszkeleton karosodasdinak hatisa a syndecan-1
felszabadulasara BeWo sejtekben

Az SDC1 gén expresszidjaban nem volt kiilonbség sem az ischaemias (1,14-szeres valtozas,
p=0,72), sem pedig a Latrunculin B-vel kezelt BeWo sejtekben (1,07-szeres valtozas, p=0,69)
a kontroll sejtekhez képest. Frdekes modon azonban emelkedett volt a syndecan-1
koncentracio szint az ischaemias kornyezetben 1évé sejtkulturak feliiliszojaban (30+1,8
ng/ml, p=0,042), és alacsonyabb volt a syndecan-1 koncentracio szint a Latrunculin B-vel
kezelt sejtkulturak feliilluszéjaban (17,4£3,3 ng/ml, p=0,05) a kontrollokhoz viszonyitva
(24,0+4,2 ng/ml). Immunfluoreszcens vizsgalattal a Forskolinnal kezelt, sokmagvu, fazionalt
kontroll sejtek membranjan volt a legerdsebb a syndecan-1 festddése. Az ischaemias
kornyezetben tartott BeWo sejtek membranjan a festddés gyenge volt, ami arra utal, hogy nétt
a syndecan-1 shedding a trophoblastok felszinérél. A Latrunculin B-vel kezelt BeWo sejtek
membranjdn nem, vagy nagyon gyengén festddott a syndecan-1. A citoplazméaban viszont
erdsebb, granularis syndecan-1 festddést lattunk, azt sugallva hogy a syndecan-1 nem jutott ki

a sejtmembranra az aktin citoszkeleton miikodésének karosodasara miatt.
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4.2. Kinaz utvonalak vizsgalatainak eredményei

4.2.1. Demografiai és klinikai adatok
Az eredmények a 4.1.1. bekezdésben lathatoak.

4.2.2. Génexpresszio-valtozasok korai praeeclampsidas és HELLP szindrémads lepényekben

A LEP expresszid a korai praceclampsids terhesekbdl szarmazd meéhlepényekben 108,9-
szeresére (q=6,4x10'5), HELLP szindromas terhesekbdl szarmazo méhlepényekben 56,9-
szeresére (q=0,002) nétt a korai kontroll méhlepények expresszidjahoz képest. Hasonldan, az
FLT1 expresszid korai praceclampsias terhesek méhlepényében 3,6-szeresére (q=0,085),
HELLP szindréomés terhesek méhlepényében pedig 4,3-szeresére (q=0,04) nétt a korai
kontroll méhlepények expresszidjahoz képest. A GCM1 és PGF expresszi6 HELLP
szindromas és praceclampsias betegek méhlepényében nem valtozott szignifikansan a korai

kontrollokhoz képest a microarray tanulmanyunk kritériumai alapjan.

4.2.3. A villosus trophoblast jelatviteli utvonalainak megvaltozasa praeeclampsiaban és
HELLP szindromdaban

Ezt kovetden a foszforilalt Akt-1, ERK1/2, JNK, és p38 kinazok immunopozitivitasat
értékeltiik a praeeclampsias, HELLP szindromés és kontroll csoportokban. A legnagyobb
valtozast a pp38-nal tapasztaltuk. A praceclampsids csoportok koziil a HELLP szindréma
tiineteit mutaté betegek méhlepényeiben nagyobb mértékben emelkedett az immunfestés
erdssége (atlagtszoras: 2,15+0,43, p=0,004), mint a HELLP szindréma tiineteit nem mutato
korai praceclampsias betegek méhlepényeiben (1,98+0,37, p=0,01) a korai konrollokhoz (1,19
+0,51) képest. A kés6i praceclampsiasok méhlepényeiben nem talaltunk eltérést (1,60+0,39,
p=0,5) a késdi kontroll csoport méhlepényeihez képest (1,33+0,53).

Hasonl6, de kisebb intenzitasii valtozasokat talaltunk a foszforilalt, aktiv ERK1/2
kindz esetén. A korai praeeclampsias csoporton belill a HELLP szindroma tiineteit mutato
betegek esetében a méhlepényi pERKI1/2 immunfestédés szignifikansan erdsebb volt
(1,33+0,38, p=0,03), mint a kontroll csoport méhlepényi pERK1/2 immunfestédése, mig azon
betegek méhlepényeiben, ahol nem volt a praeeclampsia mellett HELLP szindroma is

(1,11£0,73), a valtozas nem volt szignifikans (p=0,3).
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4.2.4. Trophoblast differenciacio hatasa egyes angiogén és anti-angiogén gének lepényi
expressziojdara

Terminusban sziilé egészséges ndk méhlepényébdl szarmazo elsdédleges trophoblast sejteket
differencialtattunk, és azt az eredményt kaptuk, hogy a vizsgalt gének a differencialodas 2. és
3. napjan érik el a csucs-expressziot. A differencialt BeWo sejtekben a négy gén expresszidja
ugyancsak a 2. és a 3. nap kozott volt a legmagasabb. Hasonloan az elsddleges
trophoblastokhoz, jelentds emelkedést tapasztaltunk a PGF és LEP gének expresszidjaban,
mig az FLT1 kifejezddése csak enyhébb emelkedést mutatott a differenciacié soran. Mivel
relative magas ¢és stabil génexpresszio volt sziikséges a BeWo sejtek tovabbi vizsgalatadhoz, a

differencialodas 2-3. napjat valasztottuk a tovabbi kisérletekhez.

4.2.5. Génexpresszios mintdzatok a hypoxids és ischaemids trophoblast sejtekben

Annak érdekében, hogy megvizsgalhassuk a kivalasztott gének expressziojanak valtozasat a
kiilonboz6 stressz kondiciokban, a BeWo sejteket differencidltattuk, és a masodik naptol
kezdve 24 oran keresztiil harom kiilonbdz6 stressz hatasnak tettiik ki 6ket: 1) Ischaemiaban a
LEP expresszio 2,1-szeresére emelkedett (p=0,04). Hypoxidban az FLT1 expresszid 2,5-
szeresére emelkedett (p=0,056), mig a PGF expresszi6 1,4-szeres csokkenést mutatott
(p=0,04). A praeeclampsias terhesek méhlepényében lejatszodo pro-inflammatorikus
valtozasokat modellezé II-1B kezelést kdvetéen a PGF expresszid 1,6-szeres csokkenést

mutatott (p=0,01), de nem volt szignifikéns valtozas az FLT1 és a LEP expressziojaban.

4.2.6. Génexpresszio és kinaz aktivitas valtozasok BeWo sejtekben, kiilonbozé stressz
kondiciok hatdsdra

A vizsgélatokhoz a sejteket ugyanolyan modon kezeltiik, mint a qRT-PCR vizsgalatokhoz, a
kinaz-aktivitas probat pedig BeWo sejtek fehérje lizatumabol végeztiik.: 1) Ischaemias
kornyezetben a JNK 2,5-szer magasabb aktivitast mutatott (q=0,03), az ERK1/2 aktivitasa
2,4-szeres csokkenést mutatott (q=0,02), mig 1,3-szeres emelkedést tapasztaltunk a p38
aktivitds tekintetében (q=0,17). 2) Hypoxids kdrnyezetben harom kindz esetében kaptunk
szignifikans eredményt: 1,7-szeres emelkedést lattunk az ERK1/2 aktivitasban (q=0,03), 1,6-
szeres emelkedést tapasztaltunk a JNK aktivitasban (q=0,01), és 1,3-szeres emelkedést
mutatott a p38 kindz aktivitas (q=0,06). 3) IL-1B kezelést kovetéen a JNK aktivitasa 2,1-
szeres (q=0,03), a p38 aktivitasa 1,4-szeres emelkedést mutatott (q=0,04).
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4.2.7. A p38 kinaz utvonal hatisa BeWo sejtek génexpresszio valtozdasaira hypoxiaban és
ischaemiaban

1) Kontroll BeWo sejtekben az ERK1/2 gétlasakor az FLTI, LEP, és PGF expresszioja
csokkent. Hypoxidban a p38 ¢és a JNK kindzok gatldsa okozta a legtobb valtozast a
génexpresszioban a normoxias, kontroll BeWo sejtekhez képest. 3) Ischaemia esetén a p38 és
az Akt-1 kinazok gatlasa hatott a legnagyobb mértékben a génexpresszidra normoxias,
kontroll BeWo sejtekhez képest; 4) 11-1p kezelés esetén a p38 gatlas volt legnagyobb hatéssal
a génexpressziora normoxias, kontroll sejtekhez képest. Osszeségében a p38 kinaznak volt a

legnagyobb hatasa a BeWo sejtek LEP, FLT1 és PGF expresszidjanak megvaltozasaban.

5. KOVETKEZTETESEK

1. A syndecan-1 érett, normal méhlepényekben a syncytiotrophoblastban, féleg az apikalis
membranon lokalizalodik;

2. Kontroll méhlepényekben a syndecan-1 immunfestddés erdssége a syncytiotrophoblast
apikalis membranjan a terhességi kor ndvekedésével nem valtozik;

3. A syncytiotrophoblast apikalis membran syndecan-1 immunfestddése erdsebb korai és
késoi praceclampsiaban, valamint HELLP szindrémaban, a kontrollokhoz képest;

4. A SDC1 génexpresszid nem valtozik sem korai praceclampsids, sem HELLP szindromésok
méhlepényében a korai kontrollokhoz képest;

5. Az anyai szérum syndecan-1 koncentracid pozitivan korreldl a terhességi korral és a
sziiletési sullyal, ugyanakkor negativan korrelal a vérnyomas ¢€s a proteinuria mértékével;

6. Az anyai szérum median syndecan-1 koncentracié alacsonyabb a praeeclampsids
csoportban, mint a hasonlo terhességi koru kontroll csoportban;

7. Az SGA-val szovoédott praeeclampsias terhesek szérum syndecan-1 koncentracidja nem
kiilonbozik az SGA-val nem sz6vOdott praceclampsias terhesekétol;

8. Az aktin citoszkeleton karosodasa a syndecan-1 akkumulalodasahoz vezet a BeWo sejtek
citoplazmajaban, mig az ischaemids stressz fokozza a BeWo sejtekrdl a syndecan-1
sheddingjét;

9. A villosus trophoblastok pp38 kindz immunfestddése erdsebb a korai praceclampsias
terhesek méhlepényeiben, foleg HELLP szindromas esetekben, a korai kontroll csoport
méhlepényeihez képest;

10. A pERK1/2 immunfestédés erdsebb a HELLP szindromas terhesek méhlepényeiben, mint

a korai kontroll csoport méhlepényeiben;
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11. A differencialodo BeWo sejtekben az ischaemia emeli a LEP expressziot, valamint noveli
a JNK és csokkenti az ERK1/2 kinazok aktivitasat;

12. A differencialodd6 BeWo sejtekben a hypoxia emeli az FLT1 és csokkenti a PGF
expressziot, valamint noveli az ERK1/2, JNK, és p38 kindzok aktivitasat;

13. A differencidlodd BeWo sejtekben az IL-1P kezelés csokkenti a PGF expressziot,
valamint noveli a JNK és p38 kindzok aktivitasat;

14. A vizsgalt MAPK kinaz utvonalak koziil a p38 jelatviteli utnak van a legnagyobb hatésa a
stressz indukalta LEP, FLT1 és PGF expresszio valtozasara BeWo sejtekben.
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