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1. Bevezetés

A preeklampszia napjainkban is jelentds sziilészeti probléma, amely anyai €s magzati
komplikaciokat okoz, befolyasolja az anyai és magzati morbiditast és akar a haldlozast
is. A preeklampszia meghatarozasa az elmult évtizedekben valtozott. A preeklampszia a
terhesség alatti hipertenziv rendellenességek egyike. Ez az allapot egy tobb rendszert
érintd progressziv, terhesség-specifikus betegség, amelyet az Gjonnan kialakulé magas
vérnyomas ¢és a proteinuria vagy az ujonnan kialakuld magas vérnyomas és jelentds
terhesség 20. hete utan vagy a sziilés utani idészakban jelentkezik. A becslések szerint a
preeklampszia az Egyesiilt Allamokban, Kanadaban és Nyugat-Eurépaban a terhességek
2-5%-4ban fordul eld, és az anyai megbetegedések egyik vezetdé oka. Néhany
rizikofaktor, mint az elhizas, a cukorbetegség, az eldrehaladott anyai kor, a kronikus
hipertonia egyre gyakoribb a véarandos ndk korében, ami ndveli a preeklampszia
eléfordulasi gyakorisagat a nyugati orszdgokban. A preeklampszia jelentés mértékben
befolyasolja mind az anyai, mind a magzati egészséget. A legsulyosabb anyai
komplikaciok a kozponti idegrendszert, a vesét, a majat, a tiidot €s a véralvadast érintik.
A preeklampszia végleges terdpidja a terhesség megszakitdsa. Ez iatrogén korasziilést
eredményez. Ez az iatrogén korasziilés és a betegségre jellemzd intrauterin ndvekedési
visszamaradas felelds a legtobb 1jsziilottkori komplikéacidért. Az Osszes korasziilés
15%-a 1atrogén, a preeklampszia €s a magzati ndvekedési visszamaradas kezelése miatt.
Szamos epidemiologiai adat kiemeli az immunologiai tényezOk kulcsszerepét a
preeklampszia kialakuldsdban. A  rendellenesség eléfordulasa magasabb az
elsOsziilotteknél, mint a tobbszor sziilt ndéknél. Az anyai-magzati immunoldgiai
maladaptacio a preeklampszia kialakulasanak {6 tényezdje ezek alapjan a megfigyelések
alapjan.

A preeklampszia kétfazisi modellje széles korben elfogadott elmélet, amely a
preeklampszia patogenezisét két egymast kovetd 1épésként magyardzza. A terhesség
korai szakaszdban a placentdlis érképzodés rendellenességei relativ placentalis

alulperfuziot/hipoxiat/iszkémiat eredményezhetnek, ami antiangiogén faktorok



felszabadulasahoz vezet az anyai keringésbe, amelyek megvaltoztatjdk az anyai
szisztémds endotélium funkciojat, és magas vérnyomdst és a betegség egyéb
megnyilvanulasait okoznak (hematoldgiai, neurologiai, kardialis, pulmonalis, renalis €s
majfunkcios diszfunkciok). Az els6é fazis a placenta koros fejloddése a trophoblast
invazié hidnya miatt, ami a terhesség elsd felében kovetkezik be. Ezek a feltételek
vezetnek a masodik fazishoz, amely az anyai tiinetek kialakulasa a terhesség masodik
felében. Az elsO fazist preklinikai fazisnak, mig a masodikat klinikai fazisnak nevezik.
Immunoldgiai eljarasok mindkét fazisban részt vesznek, bar a hozzdjaruld antigének és
effektorok a fazisok kozott kiilonboznek, igy kiilonbdzé "immunologiai interfészeket"

képeznek.



2. Célkitiizések

1. A plazma von Willebrand faktor hasitd protedz (ADAMTS13) aktivitasanak, a von
Willebrand faktor (VWF) antigén szintjeinek és a von Willebrand faktor multimer

szerkezetének vizsgalata preeclampsiaban.

2. A komplementrendszer szisztémds aktivacidjanak elemzése a klasszikus, lektin és

alternativ itvonalakon keresztiil preeclampsidban.



3. Modszerek

A tanulmany résztvevoi

A von Willebrand faktort ¢s az ADAMTS13 enzim aktivitasat vizsgald tanulmanyunk
eset-kontroll felépitést hasznalt. A vizsgalatban 67 preeklampszias beteg, 70 egészséges,
komplikaciomentes terhességgel rendelkezd terhes nd és 59 egészséges, nem terhes nd
vett részt. Hasonloképpen, a komplementrendszer aktivacidjdnak vizsgalata is eset-
kontroll megkozelitést kovetett, amelyben 60 preeklampszias beteg, 60 egészséges
terhes nd és 59 egészséges, nem terhes nd vett részt. A résztvevok toborzasa a
Semmelweis Egyetem Budapesti 1. Sz. Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikajarol,
valamint a Kutvolgyi Klinikai Kézpont Sziilészeti és Nogyogyaszati Osztalyarol tortént.
Minden résztvevo a kaukazusi rasszhoz tartozott, és Magyarorszdg azonos foldrajzi
teriiletén élt. A kizdrasi kritériumok kozé tartoztak a tobbes terhességek, a kronikus
hipertonia, a cukorbetegség, az autoimmun betegségek, az angiopatia, a veseproblémak,
az anyai vagy magzati fertdzések, valamint a magzati velesziiletett rendellenességek. A
preeklampszia meghatarozésa a vérnyomas emelkedése volt (=140 mmHg szisztolés
vagy >90 mmHg diasztolés két vagy tobb alkalommal, legalabb 6 6ras kiilonbséggel) a
kordbban normalis vérnyomdsu ndk esetében a 20. terhességi hét utdn, valamint
proteinuria (>0,3 g/24 6ra). Az Osszes preeklampszids beteg vérnyomadsa a sziilés utani
12 héten beliil normalizdlodott. Sulyos preeklampszia esetén a szisztolés vérnyomads
>160 mmHg vagy a diasztolés vérnyomas >110 mmHg, vagy a proteinuria >5 g/24 ora
volt. Eklampszids vagy HELLP-szindrémas ndket kizartdk a vizsgalatbol. A magzati
novekedési visszamaradas diagndzisa akkor tortént, ha a magzati sziiletési suly a
terhességi kor és nem szerint a magyar sziiletési suly percentilisek alapjan a 10.

percentilis alatt volt.

Laboratoriumi modszerek

Az ADAMTS13 aktivitds meghatarozasa a FRETS-VWEF73 fluoreszcens szubsztrat
hasitasabol eredé fluoreszcencia kinetikus mérésével tortént (Peptides International,
Louisville, Kentucky, USA). A citratos plazmamintakbol reakcié pufferrel 1:20-as
higitast készitettlink, majd FRETS-VWF73 szubsztrat oldattal 6sszemértiik. 37 °C-on 1
oran keresztiil két percenként, 340 nm-es excitacids €s 460 nm-es emisszios

hullamhosszon kinetikus fluorimetridas mérést végeztiink. A kapott fluoreszcencia



értekeket az idé fliggvényében abrazoltuk, linedris regresszidval meghataroztuk a
meredekséget. Tiz egészséges véradd poolozott citratos plazmajabol késziilt higitasi
sorozat meredekségi értékeit a higitas szazalékanak fliggvényében abrazoltuk. Az igy
készitett standard gorbe (100%: higitas nélkiili normal plazma, 0%: vak, reakcio puffer)
segitségével hatdroztuk meg az ismeretlen plazmak aktivitdsat. Az eredményeket a
poolozott egészséges vérado plazma aktivitasanak szazalékos aranyaban adtuk meg.

A von Willebrand faktor antigén szintjét citratos plazmabol ELISA modszer
segitségével hataroztuk meg, kereskedelmi forgalomban kaphat6 antitestek segitségével
(Dakopatts, Glostrup, Dania). Mikrotiter lemezeket natrium-hidrogénkarbonat pufferben
higitott (pH 9,6) human von Willebrand faktor-ellenes poliklonalis nyul antitestekkel
fedtiink. Egy ¢jszakan 4t tartd inkubdalas és mosas utan a lemezeket a hozzdadott 1:500
aranyban higitott plazmamintakkal 2 o6rdig szobahOmérsékleten inkubaltuk. Ismételt
mosas utan torma peroxidazzal konjugalt human von Willebrand faktor-ellenes
poliklonalis nyul antitestekkel 1 oran &t inkubaltuk a lemezeket, majd orto-
feniléndiamin hozzaadasa utan 492 nm-es hullimhosszon mértiik meg az optikai
denzitast. Az eredményeket 10 egészséges véradod poolozott plazmajaban mért érték
szazalékos aranydban adtuk meg.

A von Willebrand faktor multimer mintazatanak meghatarozasa natrium-dodecilszulfat
(SDS)-agaroz gél elektroforézis utjan tortént EDTA-val antikoagulalt plazmamintakban.
Az elektroforézist alacsony felbontasu (0,8%-0s) agaroz gélen (Seakem HGT, Lonza,
Basel, Sviajc) végeztiik. A fehérjéket elektroblot modszerrel vittiik &t a polivinilidén-
fluorid membranra (Immobilon-P, Millipore Corp., Bedford, Massachusetts, USA). A
von Willebrand faktort torma peroxidazzal jelolt human von Willebrand faktor-ellenes
poliklonélis nyul antitest (DakoCytomation, Glostrup, Dénia) és diaminobenzidin
szubsztrat segitségével vizualizaltuk. A kvantitativ multimer analizist GS-800 (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, Kalifornia, USA) denzitométeren QuantityOne szoftver (Bio-
Rad Laboratories) alkalmazasaval végeztiik, €s az eredményt a nagy multimerek (>20
mer) szdzalékos aranyaban adtuk meg.

A C4d, C3a és SC5b9 koncentraciojat EDTA-s plazmamintdkban a Quidel cég ELISA
Kitjeivel a gyartdé utmutatasa szerint hataroztuk meg (San Diego, Kalifornia, USA, Cat.
No. A008, A015, A029).

Az MBL (mann6z-koté lektin)-MASP-2 (MBL-asszocialt szerin proteaz 2) komplex



aktivalhatésaganak mértékét Petersen és munkatéarsai C4-depozicion alapuldé modszere
alapjan hataroztuk meg, kisebb médositasokkal.

A szérum CRP szinteket ultraszenzitiv, latex szemcsékkel érzékenyitett
immunoturbidimetrids eljarassal mértiik meg Cobas Integra 800 automatan a gyartod
altal forgalmazott kittel(Roche, Mannheim, Németorszag, Cat. No. 20764930). A
human CRP monoklondlis anti-CRP antitestekkel fedett latex szemcsékhez

agglutindlodott. A precipitaitumot 552 nm-en turbidimetriaval hataroztuk meg.

Statisztikai analizis

Két csoport folytonos valtozoinak 6sszehasonlitdsdhoz a Student-féle kétmintas t-probat
¢s a Mann-Whitney U-probat alkalmaztuk, mig tobb csoport esetén a Kruskal-Wallis-
féle varianciaanalizist (ANOVA) hasznaltuk. Post-hoc tesztként az atlagos rangszdmok
tobbszords  Osszehasonlitdsat  végeztik. A csoportok  diszkrét  valtozoinak
Osszehasonlitdsdhoz a Fisher-féle egzakt és a Pearson-féle y2 tesztet alkalmaztuk. A
korrelacios egyiitthatokat a Spearman-féle rangkorrelacioval szamitottuk ki. Tobbszoros
linedris regresszidval a standardizadlt regresszids egyiitthatokat hatdroztuk meg.
Analiziseink soran a zavar6 valtozok hatasat dichotom fiiggd valtozd esetén tobbszoros
logisztikus regresszioval, mig folytonos fiiggd valtozd esetén kovarianciaanalizissel

(ANCOVA) korrigltuk.



4. Eredmények

A vizsgalatba bevont 67 praececlampsias, 70 egészséges terhes €s 59 egészséges nem
terhes n6k plazma ADAMTSI13 aktivitasban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. A
von Willebrand faktor antigén plazmaszintje szignifikdnsan magasabb volt
praececlampsias terhesekben, mint egészséges terhes €és nem terhes ndkben. Az
eredményeknem valtoztak meg azt kovetden sem, hogy ¢életkorra, BMI-re ¢és
vérvételkori terhességi korra kovariancia analizissel (ANCOVA) adjusztaltunk. A
praeeclampsias csoporton beliil nem figyeltiink meg szignifikans kiillonbséget a plazma
ADAMTSI13 aktivitasaban és von Willebrand faktor antigén szintjében az enyhe és
sulyos praeeclampsids esetek, a korai és késoi kezdetli praceclampsia, illetve a magzati
novekedési retardacioval tarsult és anélkiili esetek kozott.
Meghataroztuk tovabba a von Willebrand faktor multimer szerkezetét 5 praeeclampsias,
5 egészséges terhes és 5 egészséges nem terhes nében, akiket életkorra, terhességi korra
¢és dohanyzasi statuszra illesztettiink. A von Willebrand faktor multimer szerkezete
intakt volt mindegyik vizsgélati csoportban. A nagy multimerek szdzalékos aranyaban
nem mutatkozott szignifikdns kiilonbség a praeeclampsias,egészséges terhes &s
egészséges nem terhes nék kozott (median (tartomany): 24,7 (18,5-33,7)

%, 27,3 (22,2-30,2) % és 25,5 (20,2-28,8) %, rendre; p=0,45).
Egészséges terhes ndk esetében szignifikdnsan magasabb CRP, C4d, C3a, SC5b9, C3,
C9 ¢és faktor H antigén szinteket, valamint szignifikansan alacsonyabb C1-inhibitor
szintet figyeltiink meg a nem terhes ndkhoz képest. A preeklampszids betegeknél
szignifikansan emelkedett CRP, C4d, C3a ¢és SC5b9 szinteket ¢€s szignifikdnsan
csokkent C3 koncentraciokat figyeltek meg az egészséges terhes ndkhoz képest. Az
egészséges, nem terhes nékhoz képest a preeklampszias betegeknél magasabb CRP,
C4d, C3a, SC5b9, C4, C3, C9 és faktor H antigén szinteket, valamint alacsonyabb C1-
inhibitor szinteket mértek. A harom vizsgalati csoport k6zott nem volt szignifikans
kiilonbség a Bb és C4b-kotd protein szintek tekintetében. Az alcsoport elemzése soran
kideriilt, hogy a magzati novekedési visszamaradassal rendelkezé preeklampszids
betegek szignifikansan magasabb plazma SC5b9 szinttel rendelkeztek, mint azok,
akiknél nem allt fenn ITUGR (median (interkvartilis tartomany): 112,3 (59,1-147,5)
ng/ml vs. 69,9 (46,7-107,8) ng/ml; p < 0,05).



5. Kovetkeztetések

1. A magas von Willebrand faktor antigén szint ellenére a vérplazma ADAMTSI13
aktivitdsa nem csokken praeeclampsiaban. Tovabba a von Willebrand faktor multimer

szerkezete is intakt praeeclampsiaban

2. A komplementrendszer szisztémas aktivalodasa a klasszikus 1ton torténik
praceclampsias terhesekben, ez az aktivacido a termindlis komplex (SC5b9) fokozott
képzddéséhez vezet. A termindlis komplex anyai keringésben mért excessziv
mennyisége Osszefiiggést mutat az intrauterin ndvekedési restrikcioval praceclampsias

terhesekben
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