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Roviditések jegyzéke

Ago: argonaute protein

ANOVA: analysis of variance

C14MC: chromosome 14 microRNA cluster
C19MC: chromosome 19 microRNA cluster
cDNS: complementary DNS

CHT: chronicus hypertonia

DFO: desferrioxamine

DMSO: dimethysulfoxide

eNOS: endothelialis nitrogén-monoxid szintdz
EVT: extravillosus trophoblast

FBS: fetal bovine serum

FDR: false discovery rate

FC: fold-change

FPR: false-positive rate

GEO: gene expression omnibus

GHT: gestatios hypertonia

GO: gene ontology

HELLP: hemolysis, elevated liver enzymes, low platelet count
HPRD: human protein reference database
HRE: hypoxia reszponziv elem

HUVEC: human umbilical vein endothelial cells
IUGR: intrauterin growth restriction

LNA: locked nucleic acid

miRISC: miRNA-induced silencing complex
mMIiRNS: mikroRNS

mPE: enyhe (mild) praeeclampsia

N: normotenziv

PBS: phosphate-buffered saline

PE: praeeclampsia

PLAP: placental alkaline phosphatase

PFP: vérlemezkementes plazma
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PIGF: placentaris novekedési faktor
pre-miRNS: prekurzor miRNS

pri-miRNS: primer miRNS

RMA: robust multi-array analysis

RT-PCR: real-time polymerase chain reaction
RQ: relative quantity

SD: standard deviation

SE: standard error

sEng: szolubilis endoglin

sFIt-1: szolubilis fms-szeri tirozin kinaz-1
SpA: spirdlis artéria

sPE: sulyos (severe) praeeclampsia

STB: syncytiotrophoblast

TGF-B: transzformald novekedési faktor 3
UC: ultracentrifugalas

UTR: nem transzlalodo régid

VEGEF: vaszkularis endothelialis novekedési faktor

VT: villosus trophoblast
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1. Bevezetés
1.1. Praeeclampsia
1.1.1. Altalanos jellemzék

A magas vérnyomas az egyik leggyakrabban eléforduld terhességi komplikécio, a
megjelenés ideje és formaja alapjan tobb alcsoportot alkothatunk (Tranquilli és mtsai
2014) (1. abra). A chronicus hypertonia esetében a vérnyomas mar a terhességet
megelézéen meghaladja a 140/90 mmHg-t, vagy a terhesség els6 husz hetében
jelentkezik. Gestatios hypertonianak nevezziik a 20. terhességi hét utan fellépé magas
vérnyomasos allapotot, ahol a praceclampsiara jellemz6 egyéb tiinetek nem jelennek meg,

¢s a vérnyomas a sziilést kdvetden normalizalodik.

A praeeclampsia tobb szervrendszert érint6 elvaltozas, mely 3-8% terhességet érint
vilagszerte (Duley 2009). A betegséget a terhesség 20. hete utan jelentkezé magas
vérnyomas és proteinuria definialja. Fehérjevizelés hianyaban a diagnozis egyéb anyai
szervi  zavarok, mint példaul trombocytopenia, majfunkciok karosodasa,
veseelégtelenség, tidéodéma és korabban nem tapasztalt agyi vagy latasi zavarok
megléte alapjan is felallithato (Tranquilli és mtsai 2014). Chronicus hypertoniaban
szenved6 nék 20-25%-anal ugynevezett rarakodasos praeeclampsia alakul ki. HELLP-
szindroma  (vorOsvértestek  szétesése, emelkedett majenzimek ¢és alacsony
vérlemezkeszam) a praeeclampsias esetek 10—20%-aban jelentkezik, az anyai haldlozas
akar a 20%-ot is elérheti. Az eclampsia a praeeclampsia szovédményeként tekinthetd,
grand mal rohamokkal és eszméletvesztéssel jard életveszélyes allapot. A sulyos

praeeclampsids esetek koriilbeliil 5%-aban alakul ki.

20. terhességi hét et Proteinuria®

Chronicus Rarakodasos
/' hypertonia praeeclampsia

- - Enyhe
Terhesség alatti L . e praceclampsia
hypertonia Gestatios S
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Terhesség indukalta / o T
hypertonia 34 terhesség eldtt Silyos )
Korai kezdetii praceclampsia
\ Proteinuria® g praeeclampsia
f BP>160/110 manHg

Praeeclampsia r:f:' protemusia >5g/Mh*
\ 34 terhesség hé utdn

Késdi kezdetii
praceclampsia

BP>140/90 mmHg
protenuna >300 mg/24h*
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1. abra. Terhesség alatti hypertonia fajtai (*: és/vagy egyéb anyai szervi zavarok)
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1.1.2. Anyai és magzati szovodmények

A praeeclampsia az anyai €s magzati/perinatalis morbiditas és mortalitas egyik vezetd
oktényezodje vilagszerte, stilyos szovodményekkel jar a terhesség alatt és hosszitavon is.
A leggyakoribb anyai szovodmény a vesefunkcid beszikiilése, amely 65%-0S
gyakorisaggal fordul el6 rarakodasos praceclampsiaval érintett terhességekben. Emellett
jelentkezhet még korai lepénylevalas, disszeminalt intravaszkularis koagulacio, HELLP-
szindroma, tiid66déma/aspiracio, eclampsia, majelégtelenség, majhematoma és
agyvérzés. A praeeclampsia fokozott rizikdt jelent tovabba a késobbi sziv- €s érrendszeri
betegségek kialakulasara (Craici és mtsai 2008). Az esetek szamottevd része tarsul
intrauterin novekedési retardacioval (IUGR), illetve gyakran végzddik korasziiléssel
(Raymond és Peterson 2011). A magzatnal sulyosabb esetekben neurologiai karosodas és

perinatalis halalozas is bekovetkezhet.

1.1.3. Kockazati tényezék

A praeeclampsia kialakulasara magas kockazatot jelent a chronicus hypertonia és
vesebetegség, korelézményben szerepld gestatios hypertonia, diabetes mellitus,
autoimmunitas; kozepes kockazattal bir a 40 év feletti anyai életkor, primiparitas, tobbes
terhesség, molaterhesség, utolso terhesség oOta eltelt tobb mint 10 év, elhizés, csaladi
anamnézisben praceclampsia (American College of Obstetricians and Gynecologists &
Task Force on Hypertension in Pregnancy 2013).

1.1.4. Patogenezis

A praeeclampsia terhességre specifikus, multiszisztémas korkép, amelynek
korélettani  valtozasai mar joval a klinikai tlinetek megjelenését megelézden
végbemennek (,,preklinikai fazis”). A betegség kialakulasanak oka a mai napig vitatott,
az altalanosan elfogadott kétlépcsds modell szerint a klinikai tiinetegyiittes a placenta

perfzios zavaranak kovetkezménye (Alasztics és mtsai 2012).

Elettani terhességben a decidua spiralis artériai (SpA) alacsony ellenalldsu, nagy
kapacitasu erekké alakulnak at az els trimeszter soran, ez az ugynevezett SpA

remodelling folyamata. Az els6 8 hétben az extravillosus cytotrophoblast sejtek a
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deciduaba nyomulva dugét képeznek a SpA-ak disztalis végén. A 9. hét utan a
trophoblastok intravascularis migracidjanak kdszonhetden a dugok feloldodnak, lehetové
téve az anyai vér intervillosus térbe vald aramldsat. A megnovekedett oxigénellatas
kovetkeztében felgyorsul a trophoblast proliferacio és differenciacio, a cytotrophoblastok
endovaszkularis trophoblastokka alakulnak és atveszik az endothelsejtek helyét. A
terhesség 20. hetéig az érfalak simaizomrétege feloldodik és végbemegy a SpA

remodelling, ami a placentaris vérataramlas névekedését eredményezi (2. abra).
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2. abra. A placenta fejlddése élettani terhességben (Kingdom és Drewlo 2011)

Praeeclampsiaban az utobbi tobblépcsés folyamat zavart szenved és oxidativ stressz
1ép fel. Az elégtelen vérkeringéssel rendelkezd, hipoperfundalt placentdbol kiilonb6zo
karos anyagok (antiangiogén faktorok, proinflammatorikus mediatorok és extracellularis
vezikulak) szekretalodnak az anyai vérkeringésbe (Alasztics és mtsai 2014; Escudero és
mtsai 2016) (3. abra). Az anyaban ennek hatasara tobb szervrendszert érint6 elvaltozasok
alakulnak ki, melyeket endothel diszfunkcio, szisztémas gyulladas és az immunrendszer

egyensulyanak felborulasa jellemez (,.klinikai fazis”) (Alasztics és mtsai 2012). A tiinetek
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proteinuria, hypertonia, 6déma, thrombophilia, majfunkciés eltérések és kiilonb6zo

neurologiai zavarok formajaban jelentkezhetnek.

A klinikai megjelenés idejétol fliggden korai és késdi kezdetli formakat kiilonithetiink
el. A korai praeeclampsia esetében a tiinetek terhesség 34. hete el6tt jelentkeznek,
melyeket az elégtelen trophoblast invazio és spiralis artéria remodelling valt ki (Raymond
¢és Peterson 2011). A késoi kezdetii praeeclampsia a 34. terhességi hét utan jelenik meg,
koriilbeliil tizszer gyakoribb és altalaban kevésbé stlyos, mint a korai forma. Az utobbi
idokben azt feltételezik, hogy ebben az esetben a placenta a terhesség elérehaladtaval
meghaladja a méh és az érrendszer kapacitasat, ami csokkent perfuzidohoz és fokozott

hypoxia kialakulasahoz vezet (Redman 2017).

A placenta perfuzios zavara gyakran csak anyai kockazati tényezék egyiittes
jelenlétében okoz koros elvaltozasokat, tovabba kiilonb6z6 anyai hajlamositd korképek
(pl. chronicus hypertonia, diabetes, autoimmun betegség) is hozzajarulhatnak a
hipoperfundalt placenta 1étrejottéhez. A praceclampsia két formaja nem minden esetben
kiilonithet6 el egymastol, gyakran kevert formaban jelentkezik, mely legtobbszor sulyos

tinetekkel tarsul.
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3. abra. A placenta koros fejlodése praceclampsiaban (Kingdom és Drewlo 2011)
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1.1.5. Antiangiogén faktorok

A lepényi elhizodd hypoxia fokozza az antiangiogén szolubilis fms-Szerli tirozin
kinaz-1 (sFIt-1) és a szolubilis endoglin (sEng) széveti expresszidjat. Hatasukat részben
az endothelialis nitrogén-monoxid szintdz (eNOS) vaszkularis endothelialis novekedési
faktor A (VEGF-A), placentaris novekedési faktor (PIGF) és transzformald novekedési
faktor B (TGF-P) altal indukalt aktivacid gatlasan keresztiil fejti ki.

Az Flt-1 a VEGF-A és a PIGF endothelialis receptora, melynek szolubilis szabadon
elé6forduld formaja az Flt-1 transzkriptumbol alternativ splicing révén jon létre. Az sFlt-
1 megkdti a keringésben talalhaté angiogén VEGF-A ¢és PIGF fehérjéket, ezéltal
antiangiogén hatast valt ki. A praeeclampsidra jellemzd fokozott lepényi Flt-1 expresszio
az anyai szérum sFlt-1-szint emelkedését eredményezi, mely a szabad VEGF-A és PIGF
koncentracio csokkenésével tarsul. Szamos tanulmany igazolta az sFIt1/PIGF arany
meghatarozasdnak hatékonysagat a terhesség masodik és harmadik trimeszterében
végzett szlirésként (Young és Karumanchi 2016). Kiilonb6z6 vér-alapt biomarkerek és
ultrahang vizsgalatok (PAPP-A, PIGF, anyai artérids nyomds és arteria uterina
pulzatilitasi index) kombinacidjaval 93%-os detekcios rata érhetd el korai kezdetli- és
61% késoi kezdetli praceclampsia esetén 5%-os fals pozitiv rataval (FPR) (Poon és
Nicolaides 2014). Mivel azonban az esetek tobbsége a terhesség 37. hete utan jelentkezik,

siirgdsen tovabbi biomarkerekre van sziikség.

A masik legtobbet vizsgalt antiangiogén hatdsu molekula a szolubilis endoglin
(sEng), amely a kéros méhlepénybdl a keringésbe jutva megkéti és gatolja az angiogén
TGF-B-t. Praceclampsia esetén a sEng vérben mért szintje mar a korkép klinikai
tiineteinek megjelenése elott megemelkedik, és az emelkedés ardnya egyenesen aranyos

a betegség sulyossagaval (Levine és mtsai 2006).

1.1.6. Immunolégiai faktorok

A betegség korélettandban az immunoldgiai folyamatok is meghatarozo szereppel
birnak, melyre szamos epidemioldgiai adat utal. Az anya szervezete immuntoleranciat
biztosit a placenta és az embri6 altal prezentalt ,,idegen” antigének részére, mely lehetové
teszi a terhesség fennallasat. A primipaternitds koncepcid szerint a praeeclampsia

gyakrabban fordul ¢l6 elsé sziil6 nék korében, azonban a multiparitas protektiv hatasa

10
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nem érvényesiil, ha a terhesség 0j partnert6l fogant (Li és Wi 2000). Az apai antigéneknek
a fogamzas el6tt hosszabb idGtartamig kitett anyai szervezetben erésebb immuntolerancia
alakul ki a magzat ¢és a placenta irant (Klonoff-Cohen és mtsai 1989). A praeeclampsia
incidenciaja magasabb bizonyos asszisztalt reprodukcios eljarasok, ugymint a donor
inseminatio, petesejt-, illetve embryodonatio esetében (Salha és mtsai 1999). Az utdbbi
modszer alkalmazasakor az el6fordulas gyakorisaga kifejezetten megnd, mely azzal
magyarazhatd, hogy a magzat komplett allograft és a fogamzast spermaexpozicié nem
el6zi meg a bioldgiai apaval. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az anyai-magzati

immunologiai maladaptacio fontos szerepet jatszhat a praceclampsia kialakulasaban.

1.2. Extracellularis vesiculak

Az extracellularis vesiculak sejt-eredetii kettds foszfolipid membrannal hatarolt
struktarak. Kiillonboz6 tulajdonsagaik alapjan (méret, keletkezési mod és fehérjetartalom)
alapjan tobb alcsoportba oszthatok: exoszomak, mikrovezikulak és apoptotikus testek (1.

tablazat).

1. tablazat. Extracellularis vesiculak tulajdonsagai

Extracelluldris - o4 66 Meéret | Markerek Tartalom Funkci6
vesicula tipusa
N Alix, Tsg101,
Exoszémak Eﬁgsg;iﬁém igo tetraspaninok fehérjék, lipidek, | Intracellularis
testbé] nm (CD81, CD63, MRNS, ncRNS kommunikacio
CDY), flotilin
Mikrovezikukék | Plazmamembran 100- FOSZfa}tldllszerm’ fehérjék, lipidek, | Intracellularis
. 12 1000 | integrinek, o,
lefliz6dés . MRNS, ncRNS kommunikacio
nm szelektin, CD40
nuklearis
Apoptotikus Programozott 1000- . frakciok, .
testek sejthalal / 5000 QQS“Z?;:‘ d?l/s'zerin sejtszervecskék, Elréigeo?étsf's
apoptozis nm fehérjék, mRNS, &
ncRNS, DNS

A vesiculak sejtbiologiai és €lettani funkcidi igen sokrétliek, ezek kozé tartozik
tobbek kozott az antigén prezentalas, immunmodulalo hatas és sejt-sejt kommunikacio.
Termelddésiik majdnem minden sejttipusban megfigyelhetd, a kiilonbozé szovetekben

egyszerre tobbféle vesiculum populacio is jelen lehet, melyek Gsszetétele idében és térben

11
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valtozhat (Raposo és Stoorvogel 2013). Vizsgalatukkal informaciot nyerhetiink a forras
sejtben jatszodo folyamatokrol, melynek kdszonhetden szamos betegségben potencialis

diagnosztikai, prognosztikai és terapias szereppel is birhatnak.

Az exoszomak a legkisebb mérettartomanyu, legjobban jellemzett extracellularis
vesicula populacio (40-120 nm). Endoszomalis eredetiick, a multivesicularis testek
konstitutiv vagy indukalt exocitozisaval iriilnek a sejten kiviili térbe (Colombo és mtsai
2014). Tartalmuk a forras sejttipusoktol és funkciojuktol fliggéen elég valtozatos,
megtalalhatoak benniik tobbek kozott kodold- és nem kddold RNS-ek, illetve kiilonb6zo
tipusu fehérje molekuldk. A sejtekbdl vald szekréciot kdvetden moduladlhatjdk a
szomszédos sejtek aktivitasat, vagy a szervezeten beliil tdvoli pontokra jutva, nem-
hormonalis médon képesek intercellularis kommunikaciora (Turchinovich és mtsai
2013). Kiilonbozé modon képesek befolyasolni a célsejtek miikodését, példaul
receptorkotddést  kovetdéen  intracellularis  szignaltranszdukcidés — kaszkadokot
aktivalhatnak, vagy szabalyoz6 molekulaik internalizacidja révén befolyasolhatjak a
génexpressziot. A kiilonféle sejttipusokbol szarmazd exoszoémak fehérjéinek Osszetétele
nagy részben megegyezik, univerzalis endoszomalis fehérje markerek (példaul CD63,
CD81 és TSG101) kimutatasaval azonosithatéak (Kowal és mtsai 2016). A placentabodl
felszabadulod exoszomak specifikus, placenta alkalikus foszfataz protein (PLAP) marker
alkalmazasaval kiilonithetéek el (Salomon és mtsai 2014a). Elettani terhesség esetén a
trophoblast-eredetli exoszomak a 6. gesztacios héttél mutathatok ki az anyai keringésben
(Salomon és mtsai 2014a). Mivel az intervillosus keringés egészen a 10. terhességi hétig
nem alakul ki teljesen, ezek tobbsége feltehetden az extravillosus trophoblastrétegbdl
(EVT) szarmazik. A vesiculak szama a terhesség folyaman fokozatosan ndvekszik, majd

sziilés utan 48 oran beliil eliminalédnak a vérkeringésbdl (Salomon és mtsai 2014a).

Az elmult évtizedben tobb olyan kutatast végeztek, amelyben in vitro kisérletekkel
tanulmanyoztak a placenta-eredetii vesiculak hatasat kiilonbozé célsejteken (Gohner és
mtsai 2017; Salomon és mtsai 2013a, 2013b, 2014b; Truong és mtsai 2017). Bizonyitast
nyert, hogy képesek szabalyozni a kdrnyezd sejtek aktivitdsat, mely szerepet jatszhat az
¢lettani terhesség kialakuldsdban és fenntartdsaban. Azonban, koros folyamatok révén
megvaltozhat a vesiculak szama és Osszetétele, ami kiilonb6z6 terhességi korképek
kialakulasahoz vezethet. A placenta altal kibocsatott exoszomak szintje és azok tartalma

informaciot nyujtanak a terhesség lefolyasarol, ezaltal biomarkerként szolgéalhatnak
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kiilonbozé  korképek kimutatasara. Praeeclampsidban a placenta diszfunkcié a
exoszomalis faktorok, koztiik a mikroRNS-ek (MiRNS) szintje is az anyai keringésben
(Escudero és mtsai 2016). Ennek kovetkeztében a betegségre jellemzd, tobb
szervrendszert érintd elvaltozasok alakulhatnak ki az anyaban. Tobb tanulmany szdmolt
Murphy és mtsai 2017; Salomon és mtsai 2017; Sheikh és mtsai 2016) és egyéb terhességi
korképekben (Nothnick 2017; Poirier és mtsai 2017).

1.3. miRNS-ek
1.3.1. Biogenezis és funkcié

A miRNS-ek rovid (15-23 nukleotid), egyszali nem kodold6 RNS molekulak, melyek
fontos szerepet jatszanak az eukariota gének poszttranszkripcios szabalyozasaban (Butz
¢és Patdes 2015). A miRBase adatbazisban 1881 human miRNS prekurzor és 2588 érett
miRNS talalhato. A miRNS-eket kodolo gének a genom intra- és intergénikus régidiban
talalhatdak. A legtobb esetben a fehérjét kodold gének intronikus szakaszain
lokalizalodnak, amelyek a transzkripcid soran kivagéodnak az mRNS eldalakbol. A
mMiRNS-eket kodold gének kisebb része 6nallo transzkripeios egységként mikodik, ezek

a genom nem kodolo, intergénikus régidiban talalhatéak (Yates és mtsai 2013).

A miRNS-ek prekurzor alakja az mRNS-ekt6l eltéréen kettds szala, tobblépéses érési
folyamat soran valnak egyszaltva. Transzkripciojaban a II-es tipusit RNS polimeraz vesz
részt, amely el@szor egy tigynevezett ,,hajtiiprekurzort” hoz Iétre, a primer miRNS-t (pri-
mMIiRNS). A pri-miRNS-t, amely kodolhat egyetlen miRNS-t, vagy akar egy miRNS
Klasztert is, még a sejtmagon beliil a Drosha-DGCR8 komplex hasitja el. A keletkezd
intermedier terméket pre-miRNS-nek nevezziink. Ezutan a sejtmagbdl a citoplazmaba
jutva a Dicer-TRBP komplex eltavolitja rola a terminalis hurkot, egy 20-24 nukleotid
hosszlisagu kettds szalat eredményezve. A duplex ezutan egy Argonauta (Ago) fehérjével
kapcsolodik, majd a cél-mRNS-sel komplementer szél (,,guide strand”) kivalasztodasaval
létrejon az effektor funkciot ellatdé miRISC (miRNA-induced silencing complex)
ribonukleoprotein-komplex. A masik szal (,,passenger strand”) a folyamat soran kivalik
a komplexbdl és degradalodik (Yates és mtsai 2013).
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A miRNS-ek hatasukat negativ regulacio révén fejtik ki: az mRNS szekvencidk nem
komplementaritas esetén degradalodast idéznek el6. A miRNS 5° vége tartalmazza az
mRNS szekvenciaval komplementer, 7 nukleotid hosszisagu ugynevezett ,,seed” régiot.
Egy mRNS szdmos miRNS kotohelyet tartalmazhat, és egy miRNS tobb mRNS
célponttal is rendelkezhet, mely a génexpresszid finomhangolasat teszi lehetdvé
(Filipowicz és mtsai 2008; Nagy és Igaz 2015). A miRNS-ek komplex szabalyozasi
halozatok részei, expresszids mintazatukra tér- és idobeli specificitas jellemz6. Ugyanaz
a miRNS kiilonbozd szovetekben eltérd modon fejezddhet ki, mas mRNS célpontokkal
rendelkezhet, és ezaltal sokféle funkciot lathatnak el. Olyan alapvet6 élettani folyamatok
irdnyitasdban vesznek részt, mint a sejtciklus, a proliferacio, a differencidcio és a sejthalal

(Nagy és lgaz 2015).

1.3.2. A mikroRNS-ek nevezéktana

A kiilonboz6 fajokban jelenlévé miRNS-eket a fajra utald egyezményes roviditéssel
mMiRNS-eket a "miR" el6tag utan sorszamokkal adjuk meg. A let-7 miRNS csalad
kitlintetett szerepli, mivel az elsoként felfedezett miRNS-ek kozott szerepel. C.
eleganshban a let-7-et kodold gén mutacidja halalos kimeneteltiek, ezért kapta a "let"
(lethal) eldtagot. Az azonos szekvenciaju, azonban eltérd lokuszit miRNS-eket jabb
sorszamozassal kiilonitjiik el egymastol (példaul a miR-1-1 a 20-as kromoszéman, a miR-
1-2 pedig a 18-as kromoszoéman lokalizalodik). Az egy-két nukleotidban kiilonb6z6
miRNS-eket a szamozas utani bettikkel jel6ljik (példaul miR-30a, miR-30b, miR-30c és
miR-30d). A miRNS érési folyamat soran a kettésszala pre-miRNS-eknek altalaban csak
az egyik szala lesz mikodoképes miRNS, de néha eléfordul, hogy mindketté (Choo és
mtsai 2014). Kétféle jelolést alkalmazhatunk ezek elkiilonitésére: a kevésbé dominans
szalbol képz6dd miRNS-t nevében csillaggal jeldljiik, vagy annak megfelelden, hogy az

eredeti pre-miRNS melyik szalarol képzodik, -3p, illetve -5p jelolésekkel latjuk el.
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1.3.3. Placentaban expresszalodé miRNS-ek, szerepiik praeeclampsiaban

Genomszintii vizsgalatok a placentaban tobb szaz miRNS-t azonositattak (Mouillet
és mtsai 2015), melyek egy része kizarolag a placentaban, nagyobb hanyaduk mas
szovetekben is Kifejezddik. A terhesség folyaman bet6ltott funkcidjuk a mai napig nem
tisztazott, feltehetden részt vesznek a placentacid szabdlyozdsdban és szilikségesek a

terhesség zavartalan lefolyasahoz (Fu és mtsai 2013a).

A miRNS biogenezis kanonikus utvonalaban szereplé valamennyi kulcsmolekula
szintén megtalalhaté a placentaban (Mouillet és mtsai 2011). Az Ago2 fehérjérél
bebizonyitottak, hogy elengedhetetlen az egér embriogenezis korai stadiumaihoz (Lykke-
Andersen és mtsai 2008), mutacidja a placenta fejlédési zavarahoz és embrionalis
halalozashoz vezet (Cheloufi és mtsai 2010). A placentaban expresszalodé miRNS-ek az
evolucid késdi szakaszan jelentek meg, és kizardlag az emlds fajokra jellemzdek
(Morales-Prieto és mtsai 2014). Legnagyobb szamban a villosus trophoblast (VT)
rétegben vannak jelen, és a terhesség kiilonboz6 szakaszaiban eltéré modon fejez6dnek
ki (Bounds és mtsai 2017; Morales-Prieto és mtsai 2012). A miRNS-¢k szerepet jatszanak
a placenta génjeinek dinamikus szabalyozasaban, élettani koncentraciojuk kiilonb6zo
szignal transzdukcios kaszkadok illetve kornyezeti faktorok (hypoxia, oxidativ stressz

stb.) révén megvaltozhat.

Léteznek ugynevezett placenta-specifikus miRNS-ek, melyek egyéb szovetekben
¢lettani koriilmények kozott nem expresszalodnak: a 14-es és 19-es kromoszoman
elhelyezked6 miRNS klaszterek (C14MC és C19MC), illetve a miR-371-373 csalad. A
C14MC 34 érett miRNS-t foglal magaba, a méhlepényes emldsok kozott evolucidosan
konzervalt (Seitz és mtsai 2004). A C19MC 46 kiilonbozé miRNS hajtii szerkezetet
tartalmaz, melyrdl 59 érett miRNS képzddik, ezaltal a legnagyobb ismert miRNS klaszter,
kizarolag féemlésokben talalhatdé meg (4. abra) (Bortolin-Cavaille és mtsai 2009).
Mindkét klaszter genetikailag imprintalt, am a terhesség folyaman eltéré expresszios
tendenciat mutatnak. A C14MC miRNS-ek az anyai allélrdl fejezédnek ki, szintjiik az
elsé trimeszterben a legmagasabb, majd a terhesség elérehaladtaval fokozatosan
lecsokken (Morales-Prieto és mtsai 2012). Ezzel szemben, a C19MC miRNS-ek esetében
az apai allél aktiv (Noguer-Dance és mtsai 2010), és expresszidjuk korai aktivaciot

kovetéen a gesztacios korral fokozédik (Morales-Prieto és mtsai 2012). Elettani
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terhességben a novekvo tendencia az anyai vérkeringésben is mérheté (Dumont és mtsai
2017; Hromadnikova és mtsai 2012). A miR-371-373 csalad szintén a 19-es
tudunk (Schonleben és mtsai 2016). A jelen kutatasok kozéppontjaban a C19MC all,
mivel a placentaban expresszaloddo miRNS-ck nagy szazalékat e klaszter tagjai teszik ki.
Bebizonyosodott, hogy ezek a miRNS-ek elengedhetetlen funkciokat latnak el a terhesség
folyaman, és koros kifejezddésiik feltehetden patogenetikai tényezdoként jelolheté meg

kiilonboz6 terhességi korképekben.
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4. abra. C19MC miRNS klaszter (Bir6 és Rigd 2018)

A miRNS-ek rendellenes expresszidja hozzajarulhat a praceclampsia kialakulasahoz,
illetve immunologiai szereppel is birnak. A 2. tablazatban a betegséggel mindezidaig
Osszefliggésbe hozott, ismert funkcioji és célponti miRNS-ek listaja lathato. A
proangiogén/antiangiogén faktorok egyensulydnak megbomlisa jol ismert jelenség
praeeclampsiaban. Placentaban és trophoblast sejtvonalakban szamos az angiogenezist
befolyasolni képes miRNS-t (ugynevezett angiomiR-t) leirtak, Gigy, mint a betegségben
jelentdsen megemelkedett hsa-miR-155 és hsa-miR-210-et (Ishibashi és mtsai 2012; Lee
és mtsai 2011; Li és mtsai 2014b). Sok miRNS-rél, koztik a hsa-miR-17~92 csalad

crer

iranyitasat szamos kis szabalyozd RNS molekula végzi. Tobbek kozott a hsa-miR-494, a
hsa-miR-181a és hsa-miR-152 kiilonb6z6 immunsejtek funkcidjat szabalyozza, melyek
felboruldsa a praeeclampsiara jellemzd gyulladdsos reakcidk kialakuldsahoz vezethet

(Liu és mtsai 2012; Zhao és mtsai 2016; Zhu és mtsai 2010).
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2. tablazat. Praeeclampsia kialakuldsaval és korlefolyasaval Osszefiiggésbe hozott

placentaban expresszl6do miRNS-ek. 1: emelkedés, |: csokkenés

Szabalyozott
funkcio

miRNS-ek

Expresszio

Validalt célpontok és

Referencia

Angiogenezis

Trophoblast
invazio

Gyulladasos
folyamatok

utvonalak
hsa-miR-16 hsa- VEGF-A, CCNE1 Wang és mtsai
MiR-29b 1 2012
hsa-miR-494 CDKe6/CYCD1 Chen és mtsai
1 2015
hsa-miR-17 Ephrin B2, B4 Wang és mtsai
hsa-miR-20a 1 2012
hsa-miR-20b
hsa-miR-155 CYR61 (— VEGEF)) Zhang és mtsai
1 2010
hsa-miR-21 AKT és ERK1/2 utvonalak | Liu és mtsai
! 2011
hsa-miR-210 EFNA3, HOXADY9, Ishibashi és
HSD17B1 mtsai 2012;
1 Zhang és mtsai
2012
hsa-miR-125b S1PR Li és mtsai
1 2014a
hsa-miR-34a SERPINA3 Doridot és mtsai
! 2014
hsa-miR-210 KCMF-1 Luo és mtsai
1 2014
hsa-miR-155 CYCD1, eNOS Dai és mtsai
1 2011; Li és
mtsai 2014b
hsa-miR-378a ALK?7, Nodal utvonal Chaiwangyen és
hsa- miR- 376¢ mtsai 2015; Fu
hsa-miR-21 ! ¢s mtsai 2013b;
Luo és mtsai
2012
hsa-miR-17~92 hGCM1, hCYP19A1 Kumar és mtsai
1 2013
hsa-miR-155 IRAKM, NKIRASL1, PTEN | Xue és mtsai
T (—AP-1/NF-kB?) 2013
hsa-miR-494 PGE2 Zhao és mtsai
1 2016
hsa-miR-181a TGEp ttvonal (TGFBRI, Liu és mtsai
1 TGFBRAPY) 2012
hsa-miR-152 HLA-G Zhu és mtsai
1 2010
hsa-miR-210 STAT6/IL-4 utvonal Kopriva és
T mtsai 2013
hsa-miR-125b | SGPLI1 (—IL-8 1) Yang és mtsai

2016
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A C19MC miRNS-ek EVT-eredetli sejtvonalban torténé expresszaltatasa (élettani
koriilmények kozott itt nem fejezédnek ki), a sejtek migracios képességét csokkenti a
proliferacio vagy apoptozis befolyasolasa nélkiil. Microarray technikaval megerdsitették,
hogy a C19MC Klaszter tagjai a sejtek mozgasaval kapcsolatos transzkriptumokat
szabalyozzak (Xie és mtsai 2014). A hsa-miR-517 csalad tagjai (hsa-miR-517a, hsa-miR-
517b, hsa-miR-517c) praeeclampsia esetén a placentaban magasabb koncentracioban
talalhatdak meg, tovabba azt is bebizonyitottak, hogy hypoxia hatasara indukalodnak és
gatoljak a trophoblast invaziot. Megemelkedett szintjiik in vitro sejtmodellben a
betegségben kulcsfontossagi szerepet jatszo, antiangiogén sFlt-1 fehérje fokozott
termelddés¢hez vezet (Anton és mtsai 2015). Kimutattak, hogy a C1I9MC miRNS-eknek
a viralis fert6zések elleni védekezésben is szerepe van. A klaszter tagjai trophoblast-
eredetli exoszoémakba csomagolodnak, és a recipiens sejtekben autofagia indukaldsaval

gatoljak a virus replikaciot (Delorme-Axford és mtsai 2013; Mouillet és mtsai 2014).

Osszefoglalva elmondhaté, hogy a trophoblast sejtek szertedgazé funkciot latnak el,
¢és hatasukat vesiculak révén kozvetitik a placenta mas részei illetve az anyai sejtek felé.
A placentaban expresszalodd miRNS-ek jelentds része, a syncytiotrophoblast (STB)
rétegbdl aktiv vagy passziv szekrécio révén kijut az anyai véraramba (Escudero és mtsai

2016).

1.3.4. Keringé miRNS-ek terhességben, jelentoségiik biomarkerként

A keringésben extracellularis vesiculakba csomagolodva, lipoprotein vagy RNS-
stabilizalo fehérjékhez (példaul Ago2 vagy nukleoplazmin) kotétten fordulnak eld,
melynek koszonhetden a kozegre jellemzd nagyfoki RNaz aktivitassal szemben
védettséget ¢élveznek. Stabilitasukat megdrzik olyan szélsdséges koriilmények kozott is,
mint a tobbszori fagyasztasi-olvasztasi ciklusok, a magas, illetve alacsony pH és a hosszu
tarolasi id6 (Chen és mtsai 2008; Gilad és mtsai 2008). Ezen tulajdonsagait kihasznalva,
a keringd miRNS-ek potencidlis biomarkerként szolgalhatnak kiilonb6z6é korképek

diagnosztikdjaban, prognosztikajaban és terapias hatas vizsgalataban.

Az extracellularis miRNS-ek 90-99%-a nem exoszomalis formaban, hanem Ago-
fehérjékhez kototten fordul eld, mind a vérkeringésben mind a sejttenyészetek

feliiluszojaban (Arroyo és mtsai 2011; Turchinovich és mtsai 2011). Az egyes miRNS-
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ek felszabadulasanak modja eltérd lehet, egy résziik jellemzden vesiculak révén, mas
résziik fehérje-kototten szekretalodik a sejtekbol. A sejtek feltehetden képesek bizonyos
nem kodoldo RNS-ek szelektiv kibocsatasara, ily modon befolyasolhatjak a kornyezé és
tavoli célsejtek funkciojat. A miRNS-ek a donorsejtekben és az azokbdl szarmazod
exoszomakban sokszor eltérd mintazatot mutatnak, mely a miRNS-ek exoszomalis tton
vald aktiv szekréciot tamasztja ala. A kizarolag non-vesicularis frakcioban jelenlévd
MIiRNS-ek vélhetéen az altalanos élettani folyamatok ¢és sejthalal non-specifikus
melléktermékei, mindazonaltal a szervezetre kifejtett hatasuk jelentdsége nem ismert (5.
abra) (Schwarzenbach és mtsai 2014). Egyes feltételezések szerint a vesicularis illetve az
Ago-kotott miRNS-ek kiilonboz6 sejttipusokbdl szarmaznak, és tikrozik a sejttipus-
specifikus miRNS expressziot és/vagy felszabadulasi mechanizmusokat (Arroyo és mtsai
2011). Az Ago-specifikus miRNS profil a vérsejtekben és a vérplazmaban jelentésen
kiilonbozik, ami arra utal, hogy a legtobb keringd non-vesicularis miRNS nem a

vérsejtekbol szarmazik (Turchinovich és Burwinkel 2012).
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5. abra. Szabad miRNS-ek felszabadulasa: AGO-kotott (passziv) és exoszomalis (aktiv)

szekrécios ttvonalak (Schwarzenbach és mtsai 2014)

A terhességgel 6sszefiiggésben 1évo, de nem kizardlag placenta-eredetii miRNS-ek az
anyai vérben detektalhatoak, mennyiségiik a terhesség elérehaladtaval megnd, sziilés utan
visszaall a nem terhes egyénekben mért szintre. A placenta-specifikus miRNS-ek a nem

terhes egyének vérében nem mutathatok ki, anyai keringésben mérhetéek, mennyiségiik
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a terhesség elérehaladtaval megnd, sziilés utan pedig eliminaldédnak a vérkeringésbol. A
praeeclampsiaban eltéré expressziot mutatd keringd miRNS-ek a 3. tablazatban keriiltek

Osszefoglalasra.

3. tablazat. Anyai keringésben eltéré expressziot mutatd miRNS-ek praeeclampsiaban.

Gesztacios Minta  Médszer Szint  miRNS-ek Referencia
kor tipus
1. trimeszter | Szérum | TLDA, RT- 1 hsa-miR-1233, hsa-miR-520a, = Ura és mtsai
PCR validalas hsa-miR-210 2014
hsa-miR-144
1-2. Plazma | RT-PCR hsa-miR-516-5p, hsa-miR- Hromadnikova
trimeszter 517*, hsa-miR-518b, hsa-miR- | és mtsai 2012,
520a*, hsa-miR-520h, hsa- 2017
miR-525, hsa-miR-526a
2-3. Szérum | RT-PCR 1 hsa-miR-210 Anton és mtsai
trimeszter 2013
2-3. Plazma | RT-PCR T hsa-miR-210 Xu és mtsai
trimeszter 2014
l hsa-miR-18a, hsa-miR-19b1,
hsa-miR-92a-1
3. trimeszter = Szérum = Ujgeneracios 1 hsa-miR-521, hsa-miR-520h, Yang és mtsai
szekvenalas hsa-miR-517c, hsa-miR-519d, @ 2011
(NGS) hsa-miR-520g, hsa-miR-517b,
hsa-miR-542-3p, hsa-miR-
136, let7-f1*, hsa-miR-518e,
let-7a*, hsa-miR-125b, hsa-
miR-125a-5p, hsa-miR-519a,
hsa-miR-29a
l let-7f, hsa-miR-223, hsa-miR-
1260, let7d, hsa-miR-320c,
hsa-miR-185, hsa-miR-1272
3. trimeszter =~ Plazma | RT-PCR 1 hsa-miR-516-5p, hsa-miR- Hromadnikova
517 *, hsa-miR-520a #, hsa- és mtsai 2013
miR-525, hsa-miR-526a
3. trimeszter | Plazma | RT-PCR 1 hsa-miR-210 Gunel és mtsai
2011
hsa-miR-152
3. trimeszter | Plazma | Microarray, hsa-miR-574-5p, hsa-miR- Wu és mtsai
RT-PCR 26a, hsa-miR-181a, hsa-miR- | 2012
validalas 130b, hsa-miR-103, hsa-miR-
342-3p, hsa-miR-24
3. trimeszter = Plazma | RT-PCR 1 hsa-miR-210 Zhang és mtsai
2012
3. trimeszter | Plazma | SOLID 1 hsa-miR-141 and hsa-miR-29a = Zhu és mtsai
szekvenalas, 2013
RT-PCR
validalas
hsa-miR-144
3. trimeszter | Plazma | RT-PCR hsa-miR-181a-5p, hsa-miR- Murphy és
195-5p, hsa-miR-155-5p, hsa- | mtsai 2015
miR-17-5p, hsa-miR-126-3p,
hsa-miR-221-3p
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A placenta-specifikus mikroRNS-ek keringésben mért koncentracioja korai
lepénylevalas esetén megvaltozik. Egy vizsgalat soran a C19MC Kklaszter bizonyos
tagjainak (hsa-miR-515-3p, -517a, -517¢ és -518b) plazmakoncentracidit mérték a 25-40.
terhességi hetek kozott. Bebizonyitottak, hogy a keringé hsa-miR-517c¢ szintje az anyai
plazmaban megndvekedett a lepénylevalas kovetkeztében, melynek oka feltehetéen a
trophoblast-tormelékek fokozott felszabadulasa (Miura és mtsai 2017). In vitro
fertilizacios programban résztvevo terhesek keringésében mar két héttel az implantacio
utan detektalhatoak voltak CI9MC miRNS-ek (Dumont és mtsai 2017). Szintjik a
terhesség eldrehaladtaval mind plazmaban, mind izoldlt exoszéma frakcioban
fokozatosan emelkedett. A klaszter korai megjelenése arra utal, hogy tagjai szerepet
jatszhatnak az anyai-magzati felszin kialakitasaban (Dumont és mtsai 2017). Humanizalt
egérmodellben lehetdség nyilt a placenta-specifikus miRNS-ek anyai és magzati
keringésben torténd vizsgalatara. Az egerekben természetes koriilmények kdzott nem
expresszalodik a C19MC klaszter, azonban transzgenikus allatot 1étrehozva a human
szervezetnek megfeleld6 miRNS mintazat figyelheté meg (Chang és mtsai 2017). Nem
terhes allatokban kiilonbozé szovetekben gyenge, mig terhesekben fokozott lepényi
expressziot irtak le. A miRNS-ek funkcionalis hatdsaira a tanulmanyban nem tértek Ki.
Kimutattak, hogy a placenta-specifikus miRNS-ek elsésorban az anyai keringésben
jelennek meg, azonban az anyai eredeti miRNS-ek mind a placenta iranyaba, mind a
magzati oldalra vandorolhatnak. Ezek alapjan valdszinisitheté, hogy a terhességgel
Osszefliggésben 1évé MiRNS-ek az anyai-magzati felszinek kozotti kommunikacio egy

eddig ismeretlen, nem-hormonalis mddjat hatarozzak meg.

Hromadnikova munkacsoportja jelentés munkat végzett a placenta-specifikus
MiRNS-ek tanulmanyozasaban. Eredményeik szerint a C19MC bizonyos tagjai
biomarkerként szolgalhatnak nem csak a praeeclampsia, hanem az IUGR és gestatios
hypertonia koérképek eldjelzésére is (Hromadnikova és mtsai 2012, 2014, 2017). A
vizsgalt mIRNS-¢k szintje jelentdsen megemelkedik a terhesség korai szakaszan, ami
lehetéséget adhat az élettani és koros kimenetelii terhességek elkiilonitésére. Mar fennallo
betegség esetén csak a praeeclampsids csoportban figyeltek meg szignifikéans kiilonbséget

(Hromadnikova és mtsai 2013).
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1.3.5. A hsa-miR-210 ,,hypoxamir” szerepe praeeclampsiaban

Praceclampsidban a placenta koros fejlédése elhuzoédd hyopoxias allapot
kialakulasahoz vezet, ami befolyasolhatja a kibocsatott extracellularis vesiculak
mennyiségét és tartalmat is. Kimutattak, hogy hypoxia hatasara a trophoblast sejtek karos
anyagokat bocsatanak ki, amelyek az anyai véraramba keriilve drasztikus szisztémas
elvaltozasokat okozhatnak. A miR-210 egy ugynevezett "hypoxamiR", neve az
oxigénhidnyos allapotra vald érzékenységébdl adodik (Chan és Loscalzo 2010).
Kifejez6dését a hypoxias valasz egyik f6 jellemzdjeként tekintik, a jelenséget szamos
sejttipusban megfigyelték. A jol ismert HIF-la transzkripcids faktor kozvetleniil a
miRNS promoter hypoxia reszponziv eleméhez (HRE) kotddik, ami hatasara indukéalodik
a MiRNS transzkripcio (6. abra) (Huang és mtsai 2009, 2010). A HIF-1a-t bont6 enzim
szabalyozasa révén a miR-210 képes stabilizalni a fehérjét, ezaltal pozitiv visszacsatolasi

hurkot hoz létre (Kelly és mtsai 2011).

Az emelkedett hsa-miR-210 szint terhességre gyakorolt kozvetlen hatasa jelenleg
ismeretlen, mindazonaltal tobb tanulmany megerdsitette, hogy praeeclampsia esetén
mind a placentaban, mind az anyai vérben fokozottan expresszalodik (Sheikh és mtsai
2016). Az intenziv kutatasok ellenére még nem all rendelkezésiinkre bizonyiték arra
vonatkozoan, hogy a miRNS hozzajarul-e a betegség kialakulasahoz, vagy inkabb annak
kovetkezménye. Ezenfeliil a miRNS szekrécidjanak modja (exoszomalis vagy Ago-

kotott) és a kiilonbozd formak betegségben betdltott szerepe sem tisztazott.

Anyai vérkeringés —

Endocytézis ™~

Hypoxia

Throphoblast sejt Rendellenes exoszéma szekrécid i 5

Sejtmag

L HRE migNs gén

/O///// pl. miR-210'

Transzkipcié lRNs Pol Il
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6. abra. miRNS biogenezis, exoszomalis szekrécid és hatdsmechanizmus

praceclampsiaban, a hsa-miR-210 példajan keresztiil bemutatva (Bir6 és Rigo 2018)
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2. Célkitizések

I. Vizsgalat: A placentdban expresszalddé miRNS-ek terhesség folyaman betoltott
funkci6ja a mai napig tisztazatlan, feltehetden részt vesznek a placentacio
szabalyozasaban és sziikségesek a terhesség zavartalan lefolyasahoz. Rendellenes
expresszidjuk hozzajarulhat kiillonb6zd terhességi korképek, koztik a praeeclampsia
kialakulasahoz. A miRNS-ek patogenitasanak felmérésére expresszios adatbazisbol nyert
adathalmazokon bioinformatikai elemzést hajtunk végre. Az in silico analizis soran olyan
kulcsfontossagli miRNS-mRNS interakciok feltérképezését tliztik ki célul, amelyek
lehetdvé teszik a betegség hatterében allo folyamatok és ezaltal a betegséget kialakito

molekularis interakciok pontosabb megismerését.

Il. Vizsgalat: A placentaban expresszalddo miRNS-ek jelentés része, a trophoblast
rétegbdl aktiv vagy passziv szekrécid révén kijut az anyai vérkirengésbe.
Praceclampsiaban a placenta diszfunkcid a trophoblast-eredetii vesiculak rendellenes
felszabadulasat okozza, ami 4ltal megvaltozik az exoszomalis faktorok, koztiik a miRNS-
ek szintje is az anyai keringésben. Célkitlizésiink az exoszomalis 0ssz-miRNS
koncentraci6 meghatarozasa és a hsa-miR-210 expresszids vizsgalata kiilonb6zo
terhességi magas vérnyomasos csoportokban, tovabba Osszefiiggést keresése a kérdéses

faktorok és a praeeclampsia sulyossaga kozott.

1. Vizsgalat: A hsa-miR-210 praeeclampsia esetén mind a placentaban, mind az
anyai vérben fokozottan expresszalodik, mindazonaltal kérdés targyat képezi, hogy ez a
jelenség hozzajarul-e a betegség kialakuldsahoz, vagy inkdbb annak kovetkezménye.
formak betegségben betoltott szerepe sem tisztazott. Célkitiizésiink a hsa-miR-210
expresszids analizise placentamintdkban és anyai vérbdl izolalt exoszomalis és Ago-
kotott frakciokban, szignifikans eltérések keresése praeeclampsiaval szovodott és élettani
segitségével modellezziik. Az in vitro vizsgalat soran VT és EVT sejtvonalakban
hypoxias allapotot idéziink el6é, majd meghatarozzuk a hsa-mir-210 sejten beliili,

exoszomalis és Ago-kotott expresszids mintazatat.
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3. Modszerek
3.1. Bioinformatikai analizis

A  miRNS-ek komplex szabalyozasi halozatok részei, feltérképezésiikhoz
rendszerbiologiai szemlélet sziikséges. A molekularis genetikai és bioinformatikai
modszerek Otvozésével mélyebb betekintést nyerhetiink a betegségeket kivalto
mechanizmusokba. A miRNS-ek patogenitasanak felmérésére expresszios adatbazisbol
nyert adathalmazokon bioinformatikai elemzést hajtunk végre. A microarray vizsgalatok
kvantitativ eredményt adnak a gén- és miRNS-expresszids mintazatra vonatkozoan. A
koros és egészséges szoveti expresszid Osszehasonlitdsaval meghatarozhatok azon gének
és miRNS-ek listai, amelyek kifejezodése a vizsgalt csoportokban szignifikansam eltér,
ezaltal azonosithatok a betegségre jellemz0 patogenetikai mechanizmusok és molekularis
markerek. Vizsgalatunkban olyan kulcsfontossagh miRNS-mRNS interakciok
feltérképezését tuztiik ki célul, amelyek hozzéasegithetnek a betegség hatterében allo

molekularis interakciok pontosabb megismeréséhez.

3.1.1. miRNS-mRNS halézat

A MIRNS-mRNS halozat felépitéséhez miRNS- és génexpresszios adathalmazokat

kerestiink a Gene Expression Omnibus (GEO, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) és

ArrayExpress (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/) adatbazisokban. A kritériumok a

kovetkezOk voltak: praeeclampsia vs. kontroll vizsgalati felépités, terminus
placentaszovet, és egyedi, nem ,,poolozott” RNS mintakbdl szarmaz6 adatok. A halozat
felépitésekor nem volt elérheté olyan publikus kutatasi eredmény, ahol a miRNS- és
mRNS expresszios adatok ugyanazokbdl a bioldgiai mintdkbol szarmaztak volna. Két
MIiRNS- és nyolc mRNS adathalmazt talaltunk, amelyek megfeleltek a sziirési
feltételeknek, ezek kozil egy-egy hasonld vizsgalati felépitéstit valasztottunk (4.
tablazat). A bevonasi kritérium mindkét kutatasban a terhesség 20. hete utan jelentkezo
de novo hypertonia és proteinuria. A mintak atlag amerikai populaciobol szarmaztak. A
miRNS profilt a GSE57050 adathalmazbol nyertiik, ami 6 koros és 4 Kkontroll
placentaszdvetbdl szarmazo adatokat tartalmazott. Az analizist Affymetrix Multispecies
MIRNA-2_0 arrays (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA) platformon végezték el. Az mRNS
expresszios adatok koziil a GSE73374 bizonyult megfelelonek: 19 koéros és 17 kontroll
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minta adatait foglalta magaba, melyeket Affymetrix Human Gene 2.0 ST Array platform
segitségével nyertek. A haldzat felépitését a két adathalmaz integralt elemzésével

folytattuk (7. abra).

4. tablazat. A szirési feltételeknek megfeleld, nyilvanosan elérhetd adatbazisokban
(ArrayExpress, GEO) rendelkezésre allo placentaris miRNS- és génexpresszids

adathalmazok (praeeclampsia vs. kontroll).

Hozzaférés Tipus Platform Szovet Mintak
E-GEOD-57050, GSE57050 | miRNS array | Affymetrix GPL14613 placenta 6 PE, 4 N
E-GEOD-15789, GSE15789 | miRNS array | Capitalbio GPL8469 placenta 4PE,4N
E-GEOD-35574, GSE35574 | gén array Illumina GPL6102 placenta 27 IUGR, 19 PE, 40 N
E-GEOD-4707, GSE4707 gén array Agilent GPL1708 placenta 10PE, 4N
E-GEOD-73374, GSE73374 | gén array Affymetrix GPL16686 placenta 19 PE, 17 NE
E-GEOD-74341, GSE74341 | gén array Agilent GPL16699 placenta 8 PE,5N
E-GEOD-10588, GSE10588 | gén array Applied Biosystems GPL2986 | placenta 17PE, 26 N
E-GEOD-24129, GSE24129 | gén array Affymetrix GPL6244 placenta 8 PE, 8 IUGR, 8 N
E-GEOD-25906, GSE25906 | gén array Illumina GPL6102 placenta 23 PE, 37N
E-GEOD-47187, GSE47187 | gén array Agilent GPL14550 placenta 5PE,5N

3.1.2. Microarray adatok eléfeldolgozasa

A microarray adatok elemzését az R statisztikai csomag implementalasaval végeztiik

el (www.r-project.org). A kapcsolodd Bioconductor projekt (www.bioconductor.org)
tovabbi R csomagokat biztosit a microarray adatelemzéshez. A preprocesszalas

legfontosabb lépései a kovetkezdk voltak:

- Adatok letoltése: a GSE57050 és a GSE73374 nyers adathalmazok lehivasahoz a
GEOquery konyvtar getGEOSuppFiles () parancsat hasznaltuk. Ily médon megkaptuk az
egyes probakra vonatkoz6 nyers intenzitdst tartalmazd CEL fajlokat, melyeket a

ReadAffy () paranccsal nyitottunk meg.

- Mindségellendrzés: Az adatok mindségét a qc () modszerrel értékeltiik a kovetkezd
minéségi mértékek Kiszamitasaval: a kiilonb6z6 array-k atlagos hattérértékei, a

skalafaktorok ¢és a szignifikans jelet ado pontok szazalékos aranya.
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- Adatok normalizalasa: A lekérdezett adatokat az RMA (Robust Multi-array Analysis)
modszerrel normalizaltuk, amely tartalmazza a hattér korrekciot, a log transzformaciot, a

kvantilis és proba normalizaciot.

- Adatok szlirése: A noninformativ adatokat kisztirtiik. Ezek kozé tartoztak a kontrollként
hasznalt probak €s azok az alacsony jelintenzitasu probak is, amelyek nem alkalmasak az

expresszio kiillonbségek tesztelésére.

- Expresszios kiilonbséget mutatdé probak keresése: A szignifikdnsan tal- és
alulexpresszalt RNS-eket tobbszords linearis regresszidos modell segitéségével (limma)

hataroztuk meg.

3.1.3. miRNS-mRNS interakcios analizis

Az mRNS és miRNS expresszios adatok integralasara a MAGIA webes eszkozt
(http://gencomp.bio.unipd.it/magia2/start/) hasznaltuk (Sales és mtsai 2010). Az elemzés

azon az elgondolason alapul, hogy a miRNS és célpontjai inverz médon fejezédnek ki. A
MAGIA a miRNS- és a génexpresszios adatok elemzését target predikcidval koti Ossze,
mely lehetévé teszi a MiIRNS-ek és a célpont MRNS-ek kozotti kisérletesen alatamasztott
szabalyozasi kapcsolatok felderitését. A szamitasokat a "nem illesztett mintak"
beallitassal végeztiik, mivel a miRNS és mRNS expressziora vonatkozo informaciok két
kiilonboz6 kisérletbdl szarmaztak. A génexpresszios profilok integralt elemzéséhez meta-
analizist alkalmaztunk, mely lehetévé tette a két csoport kozotti (praceclamptikus és
normal) szignifikansan eltéré probak azonositasat az egyes array-ken. Ezt kovetéen két
eltér6 szamitasi elven alapuld target prediktor algoritmust (miRanda és PITA)
valasztottunk, melyeket kombinalva specifikusabb eredményeket kaphatunk. Végiil

feltoltottiik a miRNS és a génexpresszios matrixokat, és elvégeztiik az elemzést.
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3.1.4. Halézatépités
A  mIiRNS-mRNS halézat megalkotasahoz a Cytoscape

alkalmaztuk (Shannon és mtsai 2003). A MAGIA elemzésbdl kapott legerésebb 250
interakciot jeldltik ki, és tovabb szikitettiik a q <0,0001 értékli parokra. Szignifikans

talalat esetén a Q-érték megadja a

fals pozitivok eléfordulasi aranyat, mely altal

kontrollalhatd a hamis felfedezési arany (false discovery rate, FDR).

alhalozatokat a human fehérje referencia adatbazis (HPRD, http://www.hprd.org/)
felhasznalasaval protein-protein kolesonhatasok hozzaadasaval bovitettiink, igy miRNS-
szabalyozott protein-protein interakciés halozatokat nyertiink. Az egyes gének
szovetspecifikus expresszidjanak meghatarozasahoz a human fehérje atlaszt (The Human

Protein Atlas, http://www.proteinatlas.org/) hasznaltuk, mely lehetévé tette a placentaban

szoftvercsomagot

termel0do6 fehérjék kivalasztasat.
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3.1.5. Funkcionalis elemzés

A szabalyozott gének funkcionalis analizisét DAVID bioinformatikai adatbézis
(Database  for  Annotation,  Visualization  and Integrated  Discovery,

https://david.ncifcrf.gov/) segitségével végeztiik el (Dennis és mtsai 2003). Az online

szoftver harom gén-ontologia (GO) kategdriaba sorolja a géneket: bioldgiai Gtvonal
(Biological Pathway, BP), molekularis funkcid6 (Molecular Function, MF) ¢és

sejtkomponens (Cellular Component, CC).

A halozat elemeit a GeneCards Suite integralt tudasbazis

(http://geneanalytics.genecards.org/) kiilonb6z6 alkalmazasaival tanulmanyoztuk tovabb.

A VarElect funkcioval a géneket fenotipusok szerint lehet rangsorolni (Stelzer és mtsai
2016). A praeeclampsiaval kapcsolatos kulcsszavakat kerestiink, beleértve a f6 tiineteket
(magas vérnyomas és proteinuria), valamint a tarsbetegségeket és kockazati tényezoket

(sziv- és érrendszeri betegségek, elhizas, diabetes mellitus stb.). A gének betegségekhez

kapcsolodo relevanciaértékeit a MalaCards adatbazis (http://www.malacards.org/)

felhasznalasaval kaptuk meg (Rappaport és mtsai 2017).

3.2. Laboratériumi vizsgalatok
3.2.1. Vizsgalati alanyok

Vérmintdk: A kutatasi alanyok 2015-2017 folyaman a Semmelweis Egyetem I.sz.
Sziilészeti ¢és NOgyogyaszati Klinikan terhesgondozédsban résztvevdé vagy a
terhespatologiai osztalyra felvett varandosok koziil keriiltek bevonasra. Harmadik
trimeszteri periférias vérmintakat gytjtottink egészséges ¢és kiilonbozé formaju
terhességi magas vérnyomassal érintett varandosoktol: chronicus hypertonia, gestatios
hypertonia és praeeclampsia. Minden résztvevonek meg kellet felelnie a bevonasi és
kizarasi kritériumoknak.

Placentamintdk: A placenta mintakon elvégzett vizsgalatokba elektiv illetve siirgdsségi

csdszarmetszésre iranyitott varandos nék kertiltek bevonasra. Minden résztvevOnek meg
kellett felelnie a bevonasi €s kizarasi kritériumoknak. Az elGzetesen tajékozatott €s
irasbeli beleegyezését add Onkéntes terhesek esetében a sziilést kovetéen a placenta

kiilonboz6 részeibdl szovetdarabokat gylijtottiink.
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Bevonasi kritériumok: Gestatios hypertonia (GHT) esetén de novo hypertonia (BP>

140/90 mmHg) egyéb tarstiinet nélkiil; Chronicus hypertonia (CHT) esetén mar a
terhesség eldtt fenndlldé vagy a 20. gestatios hetéig megjelend hypertonia. A
praeeclampsia (PE) csoportban a terhesség 20. hete utan jelentkez6 proteinuria (> 300
mg/24h vagy ++ vizelet fehérje gyorsteszten) €s de novo hypertonia, illetve rarakodasos
PE esetén megel6zé hypertonia. Stlyos PE-nak tekintettiik azokat az eseteket, ahol
110/160 mmHg értéket meghaladé vérnyomas és nagymértékii proteinuria volt jelen
(5g>/24h vagy +++ vizelet fehérje gyorsteszten), vagy egyéb anyai szervi zavarok Iéptek
fel (trombocytopenia, majfunkciok karosodasa, veseelégtelenség, tiidéddéma, korabban
nem tapasztalt agyi vagy latasi zavarok). [UGR-rel tarsult az a terhesség, amikor a magzat
ultrahang altal becsiilt sulya a koranak ¢s nemének megfeleld standard 10 percentilise ala

esett [35].

Kizérasi kritériumok: megindult sziilés, ikerterhesség, magzati fejlodési rendellenesség,

tovabba a normotenziv csoportban, az anamnézisben szereplé hypertonia, spontan

abortusz, korasziilés és IUGR esetek is kizarasra keriiltek.

A kutatds elvégzését az Egészségligyi Tudomdnyos Tandcs Kutatdsetikai
Bizottsaga (ETT TUKEB) engedélyezte (engedélyek szama: 2379/2014, 24387-2/2016).
A vizsgald orvos szoban és irdsban tajékoztatta a vizsgalat alanyait, akik ezutdn irasbeli
beleegyezd nyilatkozatot tettek a vér- és placentamintak tovabbi felhasznalasardl. A
kutatas a Helsinki Nyilatkozat, az embereken végzett orvosi kutatasok etikai alapelveinek

megfelelden tortént.

3.2.2. Mintagyiijtés és elokészités

Vérmintak evijtése és feldolgozasa

Az anyai periféridas vérmintdkat EDTA tartalmi csOvekbe gytjtottik, hogy
megakadélyozzuk a véralvadast. Az K3-EDTA a Ca?* és Mg®" ionok megkétése altal fejti
ki antikoaguldns hatasat, tovabba gatolja az endogén nukleazok aktivitdsat. A
vérmintakbol Eppendorf 5810 R (Eppendorf AG, Hamburg, Németorszag) tipust
centrifuga segitségével elvalasztottuk a plazmat. A mintdkat 10 percig 2500 X g
fordulatszamon, majd a leszivott feliiliszot 10 percig 12500 x g fordulatszamon

centrifugaltuk. Az ily modon kapott ugynevezett ,,vérlemezke mentes plazma” (platelet-
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free plasma, PFP) mintakat 1,5 ml-es Eppendorf csvekben, -80°C-on taroltuk a tovabbi

feldolgozasig.

Placentamintdk gylijtése és feldolgozisa

A placentamintak gyiijtését a Pasupathy és mtsai altal leirt protokoll szerint végeztiik
(Pasupathy és mtsai 2008). A placenta anyai felszinén a sériilt, tovabbi vizsgalatra
alkalmatlan teriileteket elkiilonitettiik (kalcifikacid, haematoma stb.), és négy arra
megfeleld helyet jeloltink ki mintavételre. A bazalis membranbol 1-2 mm-t
eltavolitottunk ¢és a villusok alkotta lebenyekbdl (cotyledon) borsonyi méretii
szovetmintakat vettiink (8. abra). A mintakat kétszer mostuk 4°C-0s 1x foszfat-puffer
oldatban (PBS), majd RNAlater (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
stabilizalo oldatba helyeztiik, melynek alkalmazasaval elkeriilhetd az RNS degradaci6.
Az ily modon kezelt mintdkat egy honapig 4°C-on, ezt kdvetden -80°C-on taroltuk.

Umbilical cord

Cotyledon Decidua basalis
removed

: Chorionic plate

Y

i DI

8. abra. A placenta sematikus abrazolasa. A. Magzati felszin. B. Anyai felszin és

cotyledon (Mannelli és mtsai 2015)

I11. Vizsgalat
3.2.3. Sejttenyésztés és kezelés
Az MTA TTK, Enzimologiai Intézet, Biomembran Kutatocsoport kozremiikodésével

Az in vitro vizsgalatok elvégzéséhez JAR és HTR-8 placenta-eredetii
sejtvonalakat hasznaltunk. Az elobbi egy choriocarcinoma sejtvonal, melynek jellemzoi
a VT-nak felelnek meg, mig az utobbi egy immortalizalt EVT sejtvonal. A
sejttenyészeteket standard koriilmények kozott (37 °C, 5% COz) termosztatban tartottuk.
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A JAR sejteket RPMI-1640, a HTR-8 sejteket pedig DMEM tapoldatban tartottuk, melyet
mindkét esetben 10% FBS-sel (Fetal Bovine Serum), 1% L-Glutaminnal ¢és

antibiotikumokkal (Penicillin-Streptomicin, 10 000 U/ml) komplettaltunk.

A tenyésztés lépései:

Sejtek felvétele folyékony nitrogénbdl

- 9 ml médiumot kimériink egy 10 ml-es Falcon csébe
- Az 1 ml-enként lefagyasztott sejteteket felengedjiik és a 9 ml médiumba tessziik

- 230 x g-n, 5 percig centrifugaljuk

A feliiliszo ledntése utan 3 ml médiumot adunk a pellethez és felszuszpendaljuk
- 15 ml-es flaskaba 12 ml médiumot tesziink és hozzaadjuk a sejtszuszpenziot

Sejtek fenntartasa

- A flaskabol leszivjuk a hasznalt médiumot a sejtréteg megsértése nélkiil
- 15 ml friss médiumot mériink a sejtekre

Sejtek passzalasa

- A flaskabol leszivjuk a hasznalt médiumot a sejtréteg megsértése nélkiil
- 10 ml PBS-sel ledblitjiik a sejteket

- A PBS leszivasa utan 4 ml tripszint mériink a sejtekre és 10 percre

visszahelyezziik a 37°C-os termosztatba
- Mikroszkoppal ellendrizziik, hogy a sejtek teljesen feljottek-e flaska aljarol
- 10 ml médiumot adunk a felszedett sejtekhez és felszuszpendaljuk
- 10x higitast alkalmazunk, 1 ml sejtszuszpenziohoz 14 ml friss médiumot adunk
A kezelés lépései:

Médium eldkészitése

A komplettalt médiumban alapvetden sok, szérum-eredetii extracellularis vesicula

talalhatd, ami befolyasolhatja a mérési eredményeket. Ez okbdl, a sejtek kezelésé¢hez

31



DOI:10.14753/SE.2019.2269

ultracentrifugélés segitségével exoszoma-mentes médiumot allitottunk eld: a 10% FBS-t
120000 x g-n, 4 °C-on, 2 o6raig centrifugaltuk, majd az igy nyert feliilisz6t hasznaltuk

komplettalashoz.

A sejtek kirakasa

A sejtek kezelését megelézéen sejtszamlalast végeztink a TC20™ (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, California, USA) automata késziilékkel. 6 lyukua plate-re

lyukanként 4x10° sejtet raktunk ki 2 ml-es végtérfogati exoszoma-mentes médiumban.

A sejtek kezelése

A sejteket 24 ora elteltével 100 uM desferrioxaminnal (DFO), vagy kontrollként dimetil-
szulfoxiddal (DMSQ) kezeltiikk, majd standard koriilmények kozott tovabbi 24 oran
keresztiil tenyésztettiik. A DFO egy jol ismert hypoxia indukalo szer, amelyet in vitro

vizsgalatokban széleskoriien alkalmaznak hypoxias allapot modellezésére.

3.2.4. Exoszoma izolalas

Kiilonféle modszereket fejlesztettek ki az exoszomék bioldgiai folyadékokbdl torténd
izolalasara. A plazma vagy szérum klinikai szempontbdl a legfontosabb extracellularis
vesiculakat hordozo kozeg, jollehet feltarasuk mas biologiai folyadékokhoz képest igen
bonyolult. A nagy viszkozitasu és siriiségi plazma kiilonb6z6é méretli és striségii
vesiculakat és nanorészecskéket tartalmaz (példaul virusrészecskék és lipoproteinek),

melyek fizikai tulajdonsagai atfedhetnek az exoszomakéval.

Az exoszoma izolaldsdhoz a mai napig legerjedtebb gold standard moddszer a
differencial ultracentrifugalas (UC), melynek lényege, hogy egy eldcentrifugalassal
elvalasztasra keriilnek a nagyobb méretli struktarak, majd kiiilepitéssel dusitjak fel az
exoszomalis populaciot. Az esetek tobbségében az eldcentrifugéalas elégtelen az Gsszes
sejttormelék eltavolitasahoz, ugyanakkor a vesiculak egy jelentds hanyadanak
elvesztésével jar. Nem elhanyagolhat6 az a tény sem, hogy a fennmarad6 vérlemezkék
fagyasztast-felolvasztast kovetéen szamos tovabbi vesiculat bocsathatnak ki, és az ily
modon létrejovo ,,kontaminacio” negativan befolyasolhatja a vizsgalatok kimenetelét. Az
UC modszerrel torténd elvalasztas nehézkes kivitelezése és iddigényessége miatt Uj

eszkozok kertiltek kifejlesztésre, melyek nagyban hozzdjarultak az extracellularis
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vesiculak teriiletén torténd kutatasokhoz. Ezek kozé tartozik a kromatografia, filtracio,
polimer alapt precipitacio, immunologiai szeparacio €s a membran-alapu affinitasoszlop
modszer. Kutatdsunk kiilonb6z0 fazisai sordn a precipitacios €s a membran-alapa

affinitasoszlop modszereket alkalmaztunk, ezeket alabb részletesebben ismertetjiik.

I1. Vizsgalat

A vérmintdkbdl exoszoma izolalast végeztink MN Exosome Precipitation Solution
(Serum / Plasma) precipitacios kit (Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Germany)

felhasznalasaval.

A modszer elve: Az izolalas elsé 1épésében a biologiai folyadékot (esetiinkben
vérplazmat) polimer tartalmt precipitacios oldattal keverjliik Ossze, melyet egy rovid
inkubécio6 és alacsony fordulatszdmon torténd centrifugalas kovet. A modszer eldnye a
gyors és egyszerl kivitelezésen kiviil, hogy az izolalt exoszomak nincsenek kitéve erds
kolcsonhatasoknak, igy megfelelé mennyiségli és mindségli vesicula nyerhetd.
Ugyanakkor, fennall a lehetdsége non-vesicularis komponensek (példaul lipoproteinek)

koprecipitaciojanak, és a nem megfelel6 specificitas téves eredményekhez vezethet.

Az izolalas menete:

- Exoszoéma precipitacio: 500 pl plazmahoz (PFP) 200 ul exoszoéma precipitacios
oldatot adunk, 10 masodpercig vortexeljiik, majd fél o6raig 2—8 °C-on inkubaljuk.

- Exoszoma elvalasztas: az elegyet 5 percig 500 x g-n centrifugaljuk, majd a feliiliszo

eltavolitasa utan a csapadékot 500 pl RNéaz-mentes vizben vessziik fel.

I11. Vizsgalat

A vérmintakbol (A) és a sejttenyésztd tapoldatokbol (B) exoszoma izolalast végeztiink a
QIAGEN ExoRNEasy (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszdg) membran-alapt
affinitasoszlop izolalasi modszerrel. Az elébbit a kisebb térfogathoz ajanlott Midi (0,5-1
ml), mig az utobbit a nagyobb térfogati mintakhoz ajanlott Maxi (2-4 ml) verzidval

végeztiik el.
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A modszer elve: A membran-alapu affinitasoszlop az extracellularis vesiculak egy preciz

és gyors izolalasi technikaja, vérplazmabol és sejtmédiumbdl egyarant. Segitségével nem

csak az exoszomalis, hanem a non-vesicularis (mas néven Ago-kotott) miRNS frakcio is

elvalaszthatd, mely a két tipus Specialis vizsgalatat teszi lehetdvé (Enderle és mtsai 2015)

(9. abra). Az elébbiek az oszlopon kotve maradnak, mig az utdobbiak oszlopon athaladd

folyadékban talalhatok meg. A fenol/guanidin alapi kombinalt lizis és elucios 1épéssel

leoldhato az exoszomalis frakcid, amelyet a teljes RNS szilikagél-membranon alapuld

tisztitasa kovet.

Az 1zolalas menete:

A) Exoszoma izolalas plazmamintabol

Sziirés: A plazmamintakat 0,2 um-es steril fecskenddsziiron (VWR Scientific)

eresztjiikk at a nagyobb részecskék eliminalasahoz

Exoszomak megkotése: 500 pl mintdhoz ugyanannyi XBP-t (kot6 puffer) adunk,
majd tobbszori forgatassal 6sszekeverjiik. Az elegyet az exoEasy 0szlopra vissziik és
1 percig 500 x g-n centrifugaljuk. A megszirt folyadékot félretessziik a kés6bbi non-

vesicularis miRNS izolaldshoz.

Exoszoma tisztitas: Az oszlopra 3,5 ml XWP-t (mos6 puffer) mériink, és 5 percig

5000 x g-n centrifugaljuk.

Exoszoma elualas és lizis: Az oszlopot 0j gylijtécs6be helyezziik és 700 pl QIAzol-t
(lizis reagens) mériink a membranra. 5 percig 5000 X g-n centrifugéljuk, majd az igy

kapott lizatumot 2 ml-es Eppendorf cs6be mérjiik.

B) Exoszoma izolalas sejttenyésztd tapoldatbol

Sziirés: A médiumot 10 percig maximalis fordulatszamon centrifugaljuk, majd 0,2
um-es steril fecskendésziiron eresztjiik at a sejttormelékek €s egyéb nagyobb

részecskék eliminalasahoz.

Exoszomak megkdotése: 2 ml mintahoz ugyanannyi XBP-t (kot6 puffer) adunk, majd

tobbszori forgatassal osszekeverjiik. Az elegyet az exoEasy oszlopra vissziik és 1
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percig 500 x g-n centrifugaljuk. A megsziirt folyadékot félretessziik késébbi non-

vesicularis miRNS izolalashoz.

- Exoszéma tisztitas: Az oszlopra 10 ml XWP-t (moso6 puffer) mériink, és 5 percig

5000 x g-n centrifugaljuk.

- Exoszoma elualas ¢és lizis: Az oszlopot 0j gyiijtécsébe helyezziik és 700 plQIAzol-t
(lizis reagens) mériink a membranra. 5 percig 5000 X g-n centrifugaljuk, majd az igy

kapott lizatumot 2 ml-es Eppendorf cs6be mérjiik.

= g C= i
Add chloroform
= l' to QlAzol eluate
Exosmal fraction @ Mix sample with
= : Buffer XBP and ‘T‘!
bind to column
T Spin blood Ago-bound fraction o= Recover aqueous
s phase and add
=] ¢ ethanol
Transfer
plasma/serum - l
= =)
= =
Bind total RNA
l l = ﬁiﬁ.ﬁiﬁ'ﬂm E including miRNAs
2 Buffer XWP -
&Q . ls q’
iiter —
2 B
l g Wash 3x
s =
b =
= iﬁ ‘T? Elute
Filtered ,- Lyse vesicles and = —
plasma/serum ~ elute with QlAzol = Total RNA
i £ including miRNAs
- 13 V

9. abra. Exoszomalis és Ago-kott miRNS izoldlas membran-alapu affinitasoszlop
modszerrel (Forras: Qiagen exoRNeasy Serum/Plasma kézikényv, 2015 januar,

atdolgozott abra)

3.2.5. RNS/miRNS izolalas
Il. Vizsgalat

A precipitacios exoszoma izolatumokbdl miRNS extrakciot végeztiink a NucleoSpin®
miRNA Plasma (Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Németorszag) kit

felhasznaldsaval, a gyarto leirdsanak megfelelden.
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A modszer elve: a mdédszer a hagyomanyos szerves oldoszerekkel torténd izolalast
kombinadlja a szilikamembran alapt oszlopos technikéaval, igy lehetévé valik a kisméretii
RNS molekulak megkotése. A plazmabol szarmazo, membranon megkotott miRNS
mosasi lépéseket kovetden centrifugalassal az oszloprdl eltavolithato, és kozvetleniil
hasznalhat6 tovabbi kisérletekben. Az eljaras nagy elénye a hagyomanyos modszerekkel

szemben, hogy az extrakcidé menete, féleg tObb minta esetén, gyorsabb és egyszeriibb.
Az izolélas 1épései:
- Minta el6készitése: 500 ul exoszoémamintahoz 90 pl denaturaldé MLP puffert adunk,

5 masodpercig vortexeljiik, majd 3 percig szobahdmérsékleten inkubaljuk.

- Fehérje kicsapasa: 30 ul MPP puffert adunk az elegyhez, 5 méasodpercig vortexeljiik,
1 percig szobahdmérsékleten inkubaljuk, majd 11000 X g-n 3 percig centrifugaljuk.

- Feliilaszo elvalasztasa: a feliiluszot atvissziik egy 0j 2 ml-es eppendorf csébe, 400 pl

izopropanolt adunk hozza és 5 masodpercig vortexeljik.

- DNS és RNS megkotése: a NucleoSpin® miRNA oszlopot egy 2 ml-es eppendorfba
helyezziikk, a mintat az oszlopra pipettazzuk, 2 percig szobahémérsékleten
inkubaljuk, majd 11000 x g-n 30 masodpercig centrifugaljuk. A feliiluszot elontjiik,

majd visszahelyezziik az oszlopot a csObe.

- DNS emésztése (opcionalis): az oszlop tobblépéses mosasa utan (Id. kovetkezd
1épés) 50 pl rDNazt pipettazunk a membranra, majd 15 percig szobahémérsékleten

inkubaljuk.

- A szilikamembran mosasa: 1. mosas: 100 pl mosé MW1 puffert adunk a mintdhoz,
majd 11,000xg-n 30 masodpercig centrifugaljuk. Az atszlirt folyadékot elontjiik,
majd visszahelyezziik az oszlopot a cs6be. 2. mosas: 700 pul mos6 MW2 puffert
adunk a mintdhoz, majd 11000 X g-n 30 masodpercig centrifugaljuk. Az atsziirt
folyadékot elontjiik, majd visszahelyezziik az oszlopot a cs6be. 3. mosas: 250 ul
mos6 MW?2 puffert adunk a mintahoz, majd 11000 X g-n 2 percig centrifugaljuk. Az

atszlrt folyadékot elontjiik, majd visszahelyezziik az oszlopot a csdbe.

- RNS elualasa: a NucleoSpin® miRNA oszlopot egy uj 1,5 ml-es eppendorba
helyezziik, 30 pl RNé&z-mentes vizet pipettdzunk a membranra, 1 percig

szobahdmérsékleten inkubaljuk, majd 11000 X g-n 1 percig centrifugaljuk. Az atsziirt

36



DOI:10.14753/SE.2019.2269

folyadékban talalhatd az oszloprol leoldott miRNS, amelyet a tovabbi feldolgozasig
-80°C-on tarolunk.

I11/1. Vizsgalat - Vérmintak

miRNeasy — exoszémalis (A) és non-vesicularis (B) miRNS-ek izoldlasa

A modszer elve: az exoszomak eludlasahoz és a non-vesicularis frakcio lizis€hez hasznalt
QIAzol reagens denaturalja a fehérjekomplexeket és az RNazokat, tovabba szerves
extrakcioval a fennmaradd DNS- és fehérjeszennyez6dések tobbségét is eltavolitja.
Kloroform hozzaadasa utan, centrifugalassal szétvalik a vizes és szerves fazis. Az
exoszomalis €és non-vesicularis RNS molekulak tisztitasa a felsd, vizes rétegbol

szilikamembrén alapt technologidval valosul meg.
A)  exoszOémalis miRNS-ek izolalasa

- Az exoEasy oszloprol leoldott lizdtumot rdviden vortexeljik és 5 percig
szobahdmérsékleten inkubaljuk, mellyel elésegitjiik a nukleoprotein komplexek

rrrrrr

izolalast (B).

- A lizétumhoz 90 pl kloroformot adunk, 15 masodpercig kézben erdsen 0sszerazzuk,

majd 2-3 percig szobahémérsékleten inkubaljuk.

- Az elegyet 15 percig 12000 x g-n 4 °C-on centrifugaljuk. Harom fazist kapunk,
amelybdl a legfelsd, vizes réteget a kozépso réteg megsértése nélkil 4j 1,5 ml-es

Eppendorf csdbe pipettazzuk.

- Az igy kapott, koriilbeliil 350 pl-es frakcidhoz kétszer annyi, 700 pl ethanolt adunk,
¢és tobbszori pipettazassal keverjiik. 700 pl-t RNeasy oszlopra mériink, majd 15
masodpercig, 8000 X g-n centrifugaljuk. Az atsziirt folyadékot elontjiik,

visszahelyezziik az oszlopot, majd a maradék eleggyel megismételjiik a 1épést.

- 700 pl RWT mosopuffert mériink az oszlopra, majd masodpercig, 8000 X g-n
centrifugaljuk. Az atszlrt folyadékot elontjiik, visszahelyezziik az oszlopot. Ezt
kovetden 500 pl RPE mosopuffert mériink az oszlopra, majd masodpercig, 8000 X g-

n centrifugaljuk. Az atsziirt folyadékot elontjiik, visszahelyezziik az oszlopot, majd
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megismételjilk a 1épést 2 perces centrifugalassal. Az oszlopot 0j gyiijtécsobe

helyezziik, majd nyitott fedéllel 5 percig maximalis fordulatszamon centrifugaljuk.

A szaraz oszlopot egy 1,5 ml-es Eppendorf cs6be helyezziik, majd 14 pl RNaz-
mentes vizet pipettizunk a membranra. 1 percig inkubaljuk, majd az RNS

elualasahoz 1 percig teljes fordulatszdmon centrifugaljuk.
non-vesicularis (Ago-kotott) miRNS-ek izolalasa

200 ul mintahoz 1 ml QIAzol lizis reagenst mériink, vortexeljiik, majd 5 percig

szobahOmérsékleten inkubaljuk.

A lizatumhoz 200 pl kloroformot adunk, 15 mésodpercig kézben erésen dsszerazzuk,
majd 2-3 percig szobahémérsékleten inkubaljuk. Ezt kovetéen a Iépések

megegyeznek az exoszomalis miRNS izolalasanal leirtakkal.

I11/1. Vizsgalat - Placentamintak

Az MTA TTK, Enzimologiai Intézet, Biomembran Kutatocsoport kézremiikodésével

A placentaszoveti RNS izolalast TRIzol™ lizis reagenssel (Thermo Fisher

Scientific Inc., Waltham, MA, USA) a gyarto leirasa szerint végeztiik, melynek 1épései a

kovetkezok:

Lizalas és fazisszétvalasztas:

Az 50-100 mg-os placentamintakat Potter-Elvehjem szovethomogenizald csé és rid
segitségével 1 ml TRIzol hozzaadasaval homogenizaljuk, majd 5 percig

szobahOmérsékleten inkubaljuk.

A lizdtumhoz 200 pl kloroformot adunk, 15 méasodpercig kézben erdsen dsszerazzuk,

majd 2-3 percig szobahdmérsékleten inkubaljuk.

Az elegyet 15 percig 12000 x g-n 4 °C-on centrifugaljuk. Harom fazist kapunk,
amelybdl a legfelsd, vizes réteget a kozépsé réteg megsértése nélkiil Gj 1,5 ml-es

Eppendorf cs6be pipettazzuk.
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RNS kicsapasa:

- Az igy kapott frakcidhoz 500 pl izopropanolt adunk, és tobbszori pipettazassal

keverjiik.

- 10 percig inkubaljuk, majd 10 percig 7500 X g-n 4 °C-on centrifugaljuk. A total RNS

fehér gélszerli csapadékot képez a cs6 aljan, a feliiliszot elontjiik.
RNS tisztitasa:

- A pelletet 1 ml 75 %-os cthanolban vessziik fel, és roviden vortexeljik. 5 percig
12000 x g-n 4 °C-on centrifugaljuk, a feliiluszot elontjiik. 5-10 percig nyitott fedéllel
szaritjuk a kapott pelletet.

RNS beoldasa:

- Az RNS-t 50 pl RNéaz-mentes vizbe vessziik fel, majd -80 °C-on taroljuk a tovabbi

felhasznalasig.

I11/2. Vizsgalat - Sejttenyészetek
Az MTA TTK, Enzimologiai Intézet, Biomembran Kutatocsoport kozremiikodésével

A sejttenyészetekbdl valdé RNS izoldlds a placentaszovetekhez hasonloan, a

TRIzol™ lizis reagenssel, a gyarto leirasdnak megfelelon tortént.

3.2.6. Mennyiségi és mindségi kontroll

Spektrofotométer — RNS koncentracid €s tisztasag meghatarozasa

A vizsgalt mintdk totdl RNS koncentracidjat Nanodrop 1000 UV-VIS
spektrofotométer (Thermo Fischer Scientific Inc., Wilmington, USA) segitségével
hataroztuk meg. RNA-40 beallitassal dolgoztunk, és az egyes mérésekhez 2 pl mintat
hasznaltunk fel. A nukleinsavak abszorpcidos maximuma 260 nm-es hulldmhosszon
(A260) lathato, az elnyelés mértékébdl kiszamithaté a minta nukleinsav koncentracioja.
A fehérjék elnyelési maximuma 280 nm-nél van, igy az A260/A280 aranybol
megbecsiilhetd a fehérjeszennyezettség mértéke. Az értéket 1,6 és 2,0 szélsdértékek

kozott tekintjiik megfelelonek.
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Fluorométer — miRNS koncentracidé meghatarozasa

A miRNS koncentracié specifikus meghatarozashoz a Qubit® microRNA Assay
Kitet (Thermo Fischer Scientific Inc., Wilmington, USA) alkalmaztuk, mely fluoreszcens
festékes jeloléssel teszi lehetévé a kis RNS-ek szelektiv és pontos mérését. A

leolvasashoz a Qubit® 2.0 Fluorométert hasznaltuk.

3.2.7. Valeésidejii kvantitativ polimeraz lancreakcio (RT-PCR)

A vizsgalni kivant miRNS-ek szintjét RT-PCR modszerrel hataroztuk meg,

melynek Iépései a 10. dbran lathatdak.

@ One single cDMNA reaction for all miRNA

First-strand synthesis (RT)

Mature miRMNA
AAE AR B AN B AA AR BB BB 0 A
-+ TITTITTTTTITITONT
3’ degenerate anchor 5" universal tag

@ Two INA-enhanced miRNAspecific gPCR primers

Realtime PCR amplification
miR-specific forward primer

>—0—2r
TITITTITTTITTTT
+ D o9

miR-specific reverse primer

10. abra. Real-time PCR (Forras: Qiagen miRCURY® LNA® miRNA PCR - Exosomes,
Serum/Plasma and Other Biofluid Samples kézikonyv, 2017 oktdber)

A mérés elve: A polimeraz lancreakciot a vizsgalt nukleinsav szekvencia
megsokszorozasdhoz hasznaljuk. A kiilonb6zé mintakbodl izolalt miRNS-ekrdl reverz
transzkriptaz enzim segitségével cDNS-t (complementary DNS) szintetizalunk, mivel a
PCR-ben miikodé DNS polimerazok csak DNS-templaton képesek miikédni. A reverz
transzkriptaz egy RNS-fliggd DNS-polimerdz, amely az RNS templatrol egy RNS/DNS
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hibrid molekulat allit el6. A kdvetkez6 1épésekben egy ribonukledz és egy tovabbi DNS-
polimerdz kozremiikodésével 1étrejon a kétszala cDNS lanc. A cDNS szintézis
reakcidelegyhez tgynevezett RNS spike-in-t (szintetikus poliadenilalt transzkriptum)
adva ellendrizhetjiik a reverz transzkripcio hatékonysagat, tovabba a kiilonboz6 plate-ek

kozotti kalibracidhoz is alkalmazhatd.

Az atirds utan végrehajtjuk az amplifikaciot. A folyamat enzimes reakcidok
ismétlodésével, in vitro koriilmények kozott megy végbe. A reakcidelegyben jelen van a
templat CDNS, az amplifikalandé cDNS szakaszra specifikus primerek (,,forward” és
reverse”), a  hostabil DNS-polimerdz  enzim (Tag-polimeraz), a négy
dezoxiribonukleotid-trifoszfat (AATP, dTTP, dGTP, dCTP) és a puffer. A reakcio soran
a puffer biztositja a megfeleld ionkoncentraciot, fontos alkoto eleme a Mg?* ion, amely a

polimeraz enzim kofaktora. A templatrél képz6dd termék mennyisége minden ciklus

crer

A valosideji kvantitativ PCR berendezések alkalmazasaval ciklusrél ciklusra
nyomon kovethetd a CDNS templat felsokszorozddasa, mérése fluoreszcens detektalason
alapul. A SYBR Green festék interkalalo molekula, amely a kettds szala DNS-hez
(dsDNS) kotddik a PCR reakcioelegyben. Bekotddve, adott monokrom fénnyel indukalva
fényt bocsat ki. Az igy létrejové mérhetd fluoreszcens jel nagysdga a PCR folyaman
sokszorozodd dsDNS mennyiségével aranyosan novekszik. A fluoreszcencia mérése
minden ciklusban végbemegy, igy lathatova valik a reakcio kinetikaja (amplifikacios
gorbe). Az a ciklusszdm (Ct), amelynél a jel eléri a logaritmikus PCR fazist, a target
cDNS kiindulasi mennyiségének fliggvénye. Ennek ismeretében lehetséges a target

kiindulasi mennyiségének pontos mérése.

Az Ugynevezett olvadaspont-analizist a termék azonositasara hasznaljuk, mely a
termékspecifikus Tm érték kimérésével lehetséges. Minden DNS fragmentumra jellemz6
az olvadaspontja (Tm), mely definicidszeriien az a hdmérséklet, melyen az adott DNS
fragmens 50%-a egyszalu. Az olvadaspontot leginkabb befolyasolo tényezok: a fragmens

G+C tartalma, valamint hossza.

A mennyiségi meghatarozas torténhet abszoltt vagy relativ kvantifikacioval. Az

crer

higitasi sort készitiink. Az egyes higitasi tagokhoz tartozé Cr értékek adjak ki a standard
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gorbét, mely alapjan egy ismeretlen minta Ct értékébol kovetkeztetni tudunk annak

kiindulasi mennyiségére. Relativ kvantifikaciokor (AACt modszer) a meghatarozando

crer

expresszioja a vizsgalt kozegben allando. Ahhoz, hogy 6sszehasonlithassuk a kérdéses €s
a referens gén/miRNS PCR termékének kiindul6 templat tartalmat, azonos amplifikacios

hatékonysaggal kell rendelkezniiik.

cDNS szintézis

Az RNS mintak reverz transzkipciojat a miRCURY LNA™ Universal cDNA
Synthesis Kit (Exiqon A/S, Vedbaek, Denmark) felhasznalasaval végeztiik el, a gyartd
leirasanak megfeleléen. A ¢cDNS szintézis hatékonysaganak ellendrzéséhez az UniSp6

RNS spike-in-t alkalmaztuk.
A cDNS szintézis 1épései:

- Reverz transzkripcié master mix sszedllitisa: Osszemérjiik a cDNS szintézishez

sziikséges komponenseket az alabbi mddon (a mennyiség egy mintara értenddek):
2 ul 5x RT Reaction Buffer

1 ul 10x RT Enzyme Mix

0,5 ul UniSp6 spike-in

4,5 ul RNaz-mentes viz

- Templat hozzaadasa: A mixhez 2 ul templat miRNS-t (5 pg/uL) adunk, amivel elérjiik
a 10 pl-es végtérfogatot.

Futtatas: A futtatast a GeneAmp® PCR System 9700 thermocyclerrel (Thermo Fischer
Scientific Inc., Wilmington, USA) hajtjuk végre: a mintat elészér 60 percig, 37°C-on

inkubaljuk, majd 5 percig 95°C-on hdinaktivaljuk a reverz transzkriptaz enzimet.

RT-PCR

A RT-PCR reakciot az ExiLENT SYBR® Green master mix kit segitségével
(Exigon A/S, Vedbaek, Denmark) hajtjuk végre a vizsgalt miRNS-ekre specifikus
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LNA™ PCR primerek segitségével (5. tablazat). Olvadasgorbe analizis segitségével
azonositottuk az amplifikalt termékeket és kizartuk a primerek nonspecifikus kdtodését
(pl. primer dimer stb.). A hsa-miR-210 relativ expressziojat a ddCT modszerrel szamoltuk
ki, és a hsa-miR-103a belsé kontroll miRNS-eshez normalizaltuk. A mérések soran
tovabbi mMIRNS-eket is vizsgaltunk: a hsa-miR-16 egy a vérben abundans, féleg a
vorosvértestekbol felszabaduld miRNS (Pritchard és mtsai 2012), mig a hsa-mir-517c a
C19MC miRNS csalad tagja, és kizarolag a placentaban expresszaldodik (Noguer-Dance
¢és mtsai 2010).

A placentaszovet ¢és sejttenyészetek esetén 1:80, a precipitacios kittel izolalt
exoszomaknal 1:40, a membran-affinitas modszerrel izolalt exoszoma és non-vesicularis

RNS-bél atirt cDNS mintaknal 1:10 arany higitast alkalmaztunk.

5. tablazat. A vizsgalt miRNS-ek adatai

Teljes miRNS név | miRBase azonositd | Seed szekvencia

hsa-miR-210-3p MIMATO0000267 5’-CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA-3’
hsa-miR-16-5p MIMATO0000069 5-UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG-3’
hsa-miR-517¢-3p MIMATO0002866 5-AUCGUGCAUCCUUUUAGAGUGU-’3
hsa-miR-103a-3p MIMATO0000101 5-AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA-’3

A RT-PCR lépései:

- PCR mix 8sszeallitasa: Osszemérjiik a PCR reakciohoz sziikséges komponenseket az

alabbi modon (a mennyiség egy mintdra értenddek):
5 ul 2x miIRCURY SYBR Green Master Mix

1 ul PCR primer mix

0,5 ul ROX referencia festék (ABI StepOne™)

- Templat hozzaadasa: A mixhez 4 pl / 3,5 ul higitott cDNS-t adunk, amivel elérjiik a
10 pl-es végtérfogatot.

- Futtatds: A kutatds kezdeti szakaszan a futtatdsokhoz az iivegkapillaris alapt

LightCycler® 1.0 qPCR-t (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag)
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hasznaltuk, majd késobb attértiink az Applied Biosystems StepOne™ (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) PCR-plate-s platformra. A méréseket ebben az

crcr

- A LightCycler qPCR adatok feldolgozasat a Light Cycler® 4.05 szoftverrel végeztiik
el, majd a kapott Ct értékeket a Microsoft Excel programmal Osszegeztiik és
normalizaltuk. A StepOne qPCR amplifikacids gorbék elemzését, a nyers Ct értékek
meghatarozasat és normalizalasat a StepOne™ Real-Time PCR System szoftverrel

végeztiik el.

3.2.8. Statisztika

A statisztikai  elemzések  elvégzéséhez a  STATISTICA analitikai
szoftvercsomagot (Statistica, Tulsa, Oklahoma, USA) és az az R statisztikai nyelvet
hasznaltuk. A folytonos valtozok normalitasanak felmérésére Shapiro-Wilk W tesztet

alkalmaztunk

I1. Vizsgalat

A vizsgalt csoportok kiilonboz6 anyai és magzati faktorai (anyai életkor, gesztacios kor
mintavételkor illetve sziiléskor, magzati sily) normalis eloszlasuak voltak, igy
egymashoz vald viszonyitasukhoz egyszempontos variancia-analizist (ANOVA)
végeztiink. Az értékeket atlag = SD formaban adtuk meg. Mivel sem az 6ssz-miRNS
koncentracio, sem a relativ hsa-miR-210 expresszios értékékek nem kovettek normalis
eloszlast, az adatok statisztikai elemzéséhez nem-paraméteres teszteket alkalmaztunk. A
csoportok Gsszehasonlitasahoz Kruskal-Wallis-féle ANOVA-t hasznaltuk, post-hoc
tesztként az atlagos rangszamok tobbszords Osszehasonlitasat végeztiik el. Az értékeket
median és interkvartilis tartomany formdjaban jeloltik. Az expresszids és a
koncentraciobéli kiilonbségek kifejezésére ,,foldchange” (FC) aranyt szdmitottunk: az
FC>2 érték jelentds emelkedésnek, az FC<0,5 jelentés csokkenésnek volt
megfeleltethetd. A hsa-miR-210 expresszid ¢és az 6ssz-miRNS koncentracio kozotti

lehetséges kapcsolat felderitésére Spearman Rank Order korrelacios értéket szamoltunk.
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111/1. Vizsgalat

A két vizsgalt csoport kiilonb6z6 anyai és magzati faktorai (anyai életkor, gesztacios kor
mintavételkor illetve sziiléskor, magzati suly) normalis eloszlast kovettek, igy
Osszehasonlitasukat Student-féle kétmintas t-teszttel végeztiik el. Az értékeket atlag + SD
formaban adtuk meg. A vizsgalt mMIRNS-ek expresszios értékei nem feleltek meg a
normalis eloszlas kovetelményeinek, igy a csoportok kozotti dsszehasonlitast Mann-

Whitney U teszttel végeztiik el.

I11/2. Vizsgalat

A sejttenyészeten végzett mérések miRNS expresszios értékei logaritmikus
transzformaciot kovetden normalis eloszlastak voltak, 6sszehasonlitasukat Student-féle
kétmintas t-teszttel végeztik el. Az eredményeket ,relative quantity” (RQ) + SE
formaban fejeztiik ki, ami a Kontroll kezelés atlagahoz viszonyitott linearizalt értéknek

felelt meg.

Minden vizsgalatnal a p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak (*:
p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001). A vér- és placentaszOveten végzett vizsgalatok
eredményeit box-plot segitségével abrazoltuk, ahol a kiugrd és extrém értékeket kiilon
jeloltik. A korrelacios analizis eredményét szorasdriagrammal szemléltettiik. A

sejttenyészeten végzett mérések eredményeit oszlopdiagrammal demonstraltuk.
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4.  Eredmények
4.1. miRNS-mRNS halozat
4.1.1. miRNS és mRNS expresszios adatok feldolgozasa

A nyers miRNS és mRNS expresszios adathalmazok mindségi ellenérzésével majd
normalizalasaval kapott adatok megfelelének bizonyultak a tovabbi elemzéshez (11.
abra). A normalizalt adathalmazok tovabbi sziirése az 1105 human érett miRNS-proba

704-re, és a 40716 gén-proba 26808-ra valo lesziikitését eredményezte.
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11. abra. Az adatok normalizalasanak hatasa. A. miRNS microarray B. gén microarray.
Jobb oldal: nyers adatok, baloldal: normalizalt adatok. X tengely: placenta mintak, y

tengely: expresszios tartomany.

A differencialis génexpresszios analizis elvégzésével megkaptuk a beteg- és
kontrollcsoportban eltéréen expresszalodd miRNS-ek listajat. A praeeclampsids
csoportban szignifikans tulsulyban 1évé (FC>2, p<0,05) miRNS-ek koz¢é tartozott a hsa-
mir-187, hsa-mir-210, hsa-mir-1181, hsa-mir-943, hsa-mir-33b*, hsa-mir-466 és a hsa-
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mir-1238; mig a hsa-mir-202, hsa-mir-628-5p, hsa-mir-488, hsa-mir-548u, hsa-mir-603,
hsa-mir-200b* ¢és a hsa-mir-450b erésen alulreprezentaltnak bizonyultak (FC<O0,5,
p<0,05).

4.1.2. A miRNS-mRNS interakcios halozat felépitése

Osszesen 52603 miRNS-mRNS interakciot generalt a MAGIA webes algoritmus. A
kiiszobérték allitasaval az interakcidkat 15650-re szukitettiik <0,1, 3564-re q <0,01,
1670-re q <0,001, és 80-ra q <0,0001 szinten. A legerdsebb 250 interakciot vizualizaltuk,
¢és ezek kozil a q <0,0001 értékli parokat elemeztilk az FDR minimalizalasa érdekében.
A legjelentésebb talalatok 85 csomopontot (33 mIRNS-t és 52 szabalyozott gént) és 80
interakciot foglaltak magukban. A 12. abran lathatoé a beteg és kontroll csoportban
eltér6en expresszalodd miRNS-ek és prediktalt célpont génjeik altal alkotott halozat. A
vonalak vastagsaga jelzi a szabalyozasi kapcsolat valosziniiségét, és a csomopontok

mérete aranyos a fokszammal.
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LLLL

12. abra. miRNS-mRNS interakcios halozat. Jelolések: mMiRNS: négyzet, mRNS: kor. A
vonalvastagsag a kapcsolat valoszintiségét fejezi ki, a csomédpontok nagysiga a

fokszdmmal aranyos.
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4.1.3. A miRNS-mRNS halézat elemeinek funkcionalis vizsgalata

Az 52 gén koziil 1l-et kordbban mar Osszefiiggésbe hoztak praeeclampsiaval:
ATGI9A (Kojima és mtsai 2015), BMPR2 (Nagashima és mtsai 2013), DLG5 (Saben és
mtsai 2014), EMP2 (Williams és mtsai 2017), FSTL3 (Guo ¢és mtsai 2012), KCNQ4
(Mistry és mtsai 2011), KLF6 (Racca és mtsai 2015), TCF7L2 (Lian és mtsai 2013),
TIMP3 (Xiang és mtsai 2013), QSOX1 (Tejera és mtsai 2013) és XDH (Many és mtsai
2000). A VarElect analizis alapjan 8 gén kozvetleniil kapcsolathatd hypertonidhoz, ezek
a BMPR2, GSTM5, KLF6, SLC7AI1, TBCD, TCF7L2, TIMP3 és XDH. Az EMP2
proteinuriaval asszocialt, és 9 gén Osszefliggésbe hozhatdo sziv- és érrendszeri
megbetegedésekkel. A tobbszords talalatok kozott szerepelt még egyebek mellett a

cukorbetegség és az elhizas is.

Kilenc gén tobbszorés miRNS szabdlyozés alatt all, ezek a QSOX1, BAIAP2,
SESTDI1, PRKAB2, TIMP3, CMTM4, DANDS, EMP2 és XDH csokkend fokszamu
sorrendben (6. tablazat). Koziilikk kettdt, a TIMP3-at és a CMTM4-et, koros placentaban
gyengén expresszalodd miRNS-k szabalyozzak, ami fokozott mRNS kifejezodést idéz
el6. A tovabbi 7 gén tilexpresszalddo miRNS-ekkel all kapcsolatban, ami lefelé iranyulo
szabalyozast eredményez. A Malacard annotaciok alapjan feltételezhetd, hogy a QSOX1
és a BAIAP2 kozvetve, mig a TIMP3 ¢és az XDH kozvetleniil kapcsoldodik

praeeclampsidhoz.
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A 33 miRNS koziil 9 irodalmi adatok alapjan szerepet jatszik praeeclampsiaban:
hsa-miR-17* (Wang és mtsai 2012), hsa-miR-18a* (Harapan és Andalas 2015), hsa-miR-
193b* (Harapan és Andalas 2015), hsa-miR-200b (Chan és mtsai 2011), hsa-miR-296-3p
(Harapan és Andalas 2015), hsa-miR-210 (Sheikh és mtsai 2016), hsa-miR-27a* (Song
és mtsai 2015), hsa-miR-33b* (Gunel és mtsai 2017) és hsa-miR-637 (Cross és mtsai
2015). 13 miRNS tobb mRNS-t is szabalyozhat: hsa-mir-210, hsa-mir-1226*, hsa-mir-
1263, hsa-mir-541, hsa-mir-200b*, hsa-mir-296-3p, mir-33b*, hsa-mir-18a*, hsa-mir-
1181, hsa-mir-1538, hsa-mir-193b*, hsa-mir-30c-1* és hsa-mir-637 csokkend fokszamu
sorrendben (7. tablazat). Ezek koziil harom, a hsa-mir-1263, a hsa-mir-541 és a hsa-mir-
200b* koros placentaban kisebb mennyiségben van jelen, ezért a célpontjaik fokozottan
expresszalodnak. A tobbi miRNS talexpresszalodik, ami az altaluk szabalyozott mRNS-

ek szintjének csokkenéséhez vezet.
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A génontologiai annotacio elvégzésekor magas klasszifikacios restrikciot és p <0,1
kiiszobszintet allitottunk be. Az eredményiil kapott GO-kifejezések alapjan az eltéréen
expresszalodo
szabalyoznak: multicellularis organizmusfejlédés (p = 3,86E-03), rendszerfejlodés (p =

4,63E-03), anatémiai strukturafejlodés (p = 9,32E-03) stb. A szabalyozott gének

DOI:10.14753/SE.2019.2269

miRNS-ek foként fejlodési  folyamatokban

résztvevo

sejtosszetevoi leginkabb a sejtmembranhoz tartoznak (p = 3.80E-02) (8. tablazat).

8. tablazat. Az eltéréen expresszolodd miRNS-ek génontoldgiai (GO) annotacioja.

Roviditések: BP: biologiai utvonal, MF: molekularis funkcio, CC: sejtkomponens.

GO kategéria | Folyamat MiRNS-ek szama | p-érték

BP tobbsejtll szervezet fejlodése 16 3.86E-03
BP rendszer fejlodés 14 4,63E-03
BP anatomiai strukturdk fejlédése 14 9,32E-03
BP fejlodési folyamatok 16 9,65E-03
BP biologiai folyamatok negativ szabalyozasa 11 1,56E-02
BP sejtes folyamatok negativ szabalyozasa 10 2,47E-02
BP sejtfejlodés 6 2,53E-02
BP szervfejlodés 10 3,22E-02
BP anatomiai strukturdk morfogenezise 8 3,36E-02
BP sejt differenciaciod 9 5,80E-02
BP sejtes fejlodési folyamat 9 7,08E-02
BP ¢hezésre adott sejtes valasz 2 8,06E-02
BP valasz kiils6 ingerre 6 8,83E-02
BP sebgyogyulas 3 8,91E-02
BP valasz tApanyagszintekre 3 9,39E-02
CcC membran 0sszetevo 26 3,80E-02
CcC kiils6 membran 5 5,03E-02
CcC sejt-sejt kapcsolat 5 5,80E-02
CcC membran 27 6,94E-02

4.1.4. miRNS szabalyozott fehérje-fehérje interakcios halézatok

A két legjelentdsebb korosan megemelkedett miRNS, a hsa-miR-210 és a hsa-mir-
33b*, fehérje-kodold célpontjaibdl interakcids halozatokat hoztunk 1étre. A célpontok

kozvetlen fehérje-fehérje kolcsonhatasait a HPRD adatbazisban végzett keresésbol

kaptuk meg:

53

géneket




DOI:10.14753/SE.2019.2269

A hsa-miR-210 altal szabalyozott fehérje-fehérje interakcioés halézatban 101
kolcsonhatasba 1€p6 fehérje koziil 70 expresszalodik a placentaban (13.A abra). A halozat
87 csomopontbdl all, koztik 1 miRNS, 17 kozvetleniil szabalyozott és 69 kozvetett
modon szabalyozott gén. Két csomopont, a BMPR2 és az EIF2AK?2 kiemelked6 a fehérje

kolesonhatasok szamanak tekintetében.

A hsa-miR-33b* szabalyozasa alatt allo fehérje-fehérje interakcids halozatban a 20
fehérje koziil 17 megtalalhato a placentaban (13.B abra). A haldzat 22 csomopontbdl all,
koztiik 1 miRNS, 4 direkt és 17 indirekt szabalyozott gén. A csomopontok koziil a KLF4

rendelkezik a legtobb fehérje kolcsonhatassal.

CTNNB1 aBGC1

DLST
BTBD10

TOPBP1 PFN1

HNRNPR () C4BPA
TIP3 GUAT

BMPR1B
C1 O

TJP1
| SAP18

KIAA1191

NO|

ALDH4A1
SH3RF3

—io——0

13.A abra. A hsa-miR-210 altal szabalyozott fehérje-fehérje interakcios halozat. miRNS:

haromszog, mRNS: kor, —|: mMiIRNS-mRNS interakcid, —: fehérje-fehérje interakciod
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XRCC6

PLCG1

PAK1

NCK

CELSR2

13.B abra. A hsa-miR-33b* altal szabalyozott fehérje-fehérje interakcidos halozat.
miRNS: haromszog, mRNS: kor, —|: miRNS-mRNS interakcidé, —: fehérje-fehérje

interakcio
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4.2 Az exoszémalis 0ssz-miRNS koncentracié és a hsa-miR-210 expresszios

profilja kiilonb6zo tipusu terhességi magas vérnyomasos korképekben

A kiilonb6z6 csoportok anyai €s magzati tényezdi a 9. tablazatban keriiltek részletezésre.

9. tablazat. A plazmamintdk beteg- és kontrollcsoport jellemzdi. A folytonos valtozok
értékei atlag = SD forméban szerepelnek. A kategorikus valtozo (IUGR) értékét abszolut

szam (%) forméjaban adtuk meg.

N CHT GHT mPE SsPE p
mintaszam 34 16 14 15 19
()
anyai életkor | 30,96 +4,16 | 33,00+4,24 | 33,54+4,47 | 28,92+5,86 | 31,47+6,96 | >0,05
(év)
gesztacios kor | 35,79 +2,35 | 32,63+£6,29 | 35,46+3,48 | 33,09+4,35 | 31,33+4,94 | <0,05
vérvételkor
(hét)
gesztacios kor | 38,87 £ 1,13 | 37,02 +4,25 | 36,91 +3,74 | 36,46+2,93 | 31,30+ 5,03 | <0,05
sziiléskor
(hét)
sziiletési sily | 3524 + 592 3118+ 772 2922 +£ 991 2521 £ 770 1593 + 950 <0,05

(9)
IUGR 0 (0%) 4 (25%) 3(21,43%) | 3(20%) 7 (36,84%)

4.2.1 Ossz-miRNS koncentracié

Az exoszOomalis 6ssz-miRNS koncentracio medidn értéke a koros alcsoportokban és
a kontrollcsoportban a kovetkezoek voltak: N: 0,26 ng/ul (0,10-0,76 ng/ul); GHT: 0,28
ng/ul (0,16-0,91 ng/ul); CHT: 0,30 ng/ul (0,22-0,38 ng/ul); mPE: 0,83 ng/ul (0,42-1,85
ng/ul); sPE: 1,57 ng/ul (0,25-8,21 ng/ul). Az eredményeket az 14. abran box-plot diagram
segitségével szemléltettiik. Jelentds szintkiilonbséget (FC> 2) csak a PE csoportokban
figyeltiink meg, az 6ssz-miRNS koncentracio mPE esetén haromszorosa (FC = 3,19, p
<0,001), mig sPE esetén hatszor nagyobbnak (FC = 6,03, p <0,001) adédott, mint a
normotenziv csoportban. Jelentds kiillonbség mutatkozott tovabba a CHT és az mPE/sPE
(p <0,05/p <0,001), valamint a GHT és az sPE csoport k6zott (p <0,01). A de novo és a
rarakodasos PE nem volt elkiilonithetd az 6ssz-miRNS koncentracio alapjan, és a tarsult

IUGR nem volt szignifikans hatdssal az érintett csoportokra.
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14. abra. Az 6ssz-miRNS koncentraci6 dsszehasonlitasa a kiilonb6z6 csoportokban box-
plot abrazolassal. A csoportok érték szerinti ndvekvé sorrendben: N: normotenziv, CHT:
chronicus hypertonia, GHT: gestatios hypertonia, mPE: enyhe praeeclampsia, sPE: stlyos
praeeclampsia. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.

4.2.2 Exoszémalis hsa-miR-210 expresszio

A relativ exoszomalis hsa-miR-210 expresszio jelentds eltérést mutatott a koros
¢és kontroll csoportok kozott: N: 0,13 (0,10-0,17); CHT: 0,17 (0,13-0,25); GHT: 0,23
(0,17-0,30); mPE: 0,29 (0,20-0,41); sPE: 0,37 (0,26-0,49). Az eredményeket az 15. abran
box-plot diagram segitségével jelenitettilk meg. Szignifikans tilexpressziot az mPE (FC
=2,23,p <0,001) és az sPE csoportokban (FC = 2,85, p <0,001) figyeltiink meg, a masik
két betegcsoportban enyhe emelkedés volt tapasztalhatdé a kontrollcsoporthoz képest
(CHT: FC =1,31, p<0,05; GHT: FC =1,77, p <0,01). Jelentds kiilonbség adodott a CHT
illetve GHT és a sPE csoport kozott (p <0,05). A de novo és a rarakodasos PE nem volt
megkiilonboztethetd a relativ hsa-miR-210 expresszio alapjan (0,34 (0,14-0,73) vs. 0,26
(0,16-0,64), p> 0,05), és IUGR esetén nem volt tapasztalhato szignifikans eltérés.
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15. abra. A relativ hsa-miR-210 expresszi6 6sszehasonlitasa a kiilonb6z6 csoportokban
box-plot dbrazolassal. A csoportok érték szerinti ndvekvd sorrendben: N: normotenziv,

CHT: chronicus hypertonia, GHT: gestatios hypertonia, mPE: enyhe praeeclampsia, sPE:
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sulyos praeeclampsia. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.

pozitiv korrelaciot talaltunk a betegcsoportokban (R= 0,41, p<0,05), mig a kontroll

csoportban nem volt kapcsolat a vizsgalt tényezok kozott. Az Osszefliggést az adatok

o Meadian
[0 25%-75%
T Min-Max

{ o QOutliers

Az exoszomalis 0ssz-miRNS koncentracio és a hsa-miR-210 expresszid kozott

logaritmikus transzformacioja utan szérasdiagramon abrazoltuk (16. abra).
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16. abra. Pozitiv korrelacié az exoszomalis 0ssz-miRNS koncentracio és a hsa-miR-210

expresszio kozott a vizsgalt betegcsoportokban (R= 0,4073, p= 0,002)
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4.3 Exoszomalis és Ago-kotott hsa-miR-210 szekrécié praeeclampsiaban

A vizsgalt placenta- és plazmamintak csoportonkénti anyai €s magzati tényez6i a 10. és

11. tablazatban kertultek részletezésre.

10. tablazat. A placentamintdk beteg- ¢és kontrollcsoport jellemzdi. Az értékek atlag + SD

formaban szerepelnek.

N PE p
mintaszam (n) 7 13
anyai életkor (év) 30,29 £ 6,16 33,67+5,43 >0,05
gesztacios Kkor sziiléskor (hét) | 38,14 + 0,69 30,39 £ 4,59 <0,05
sziiletési sily (g) 3446,67 + 525,23 | 1529,00 + 990,75 | <0,05

11. tablazat. A plazmamintik beteg- és kontrollcsoport jellemzoi. Az értékek atlag + SD

formaban szerepelnek.

N PE p
Mmintaszam (n) 8 8
anyai életkor (év) 31,25+ 5,80 33,43 £ 6,48 >0,05
gesztacios kor vérvételkor (hét) | 36,13 + 3,00 31,00 £ 5,07 <0,05
gesztacios kor sziiléskor (hét) 37,38+ 1,85 31,13+ 5,17 <0,05
sziiletési suly (g) 3313,75 + 569,69 | 1798,29 + 1254,50 | <0,05

43.1 hsa-miR-210 expressziés profil placentaban és Kiilonb6z6é plazma

frakciokban

A placentamintakban mért hsa-miR-210 szint szignifikansan magasabb volt PE-ban a
kontrollcsoporthoz képest: 1,06 (0,84-1,62) vs. 3,26 (1,94-4,72), p<0,05 (17.A abra). Az
exoszomalis hsa-miR-210 expresszidé enyhe emelkedést mutatott: 1,03 (0,62-1,60) vs.
1,14 (0,68-2,36), p>0,05 (17.B 4abra), mig az Ago-kotott hsa-miR-210 esetében
szignifikans talexpressziot mértiink a betegcsoportban: 1,16 (0,54-1,93) vs. 3,80 (1,61-
6,50), p<0,05 (17.C abra).
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Placentaris hsa-miR-210 expresszio
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17.A abra. Placentaris hsa-miR-210 expresszio N és PE csoportokban. N: normotenziv,
PE: praeeclampsia, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.

Exoszoémalis hsa-miR-210 expresszid
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17.B abra. Exoszomalis hsa-miR-210 expresszio N és PE csoportokban. N: normotenziv,
PE: praeeclampsia, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.
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Ago-kotott hsa-miR-210 expresszio
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17.C abra. Ago-kotott hsa-miR-210 expresszio N és PE csoportokban. N: normotenziv,
PE: praeeclampsia, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.

A placentaris hsa-miR-517c  fokozott expressziot mutatott PE-ban a
kontrollcsoporthoz képest: 0,82 (0,56-1,62) vs. 2,33 (1,28-4,50), p<0,05 (18.A abra), mig
az extracellularis miRNS expresszidban nem adoddott jelentds eltérés (exoszoémalis: 1,46
(0,40-2,55) vs. 1,29 (0,63-4,75), Ago-kotott: 1,23 (0,35-2,50) vs. 1,45 (0,74-5,65), p>0,05
(18.B,C abra)).

62



DOI:10.14753/SE.2019.2269

Placentaris hsa-miR-517¢ expresszid
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18.A abra. Placentaris hsa-miR-517¢ expresszio N és PE csoportokban. N: normotenziv,
PE: praeeclampsia, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.
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18.B abra. Exoszomalis hsa-miR-517c expresszio N ¢és PE csoportokban. N:

normotenziv, PE: praeeclampsia, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.
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Ago-kotott hsa-miR-517¢ expresszio
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18.C abra. Ago-kotott hsa-miR-517¢ expresszid N és PE csoportokban. N: normotenziv,
PE: praeeclampsia, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.

A hsa-mir-16 esetén sem a szoveti- (0,95 (0,58-1,86) vs. 1,31 (0,76-2,00), p>0,05,
19.A ébra), sem az extracellularis expresszioban nem taldltunk szignifikans eltérést
(exoszomalis: 0,91 (0,55-1,79) vs. 1,26 (0,70-2,62), Ago-kotott: 0,97 (0,52-2,13) vs. 2,08
(0,99-3,52), p>0,05, 19.B,C abra)).
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Placentaris hsa-miR-16 expresszio
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19.A abra. Placentaris hsa-miR-16 expresszio N és PE csoportokban. N: normotenziv,
PE: praeeclampsia, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.
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19.B abra. Exoszomalis hsa-miR-16 expresszio N és PE csoportokban. N: normotenziv,

PE: praeeclampsia, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.
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19.C abra. Ago-kotott hsa-miR-16 expresszido N és PE csoportokban. N: normotenziv,
PE: praeeclampsia, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.

4.3.2 A hsa-miR-210 hypoxia-indukalt intracellularis expresszioja és szekrécioja

trophoblast sejtkultirakban

A VT sejtek (Jar) DFO-kezelése szelektiven indukalta a hsa-miR-210
expressziojat (1,02+0,11 vs. 2,27+0,16, p<0,05). A sejtmédiumban megndvekedett
exoszomalis hsa-miR-210 szintet (1,04+0,15 vs. 2,53+0,35, p<0,05) és az Ago-kotott
forma fokozott felszabadulasat figyeltiik meg (1,06+£0,21 vs. 2,40+0,29, p<0,05).

A hsa-miR-16 és hsa-miR-517¢ esetén nem mutatkozott szignifikans eltérés sem
az intra-, sem az extracellularis expresszid tekintetében (hsa-miR-16 intracellularis:
1,10+0,26 vs. 1,04+0,26, exoszomalis: 1,69+0,92 vs. 2,87+1,72, Ago-kotott: RQ:
1,02+0,11 vs. 0,99+0,16; hsa-miR-517c intracellularis:1,01+0,08 vs. 1,04+0,06,
exoszomalis: 1,15+0,32 vs. 1,52+0,71, Ago-kotott: 1,31+0,54 vs. 1,57+0,51).

Az eredményeket oszlopdiagram segitségével a 20-21. abrakon szemléltettiik. A

relativ expresszio a kontroll kezelés atlagahoz viszonyitott linearizalt értéknek felet meg.
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20. abra. Intracellularis miRNS expresszi6 JAR sejtekben. DMSO: kontroll kezelés,
DFO: hypoxias allapot, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.
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21. abra. Exoszomalis (A) és Ago-kotott (B) miRNS expresszio JAR sejtekben. DMSO:
kontroll kezelés, DFO: hypoxias allapot, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.

Az EVT sejtekben (Htr-8) a DFO-kezelés hatasara jelentésen megemelkedett a
hsa-miR-210 expresszidja (1,07+0,19 vs. 3,80+0,35, p<0,05). A sejtekben megfigyelt

eltérés sokkal hangsulyosabban jelentkezett a szekretalt exoszomalis frakcidban
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(1,03£0,14 vs. 6,80+2,46, p=0,057), mig az Ago-kotott frakcioban enyhén emelkedett a
hsa-miR-210 szint: (1,10+0,26 vs. 1,95+0,16).

A hsa-miR-16 esetén nem mutatkozott szignifikans eltérés sem az intra-, sem az
extracellularis expresszid tekintetében (intracellularis: 1,08+0,22 vs. 1,23+0,30,
exoszomalis: 1,08+0,19 vs. 0,67+0,10, Ago-kotott: RQ: 1,42+0,54 vs. 0,78+0,25). A hsa-
miR-517¢c nem expresszalodik ebben a sejtvonalban, igy egyik vizsgalt kozegben sem

tudtuk detektalni.

Az eredményeket oszlopdiagram segitségével a 22-23. abrakon szemléltettiik A

relativ expresszid a kontroll kezelés atlagahoz viszonyitott linearizalt értéknek felel meg.

Intracellularis miRNS expresszid
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22. abra. Intracellularis, exoszomalis és Ago-kotott miRNS expresszio Htr-8 sejtekben.
DMSO: kontroll kezelés, DFO: hypoxias allapot, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.
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23. abra. Exoszomalis (A) és Ago-kotott (B) miRNS expresszio Htr-8 sejtekben. DMSO:
kontroll kezelés, DFO: hypoxias allapot, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.
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5. Megbeszélés

A praceclampsia terhességre specifikus, tobb szervrendszert érintd korkép,
kialakulasanak oka a mai napig vitatott. A placentaban expresszalodo miRNS-ek
feltehetden részt vesznek a placentacido szabalyozasdban, és sziikségesek a terhesség
zavartalan lefolyasahoz. Rendellenes expresszidjuk hozzéjarulhat kiilonb6z6 terhességi

korképek, koztiik a praececlampsia kialakuldsédhoz.

A  miRNS-¢k patogenitasanak felmérésére expresszidos adatbazisbol nyert
adathalmazokon bioinformatikai elemzést hajtottunk végre. Az in silico analizis soran
olyan kulcsfontossaigt miRNS-mRNS interakciok feltérképezését thztik ki célul,
amelyek lehetové teszik a betegség hatterében allé folyamatok és ezéltal a betegséget

kialakité molekuléris interakciok pontosabb megismerését.

Halozatanalizisre szamos példa akad onkoldgiai kutatasokban, fontos eredményekre
deriilt fény tobbek kozott a petefészek- €s a mellrak patogenezisével kapcsolatban.
Praeeclampsiat illetéen csekély azoknak a tanulmanyoknak a szama, amelyben a miRNS-
ek vizsgalatara rendszerbiologiai megkozelitést alkalmaztak (Betoni és mtsai 2013; Luo
¢és mtsai 2017; Wen és mtsai 2017). Legjobb tudomasunk szerint mi végeztiik el az elsé
olyan vizsgalatot, ahol a MIRNS- ¢és génexpresszidos adatok egyiittesen keriiltek
elemzésre, ¢és a target predikcio6 az antikorreldld miRNS-mRNS pérok
figyelembevételével tortént. Nyilvanos adatbazisokban szabadon elérhetd microarray
adathalmazokat dolgoztunk fel, és az expresszios profilok integralasaval interakcios
halézatot hoztunk létre. Szdmos olyan miRNS-mRNS szabalyozé mechanizmust
azonositottunk, melyeknek szerepe lehet a praeeclampsia patogenezisében (Bir6 és mtsai
2017a).

A halozat olyan, a placentaban kifejez6d6 mIRNS-mRNS parokbol allt, melyek
eltérden fejezddnek ki praceclampsia illetve €lettani terhesség esetén. A koros mintdkban
fokozottan expresszaldddo miRNS-ek csoportjaban, a hsa-miR-210 kivételesnek bizonyult
a szabalyozott gének szamat illetéen. A hsa-mir-210 altal szabalyozott fehérje-fehérje
kapcsolatok vizualizacidja alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a BMPR2 gatlasa sok
mas fehérje kifejezodésére hatassal lehet. Nagashima és mtsai kimutattak, hogy a kodolt
fehérje fontos funkciot lat el a posztimplantacio folyamataban, és sziikséges a fiziologias

terhesség fenntartasahoz. Bmpr2 knockout egérmodelljikben a human placenta
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diszfunkciora jellemz? tiinetek jelentek meg Eredményeik arra utalnak, hogy a BMPR2
részt vesz a trophoblast invazido szabdlyozdsdban, és csokkent kifejezddése
Osszefliggésben lehet a praceclampsia kialakulasaval. (Nagashima és mtsai 2013). A
DLGS5 az epitélium-mesenchimalis atmenet jol ismert szabalyozodja, melynek 1épései a
cytotrophoblast fiziohoz hasonléan mennek végbe. Saben és mtsai kimutattak, hogy a
gén fokozottan expresszalodik placentaban, azon beliil is syncytium rétegre lokalizalodik.
Feltehetéen részt vesz a placentacid folyamataban, ezaltal patogenetikai tényezoként
jelolheté meg (Saben és mtsai 2014). A KCNQ csalad fesziiltségfiiggd kaliumcsatornakat
kodol, melyek fontos szerepet jatszanak a foetoplacentaris keringés kontrollalasaban
(Wareing és Greenwood 2011). Mistry és mtsai azt talaltak, hogy a KCNQ4 izoforma
csokkent mértékben expresszalodik praeeclamptikus placentaszovetben (Mistry és mtsai

2011).

A hsa-miR-33b* altal szabalyozott fehérje interakcios halozat kevesebb elemet
tartalmazott az el6h6z képest, de ezek kozott is szerepeltek olyanok, amelyeket a
szabalyozza, a fehérje elcsendesedése az STB réteg rendellenes kialakulasat eredményezi
(Racca és mtsai 2015). Az EMP2 egy az implantaciohoz sziikséges endometrialis fehérje
(Wadehra és mtsai 2006). Williams és mtsai bebizonyitottak, hogy ezen feliil részt vesz
trophoblast funkcio szabalyozasaban, és placenta elégtelenség esetén mind a VT, mind

az EVT rétegben alulexpresszalt (Williams és mtsai 2017).

A gének kozil a QSOX1-et szabalyozta a legtobb mMIRNS a halozatban,
amelyekbdl a hsa-miR-296-5p és a hsa-mir-18a* rendellenes expresszidjat kimutattak
preeclampsiaban.  Tejera és mtsai  génprioritizacios  vizsgalatot  végeztek
praeeclampsidban, és azt talaltdk, hogy a QSOXI1 nagy intramodularis konnektivitassal
rendelkezik, ami jelzi lehetséges szerepét a betegségben (Tejera és mtsai 2013). A
BAIAP2-t szintén sok miRNS interakcidval rendelkezik, amelyek koziil a hsa-mir-27a*,
hsa-mir-17*, hsa-mir-193b*, hsa-mir-296-5p és a hsa -mir-637 Gsszefligg a betegséggel.
Magardl a fehérjérdl praececlampsiaval kapcsolatban nem allt rendelkezésre szakirodalmi
adat. A hsa-miR-541 szignifikansan alulexpresszalodott a koros mintakban, ezzel
egybehangzoan az altala szabalyozott FSTL3 és a TIMP3 fokozott kifejezddését mutattak
ki praeeclamptikus placentamintakban (Guo és mtsai 2012; Yuen és mtsai 2010).
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Az elemzés korlatjat képezte, hogy az adatgyiijtéskor nem allt rendelkezésre olyan
tanulmany, amelyben a miRNS és az mRNS expresszios mintdzatok ugyanabbdl a
biologiai mintakbol szarmaztak volna. Tovabbi hatranyt jelentett, hogy a MAGIA
bioinformatikai analizis azon az elgondolason alapul, hogy a miRNS-ek altali
szabalyozas minden esetben MRNS szinten is megnyilvanul. Bizonyos miRNS-ek az

MRNS-szint megvaltozatasa nélkiil, a fehérje transzlacio gatlasa révén fejtik ki hatasukat.

Az altalunk elvégzett in silico vizsgalat alapjan a hsa-miR-210 kozponti
szabalyozd szerepet jatszik praeeclampsiaban. Eddig tobb mint szadz gént validaltak
kisérletesen a hsa-miR-210 célpontjaként, és ennél még tobb prediktalt interakcidban vesz
részt. A szabdalyozott fehérjék fontos szerepet jatszanak kiilonbozo sejtfolyamatokban,

példaul apoptdzisban, proliferacidban és metabolizmusban.

A KCMF1 protoonkogén fehérje, kiilonb6z6 epithel-eredetli daganatokban serkenti a
proliferaciot, migraciot és invaziot (Beilke és mtsai 2010). Luo és mtsai HTR8/SVneo
trophoblast sejtvonalon végzett vizsgalatukban kimutattak, hogy a hsa-miR-210 képes a
KCMF1 lecsendesitésére, ami csokkent trophoblast invaziohoz vezet (Luo és mtsai
2014). Placentaban a hsa-miR-210 upregulaciéja mitokondrialis diszfunkciohoz és
oxidativ stresszhez vezethet egy az energia termelésben fontos szerepet jatszd fehérje
gatlasa révén (Muralimanoharan és mtsai 2012). Lee és mtsai igazoltak, hogy az ISCU
fehére a hsa-miR-210 szabalyozasa alatt all SWAN-71 trophoblast és BeWo
choriocarcinoma sejtvonalakban, tovdbba a miRNS-mRNS par placentdban mért
expresszioja forditottan aranyos praeeclampsias csoportban (Lee és mtsai 2011). A hsa-
miR-210 és hsa-miR-518c (C19MC tagja) célpontja a HSD17B1 gén altal kddolt enzim,
mely tilnyomorészt a placentdban fejezddik ki és szteroidhormonok bioszintézisében
vesz részt. A fehérje szintjének csokkenése mar a praeeclampsia klinikai tiineteinek
megjelenése eldtt kimutathatd, ezért potencidlis prognosztikai markerként szolgéalhat
(Ishibashi és mtsai 2012). Az EFNA3 és a HOXA9 gének is a hsa-miR-210 célpontjait
képezik, melyek szintén fontos szerepet toltenek be a vascularizacié és a sejtek migracidja
szempontjabol, kiilondsen a sziv- és érrendszerben (Zhang és mtsai 2012). Kopriva és
mtsai a terhességi korkép immunologiai vonatkozasaira irdnyuld kutatasokat végeztek.
Igazoltak, hogy a TLR3 receptor aktivacidja praececlampsiara jellemzd tiinetek (endothel

rrrrr

4 tipusti human cytotrophoblast sejtvonalon azt is bizonyitottdk, hogy a TLR3 aktivacio
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hsa-miR-210 expressziot indukal, ami a STAT6/IL-4 utvonal gatlasa révén gyulladasos
allapot kialakulasahoz vezet (Kopriva és mtsai 2013). Anton és mtsai primer EVT
sejtkultiraban vizsgaltak a hsa-miR-210 talexpresszidé hatasat. Eredményeik szerint
onmagaban a miRNS hatasat modellezd ,,mimic” transzfekcioja is elegendd volt a
trophoblast invazid gatlasdhoz, mely szintén a patogén szerepet tamasztja ala.
Feltételezéseik szerint a hsa-miR-210 hatasat az ERK/MAPK jelatviteli utvonal medialja.
A miRNS biomarker szerepének meghatarozasara masodik trimeszteri szérummintakban
prospektiv kohort vizsgalatot végeztek, és azt talaltak, hogy a hsa-miR-210 szintje mar

honapokkal a betegség megjelenése elétt megemelkedik (Anton és mtsai 2013).

Az elégtelen vérkeringéssel rendelkez6, hipoperfundalt placentabol a vérkeringésbe
keriild faktorok okozzék az anyaban kialakuld klinikai szindroémat: a trophoblastrétegbdl
kiilonb6z6é karos anyagok, antiangiogén faktorok, proinflammatorikus medidtorok és
extracellularis vesicuvesiculak szekretalddnak az anyai vérkeringésbe. Az elmult
évtizedben tobb olyan kutatast végeztek, amelyben in vitro kisérletekkel tanulmanyoztak
a placenta-eredetii vesiculak hatasat kiilonb6z6 célsejteken. Bizonyitast nyert, hogy
képesek modulalni a szomszédos sejtek aktivitdsat, mely szerepet jatszhat az élettani
terhesség kialakuldsdban és fenntartasaban. A legtobb kutatast e teriileten az ausztral
Carlos Salomon munkacsoportja végezte. Megmutattak, hogy az EVT-rétegbdl
felszabaduld exoszomak a vaszkuléris simaizomsejtek vandorlasdnak serkentése révén
hozzajarulhatnak a SpA remodellinghez. Feltételezésiik szerint a placenta élettani
fejlédése soran, az EVT-eredetli exoszomak olyan specifikus szabalyozé molekulakat
kozvetitenek  (példaul miRNS-eket), melyek altal eldsegitik az érfalak
simaizomrétegének feloldodasat (Salomon ¢és mtsai 2014b). Tovabbi kutatasuk
eredményeként azt talaltak, hogy oxigén tenzi6 valtozas hatasara a cytotrophoblast sejtek
modositjak a szekretalt exoszomak bioaktivitasat és fehérjetartalmat. Az ily modon
»aktivalt’exoszomak az EVT sejtekkel kapcsolatba 1épve képesek annak fenotipusos
megvaltoztatasara. Az EVT migracié exoszomalis indukcidja, mint egy a lepényi
hypoxiara adott adaptiv valaszreakcioként tekinthetd. (Salomon és mtsai 2013a). Egy
masik vizsgalatban placenta-eredetii exoszomak bioaktivitasat tanulmanyoztak human
koldokveéna endothel sejttenyészeten (HUVEC). Azt éllapitottdk meg, hogy az ilyen
tipus vesiculakkal valé inkubacid fokozza az endothel sejtek migracidjat. Erdekes

modon az exoszomak bioaktivitdsa az elsd trimeszterben volt a legnagyobb, és a terhesség
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elérehaladtaval csokkent. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a terhesség korai szakaszan a

trophoblast-eredetii exoszomak elésegitik az anyai érrendszer adaptacidjat (Salomon és

mtsai 2014a).

Azonban, kéros folyamatok révén megvaltozhat a vesiculak szama és Osszetétele, ami
kiilonbozo terhességi korképek kialakulasahoz vezethet. Praececlampsiaban az elhuzodo
lepényi hypoxia és a felgyiilemlett proinflammatorikus citokinek (példaul a TNF-a)
ami nem megfelel6 SpA remodellinghez vezethet. Truong és mtsai megmutattak, hogy
az EVT-eredetli exoszomak szekrécidja jelentésen fokozodik 1%-0s Oz kornyezetben a
8%-0s Oo-szinthez képest. A normoxidban tenyésztett EVT sejtmédiumbol izolalt
exoszomak olyan miRNS-eket tartalmaztak, amelyek a sejtek migraciojat szabalyoztak,
mig a hypoxids dallapotban kibocsatott exoszoémak gyulladdsos valasszal ¢és
citokintermeléssel kapcsolatos miRNS-eket foglaltak magukba. Eredményeik alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az oxigén tenzi6 modositja az EVT-eredetii
exoszomak hatasat az endothelsejteken: a hypoxias allapot gatolja az EVT sejtek
funkci6 a placenta perfuzid6 zavardhoz, ¢és ezaltal terhességi szovodmények

kialakulasahoz vezethet (Truong és mtsai 2017).

Egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre a STB-eredeti extracellularis vesiculak
2018). A velesziiletett immunrendszer aktivalasaban betdltott szerepiiket jelzi, hogy a
monocitak képesek megkotni és internalizalni az STB extracellularis vesiculakat. Az STB
extracellularis vesiculak altali indukcid eredményeként a monocitak kiilonbozo
citokineket (pl. TNF-a és IL-1B) kezdenek termelni. Az in vitro vizsgalatokbol szarmazo
adatok alapjan feltételezhetd, hogy a STB extracellularis vesiculak hozzajarulhatnak a
praeeclampsias terhességekben megfigyelt szisztémas gyulladdsos allapot létrejottéhez

(Gohner és mtsai 2017).

A trophoblast-eredetii extracellularis vesiculak szerepének megértése €lettani és koros
terhességben hozzajarulhat az 0j terdpias szerek fejlesztéséhez, melyek eldsegithetik a
karos elemek semlegesitését, illetve a jotékony hatast faktorok felszabaditasat. Nadkarni

¢és mtsai kimutattak, hogy a rekombinans human plazma gelsolin korlatozza a spontan
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vesicula- és a benniik 1év6 toxikus anyagok felszabadulasat, beleértve az antiangiogén és
proinflammatorikus tényezoket (Nadkarni és mtsai 2016). Xiao és mtsai vizsgalatukban
praeeclampsias terhesek szérum mintaival inkubaltak els6 trimeszteri placenta ,,explant”
kultarat, mely ennek hatasara toxikus extracellularis vesiculakat bocsatott ki. Endothel
sejteket az igy kapott extracellularis vesiculakal kezelve endothel-aktivaciot valtott ki,
amely hatas a praeeclampsia kezelésére hasznalt anthypertensiv szerekkel (nifedipin vagy
labetalol) visszafordithaté volt (Xiao és mtsai 2017). A jovOben teret nyerhetnek a
miRNS terapias lehetdségek is: az ugynevezett miRNS ,,;mimic”’-ek ndvelik az eldnyods
tulajdonsagi miRNS-ek szintjét, mig az ,,antagomiR”-ek csokkentik a karos miRNS-ek
expresszidjat. Ahhoz, hogy ezek az eszkozok kiillonbozo terhességi korképekben is
alkalmazhatdak legyenek, a klinikai vizsgélatoknak kiemelt hangsulyt kell fektetnilik a
lehetséges ugynevezett ,,off target” hatasok minimalizalasara, az idézités és az adagolas
pontos bedllitdsdra. A komoly mellékhatasokat elkeriilend6 rendkiviil fontos a
szervezetbe jutdo miRNS-ek célba juttatasanak optimalizalasa és az egyéb szovetekben

esetlegesen kivaltott karosodasok kikiiszobolése.

A placentdban expresszalodé miRNS-ek jelentds része, a trophopblast rétegbdl aktiv
vagy passziv szekrécio révén kijut az anyai vérkirengésbe. Praceclampsidban a placenta
diszfunkcio a trophoblast-eredetii vesiculak rendellenes felszabadulasat okozza, ami altal
megvaltozik az exoszdmalis faktorok, koztliik a miRNS-ek szintje is az anyai keringésben.
Vizsgalatunkban meghataroztuk az exoszomalis 0ssz-miRNS koncentraciot és
elvégeztik a hsa-miR-210 expresszids analizisét gestatios hypertonia és chronicus
hypertonia, illetve kiilonb6z6é sulyossagu praeeclampsia csoportokban (Bird és mitsai
2017D).

Az 06ssz-miRNS  koncentrdci6 medidn értékei kiilonboztek a  koros
alcsoportokban, és szignifikansan magasabbak voltak az praceclampsias csoportokban a
kontrollcsoporthoz képest. PE és mPE esetében a N-hez képest. A relativ exoszomalis
hsa-miR-210 expresszid szignifikans kiilonbséget mutatott a gestatios hypertonia, az
enyhe és sulyos praeeclampsia csoportban a normotenziv mintakhoz viszonyitva,
azonban jelentds emelkedés csak a praeeclampsia esetén volt megfigyelhetd. Az Gssz-
miRNS koncentraciéo pozitiv korrelaciot mutatott a hsa-miR-210 expresszioval a
hypertonias csoportokban, de a normotenziv csoportban nem figyeltink meg

Osszefliggést. EbbOl arra kovetkeztethetiink, hogy a koros csoportokban a hsa-miR-210
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nagyobb ardnyban jarult hozza a keringésben fellelhetd 6ssz-miRNS allomanyhoz. mint
¢lettani terhesség esetén. A terhesség alatti trophoblast-eredetii hsa-miR-210 szekrécio
mellett, mas szovetekbdl torténd felszabadulas is eléfordulhat. Kimutattak példaul, hogy
a miRNS a sziv- és érrendszer tobb pontjan is expresszaldodik (Chan és mtsai 2012), ezért

szintén lehetséges forrasa az anyai keringésben fellelheté szabad hsa-miR-210-nek.

A placentahoz hasonldéan a rakos sejtek is aktivan bocsatanak ki specifikus
szabalyozd ¢és jelz0 molekuldkat hordozd exoszomakat, amelyek segitségével
kommunikalni tudnak a tumor mikrokornyezetében 1évé kiilonboz6é sejtekkel. Jung és
mtsai egy specifikus riporterrendszer alkalmazasaval szemléltették a hsa-miR-210
hypoxias emléraksejtekrdl szomszédos sejtekre vald exoszomalis transzportjat (Jung és
mtsai 2017). Megallapitottak, hogy a tumorsejtekbdl szekretalt exoszémalis hsa-miR-210
bejut a kornyez6 sejtekbe, ahol az angiogenezis el6segitése érdekében szabalyozza a
kapcsolodo gének expresszidjat. Ezek az eredmények jol mutatjak, hogy a rakos sejtek
révén atjuthatnak a proximalis sejtekbe, és képesek befolyasolni a tumor progressziojat.
Hale és mtsai a fehérjéhez kotott hsa-miR-210 funkcidjat vizsgaltak kiilonbozo
sejttipusokban. Eredményeik szerint az Ago-specifikus hsa-miR-210 heterogén
sejtpopulaciokban képes a hypoxids vélasz szinkronizdciojara, ami altal eldsegiti a
hsa-miR-210 a célsejtekbe torténd internalizacio utan képes az ISCU gén csendesitésére,

ezaltal gatolva a mitokondrialis anyagcserét (Hale és mtsai 2014).

A hsa-miR-210 praeeclampsia esetén mind a placentaban, mind az anyai vérben
fokozottan expresszalodik, mindazonaltal kérdés targyat képezi, hogy ez a jelenség
hozzajarul-e a betegség kialakuldsdhoz, vagy inkabb annak kovetkezménye. Ezenfeliil a
miRNS szekrécidcigjanak maodja és a kiillonbozd formak betegségben betdltott szerepe
sem tisztazott. Kutatasunk soran célkittizésiink volt a hsa-miR-210 expresszids analizise
placentamintakban és anyai vérbol izolalt exoszomalis és non-vesicularis frakciokban,
szignifikans eltérések keresése praceclampsiaval szovodott és élettani terhességek kozott.
A miRNS szekréciojat kiilonb6z6 tipusu trophoblast sejtvonalak segitségével
modelleztiik. Az in vitro vizsgalat soran VT és EVT sejtvonalakban hypoxias allapotot
idéztiink eld, majd a kiilonboz6 extracellularis frakcioban meghataroztuk a hsa-miR-210

expresszids mintazatat (Bird és mtsai 2019).
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A placentamintakban mért hsa-miR-210 szint szignifikdinsan magasabb volt
praceclampsiaban a kontrollcsoporthoz képest. Az exoszomalis hsa-miR-210 expresszid
enyhe emelkedést mutatott, mig az Ago-kotott hsa-miR-210 esetében szignifikans
tulexpresszidt mértiink a betegcsoportban. Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy
praceclampsiaban, a MIRNS-ek aktiv exoszomalis szekrécidja mellett az Ago-kotott miRNS-ek

nagymértékil passziv felszabadulasa is megjelenik.

A DFO kezelés eltér6 hatast gyakorolt a VT és az EVT sejtvonalakon. A villosus
Jar sejtekben fellép6 hypoxias allapot szelektiven indukalta az intracellularis hsa-miR-
210 expressziojat. A sejtmédiumban megndvekedett exoszomalis-hsa-miR-210 szintet és
az Ago-kotott forma fokozott felszabadulasat figyeltik meg. Az expresszios profil
meglehetésen hasonld volt a placenta- és a plazmamintakban megfigyelt kifejezodési
mintazathoz. A jelenségre az adhat magyarazatot, hogy a placentaban ez a sejttipus
érintkezik kozvetleniil az anyai keringéssel. Az extravillosus Htr-8 sejtekben szintén
jelentdsen megemelkedett a sejten beliili hsa-miR-210 expresszio. A megfigyelt eltérés
sokkal hangsulyosabban jelentkezett a kibocsatott exoszomalis frakcidban, mig az Ago-
kotott frakcioban a hsa-miR-210 szint enyhén emelkedett. Tehat ebben az esetben a
hypoxia-indukcié szelektiv exoszomalis hsa-miR-210 szekréciot eredményezett. Mivel
ez a sejttipus kozponti funkciot 1at el a trophoblast invazidoban, a megfigyelt jelenség

szerepet jatszhat a placenta diszfunkci6 kialakulasaban.

Az eredmények alapjan arra kovetkeztetiink, hogy praeeclampsiaban az elht1zodo
hypoxia hatasara az exoszomalis hsa-miR-210 aktiv sorting révén szekretalodik a
placenta kiilonb6z6é részeibdl. A terhesség elején szerepet jatszhat az intercellularis
kommunikécidoban és a placenta koros fejlodésében, mig a késdbbiekben az anyai
keringésbe jutd hsa-miR-210 Osszefiiggésben lehet a Klinikai fazisra jellemz6
elvaltozasokkal. Az Ago-kotott hsa-miR-210 felszabadulasa feltehetéen a
trophoblastsejtek fokozott apoptdzisa altal megvalosuld passziv folyamat, amely a

sejthalal melléktermékeként a betegség egy lehetséges kovetkezménye.

A keringd mikroRNSek vizsgalata nagy lehetOségeket rejt magéban, mivel
potencidlis diagnosztikai, prognosztikai markerekként szolgalhatnak kiilonb6zd
megbetegedések kimutatasara. Egyre tobb tanulmanyt kézdlnek a keringd miRNS-ek
diagnosztikus jelentdségérdl terhességi korképekben. Az eredmények kozott azonban

szamos eltérés figyelhetd meg, ugyanazon betegségek esetén kiilonb6z6 kutatdecsoportok

7



DOI:10.14753/SE.2019.2269

eltér6 miRNS mintazatokat irnak le, amiben a mintavalasztas, a metodika és normalizalas
kiilonbségei is szerepet jatszhatnak. Altalinos probléma a mérési eredmények
normalizalasa, ami fokozottan érvényes a keringésben fellelhet6 miRNS-ekre. Jelenleg
nem ismeriink olyan univerzalis miRNS-t, amelynek az expresszidja populacidszinten
alland6 lenne. Nehézséget jelentenek tovabba a miRNS-ek fizikai tulajdonsagai, Kis
méretiik és a szekvencidk kozotti nagyfoka homoldgia. Ezek mind hatranyosan
befolyasolhatjak a kisérletek kimenetelét. Az altalunk is hasznalt, ijonnan bevezetett
,locked nucleic acid” (LNA)-mddositott probak nagyobb affinitassal kotddnek az egyes
miRNS-ekhez, ezaltal specifikusabb eredményt adnak.

A disszertacioban leirt két exoszomalis miRNS-szint meghatirozas az elsé
esetben szignifikans kiilonbséget adott a koros és kontroll terhességi csoportok kozott,
mig az utobbi vizsgalatban ez az eltérés nem volt jelent6s. Az ellentmondasnak tobb is
oka is lehet, ezek kozil kiemelendd az eltéré mintaszam és izolalasi metodika. Az els6
vizsgalatban a kiilonb6z6 terhességi korképek elkiilonitésére tobb beteget vontunk be,
mig a masodik, funkcionalis vizsgalatban Kis esetszamu csoportokat alkottunk. A két
mérés soran kiilonboz6 mddszereket alkalmaztunk az exoszémak elvalasztasara, mind a
kettonek megvannak az elonyei és a hatranyai. Ez felhivja a figyelmet a teriileten
altalanos problémaként jelentkezO standardizalds hianyara. A megfeleld6 metodika
valasztasa kiemelkedd fontossadggal bir a késdbbi vizsgalatok és felhasznalas tiikrében.
Sajat tapasztalatunk alapjan a precipitacios technika alkalmasabb biomarker kutatasra,
mivel gyorsan és egyszerlien kivitelezhet6, mig a membran-affinitas oszlop modszer

lehetvé teszi a vesicularis és non-vesicularis miRNS-ek funkcionalis vizsgalatat.

78



DOI:10.14753/SE.2019.2269

6. Kovetkeztetések

I. A miRNS-ek patogenitasanak felmérésére expresszids adatbazisbol nyert
adathalmazokon bioinformatikai elemzést hajtottunk végre. Nyilvanosan elérhetd,
halézatot épitettiink és meghatdroztuk a betegmintakban eltérd mintazatokat. Az
azonositott miRNS-mRNS kolcsonhatasokbol a hsa-mir-210 volt a haldzat legnagyobb
fokszamG csomopont, mely mMIiRNS-t korabban mar Gsszefliggésbe hoztak

praceclampsiaval.

Il. Laboratoriumi vizsgalatunkban Osszevetetettik az exoszomalis miRNS-ek
Osszmennyiségét és a hsa-miR-210 expresszids szintjét kiilonbozo tipust terhességi
magas vérnyomasos ¢és kontroll csoportok keringésében. Azt talaltuk, hogy mind az §ssz-
miRNS koncentracio, mind a hsa-miR-210-szint emelkedett praeeclampsia esetén, mely
a korkép stulyossagaval tovabb fokozodott. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a
hypoxia-szenzitiv miRNS exoszomakba csomagolodik, melynek szerepe lehet a betegség

pathomechanizmusaban.

I11/1. A placentamintakban mért hsa-miR-210 szint szignifikansan magasabb volt
praeeclampsiaban a kontrollcsoporthoz képest. Az exoszomalis hsa-miR-210 expresszio
enyhe emelkedést mutatott, mig az Ago-kotott hsa-miR-210 esetében szignifikans
tulexpressziot mértiink a betegcsoportban. Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a
mMiRNS-ek aktiv exoszomalis szekrécioja mellett az Ago-kotott miRNS-ek nagymértéki

passziv felszabadulasa is megjelenik praececlampsiaban,

I11/2. A hypoxia-indukcié6 mindkét vizsgalt trophoblast sejtkultiraban fokozta az
intracellularis hsa-miR-210 expressziot, mig az extracellulrais miRNS-szintekre eltérd
hatast gyakorolt. A villosus Jar sejtek expresszios profilja meglehetésen hasonlo volt a
placenta- és a plazmamintakban megfigyelt kifejez6dési mintazathoz. Az extravillosus
Htr-8 sejtekben a hypoxias allapot szelektiv exoszomalis hsa-miR-210 szekréciot

eredményezett.

Az elvégzett vizsgalatok eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy
praceclampsiaban az elhtiz6ddé hypoxia hatasara az exoszomalis hsa-miR-210 aktiv
sorting révén szekretalddik a placenta kiillonb6zo részeibdl. A terhesség elején szerepet

jatszhat az intercellularis kommunikacioban és a placenta koros fejlédésében, mig a
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késébbiekben az anyai keringésbe jutd hsa-miR-210 osszefiiggésben lehet a klinikai
fazisra jellemz6 elvaltozasokkal. Az Ago-kotott hsa-miR-210 felszabadulasa feltehet6en
a trophoblastsejtek fokozott apoptdzisa altal megvalosuld passziv folyamat, amely a

sejthalal melléktermékeként a betegség egy lehetséges kovetkezménye.
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7. Osszefoglalas

Genomszintli vizsgalatok sordn a placentaban tobb szdz miRNS-t azonositottak,
azonban a terhesség folyaman betoltott funkcidjuk a mai napig tisztazatlan. Rendellenes
expressziojuk hozzajarulhat kiilonboz6 terhességi korképek, koztikk a praceclampsia
kialakuldsdhoz. Nyilvdnosan elérhetd, lepényi miRNS- ¢és génexpresszids profilok
integraciojaval miRNS szabalyozasi halozatot épitettiink, ¢és meghataroztuk a
betegmintakban eltérd mintazatokat. Az azonositott miRNS-mRNS kolcsonhatasokbol a
hsa-mir-210 képviselte a halozat legnagyobb fokszamu csomopontjat, mely miRNS-t
korabban mar Osszefiiggésbe hoztdk praeeclampsidaval. A placenta koros fejlodése
elhuz6dé hypoxias allapothoz vezet, ami befolyasolja a kibocsatott extracellularis
vesiculak mennyiségét és tartalmat is. Sajat vizsgalatunkban az exoszémalis MiRNS-ek
Osszmennyiségét és a hsa-miR-210 expresszidjat vetettik Ossze kiilonbozé tipusu
terhességi magas vérnyomasos és kontroll csoportok keringésében. Azt talaltuk, hogy

mind az 6ssz-miRNS koncentracid, mind a hsa-miR-210-szint emelkedett praeeclampsia

esetén, mely a korkép stlyossdgaval tovabb fokozodik.

Végezetiil, felmértilk a hsa-miR-210 kifejez6dési mintazatat placentamintakban és
anyai veérbdl izolalt exoszomalis és Ago-kotott frakciokban, praceclampsiaval szovodott
sejtvonalakon, hypoxia-indukcid segitségével modelleztiik. A placentamintakban mért
hsa-miR-210 szint szignifikansan magasabb volt praeeclampsiaban, ami enyhe
exoszomalis emelkedéssel és az Ago-kotott forma fokozott felszabadulasaval tarsult.
Hypoxia hatasaira mindkét vizsgalt trophoblast sejtkultiraban fokozodott az
intracellularis hsa-miR-210 expresszio. A villosus sejtek esetében mindkét extracellularis
frakcioban mérsékelt emelkedést tapasztaltunk, mig az extravillosus sejtekben a hypoxia-
indukcié nagymértékil, szelektiv exoszomalis hsa-miR-210 szekrécidt eredményezett.
Eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy praeeclampsiaban az elhuz6do placentaris
hypoxia az exoszomalis hsa-miR-210 aktiv felszabadulasahoz vezet. Ez a jelenség a
terhesség elején szerepet jatszhat a placenta koéros fejlodésében, mig a késdbbiekben az
anyai keringésbe jutd hsa-miR-210 Osszefiiggésben lehet a klinikai fazisra jellemzo
elvaltozasokkal. Az  Ago-kotott  hsa-miR-210  felszabadulasa  feltehetéen a
trophoblastsejtek fokozott apoptézisa altal megvalosuld passziv folyamat, amely a

sejthalal melléktermékeként a betegség egy lehetséges kovetkezménye.
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8.  Summary

Genome-wide screening studies identified several hundreds of miRNA species
expressed by human placenta, although their function is poorly understood. Abnormally
expressed miRNAs contribute to pregnancy complications such as preeclampsia. In our
study, we applied bioinformatics approaches to integrate high-throughput experimental
data on miRNA and mRNA expression profiles in preeclampsia. The hsa-mir-210 was
the highest degree node in the network and it has been associated with preeclampsia
before. Altered placental development leads to prolonged hypoxia, which can change the
number and content of secreted extracellular vesicles. We concluded the first study that
assessed the exosomal miRNA concentration and expression in pregnancy-related
hypertension disorders. We found that the concentration of exosomal total-miRNA and
hsa-miR-210 was significantly higher in the circulation of women affected by

preeclampsia, and it was correlated with the severity of the disease.

Next, we investigated placental, exosomal and Ago-bound hsa-miR-210 expression
profile in preeclamptic, and control pregnancies. We performed an in vitro analysis of
extracellular miRNA secretion of different trophoblast cell cultures under normoxic and
hypoxic conditions. The level of hsa-miR-210 was significantly higher in affected
placentas, which could be related to a minor increase of circulating exosomal and highly
elevated Ago-bound hsa-miR-210. The DFO treatment had a different effect on the villous
and extravillous trophoblast cell lines: Intracellular hsa-miR-210 was upregulated in both
cases, however, in extravillous cell media, only the level of exosomal hsa-miR-210 was
increased and no change on Ago-bound hsa-miR-210 level was observed. Therefore, in
this case, hypoxia resulted in the specific exosomal sorting of hsa-miR-210. As this cell
type has a role in trophoblast invasion, this phenomenon may have a role in placental
dysfunction. In villous cell media, the level of exosomal hsa-miR-210 was increased and

enhanced release of Ago-bound hsa-miR-210 was also observed.

Based on our data, we postulate that in preeclampsia, exosomal hsa-miR-210 are
secreted actively from the trophoblast, and by intercellular communication, it may have
a role in disease etiology. In addition, there is a passive release of Ago-bound hsa-miR-
210 into the circulation, which may represent by-products of cell-death and is thereby a

possible consequence of the disease.
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Biomembran kutatocsoport vezetdjének a lehetdségért, hogy a vizsgalatok szamottevo
részét egyiittmitkodésben végezhessiik el. Koszonom Fothi Abelnek a folyamatos

szakmai tdmogatast ¢s toretlen lelkesedését, amit a kzos munkdnk soran tanusitott.

Ko6szonom Dr. Alasztics Balintnak, hogy id6t nem sajnalva részt vett a mintagyujtés
faradtsagos folyamataban, ezzel lehetové téve a kutatdsok elvégzését. Koszondk minden
segitséget a Genetikai Laboratorium munkatarsainak, Oroszné Nagy Juditnak, To6th
Anikonak, Gnotek Editnek €s Farkas Cecilianak, amelyet a tobb éves kutatdmunkéhoz,

és e doktori értekezés elkészitéséhez kaptam tolik.

Nem késziilhetett el volna a disszertacio azok nélkiil, akik egyetemi tanulmanyaim soran
utmutatast nyujtottak, hiszen az ¢ segitségiik és tamogatasuk alapozta meg a késobbi

tudomanyos kutatoi palyam alapjat.

Halaval tartozom Dr. Szabad Janos egyetemi tanaromnak, akinek nagyfoku szakmai
ismerete és kivalo pedagdgiai jelleme nagyban hozzajarult ahhoz, hogy tanulmanyaimat

a molekularis biologia és genetika teriiletén folytassam.

Koszonettel tartozom Dr. Gaspari Zoltannak, egyetemi témavezetdmnek, aki felkeltette
az érdeklédésem a tudomanyos kutatasok irant, és szakmai elhivatottsagara mindvégig

példaként tekinthettem.

Végezetiil, de nem utols6é sorban, halasan koszondm csalddomnak és baritaimnak

mindazt a timogatast és batoritast, amellyel atsegitettek a nehézségeken.
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