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Bevezetés

A terhesség masodik felében megjelend, magas vérnyomas ¢és fehérjevizelés
kialakulasaval jellemzett praceclampsia pontos patomechanizmusa a vilagszerte nagy
aktivitassal zajlo kutatasok ellenére napjainkig ismeretlen. A betegség a fejlett
orszagokban az anyai halalozasok kozel 15%-aért felelds, incidenciaja 3-8% koriil
alakul. A praeeclampsia tlinetegyiittesének kialakuldsa minden esetben a placenta
jelenlétéhez kotott, patogenezisét a szakirodalomban elterjedt kétlépcsds praceclampsia
modell irja le: az elsé lépcsé a placenta koros kialakuldsa, a masodik az ebbdl
kovetkez0 hypoxias allapot, kovetkezményes oxidativ stressz €s anyai generalizalt
endothel diszfunkcio, amely a klinikai tiinetek megjelenéséhez vezet. A praeeclampsia
kialakulasdt mind genetikai, mind kornyezeti tényezdk befolydsoljak, ami
multifaktoridlis koreredetre utal.

A placentaris praceclampsia kialakulasaban kdzponti szerepet jatszik a decidua
spiralis artéridinak elégtelen atépiilése. A folyamatért felelds extravillozus
cytotrophoblastok nem képesek megfelelden betdrni a spirdlis artéridk falaba, az
atéptilés a decidua superficialis rétegére limitalt, a myometrialis szegmentumok sziikek
maradnak. Az ennek kovetkeztében kialakuld hypoxia miatt oxidativ stresszben
szenvedo placenta koros mértékben juttat antiangiogén faktorokat és trophoblast eredetii
sejttormelék-aggregatumokat az anyai keringésbe, amelyek a klinikai korkép
kialakulasdhoz vezetnek. A praeeclampsia patogenezisében leginkabb kutatott
antiangiogén faktor, a szolubilis fms-szerli tirozin kinaz-1 (sFlt-1) a vaszkularis
endotelialis novekedési faktor (VEGF) és placentaris novekedési faktor (PIGF) receptor
Flt-1-bdl alternativ splicing mechanizmus Utjan, a transzmembran ¢és intracellularis
szignalizacidos domén elvesztésével keletkezd szolubilis fehérje, hatdsat a VEGF és
PIGF faktorok keringésben torténd megkotésével fejti ki. Praceclampsidban a koros
placentaris expresszio kovetkeztében emelkedett az sFlt-1 szintje, vele parhuzamosan a
proangiogén fehérje VEGF és PIGF szintjei pedig csokkentek; az eltérés a betegségre
prediktiv értékkel bir, mivel hetekkel a klinikai tliinetek megjelenése eldtt kimutathato.

Az endocannabinoidok a Cannabis sativa (kender) f6 komponensével, a A’-
tetrahidrokannabinollal megegyezd hatast, endogén termelddo lipid mediatorok. Eddig
leginkabb ismert €s kutatott tagjaik az anandamid (N-arachidonoiletanolamin, AEA) és

a 2-arachidonoilglicerol (2-AG). A ligandok hatdsukat els@sorban a heptahelikalis, G-



fehérje kapcsolt cannabinoid CB1 és CB2 receptorokon keresztiil fejtik ki, jellemzden
az adenilat-ciklaz gatlasan keresztiill a cAMP-szint csokkentésével. Lebontasukat az
anandamid esetében a zsirsav-amid hidroldz (fatty acid amide hydrolase, FAAH), mig a
2-AG esetében egy specifikus monoacil-glicerol-lipaz (MAGL) végzi. Az
endocannabinoidok a szervezet szamos fiziologids ¢€s patologias folyamatahoz
kapcsolodnak, cardiovascularis rendszerre gyakorolt hatasuk elsdsorban a vérnyomas €s
a myocardialis kontraktilitds csokkentésében nyilvanul meg, amelyek elsddlegesen a
myocardiumban, érfalakban és kdzponti, valamint autonom idegrendszerben lokalizalt,
CBI1 receptorok altal medialt folyamatok. Hypotenziv hatdsuk szamos kiilonbozd,
szovet- ¢s fajspecifikusan eltérd utvonalon érvényesiil, és magaban foglal CB1 ¢és 1-es
tipustt vanilloid receptor (TRPV1), valamint nitrogén-monoxid-dependens ¢&s -
independens mechanizmusokat, illetve eddig nem tisztazott endothelialis utvonalakat is.

Az endocannabinoidok a reprodukcios folyamat szinte minden fontosabb
Iépésében szerepet jatszanak. Emldésokben CB1 és CB2 receptorok jelenlétét
azonositottak az oocytaérés minden fazisaban. Kiemelt szerepet tulajdonitanak az
endocannabinoid rendszernek az oviductalis transzportban is: CB1-kiiitott egerekben a
morula vagy blastocysta hosszabb iddre a petevezetékben rekedt, valamint ectopids
terhességen atesett ndkben szignifikdnsan alacsonyabb CB1 transzkripcids szinteket
mértek. A CB1 receptor aktivacidjanak decidualizaciot gatld hatasat mutattak ki human
sejtekben, amely feltehetden cAMP-dependens apoptotikus folyamatokon keresztiil
érvényesiil. Az alacsony lokalis anandamid koncentracidé ndveli az uterus blastocysta
iranti receptivitdsat, mig a magas koncentraci6 embryotoxikus, csokkent trophoblast
proliferaciot és sikertelen implantaciot eredményez. Az emelkedett 2-AG szint in vitro
megzavarja a cytotrophoblastok syncytiotrophoblastokkd torténd funkcionalis és
rendszer placentatioban betdltott szerepének fontossagat. Korrelacidot mutattak ki az
anandamid szint €s a vajudas meginduldsa kozott: szignifikansan magasabb plazma
anandamid koncentraciét mértek vajudé nékben nem vajudokhoz képest, valamint
jelentésen magasabb CB1 expressziot mutattak ki nem vajidé ndkbdl vett
placentamintakban, vajudasban levé ndk lepénymintdihoz viszonyitva. Eszerint a magas
anandamid ¢és alacsony CB1 expresszio feltétele a vajudas megfeleld idében torténd

beindulasanak.



Célkituzések

1.

Napjainkra bizonyitast nyert, hogy az endocannabinoid rendszer kdzponti szerepet
jatszik a néi reprodukcios folyamatban, ide értve az implantaciot, decidualizaciot €s
placentaciot. Tobb tanulméany szamolt be a placentaris és periférids anandamid
szintek szoros korrelacidjarol spontan vetéléssel ¢és ectopids terhességgel
Osszefiiggésben, emellett felmeriilt az anandamid vérnyomast szabalyozo Iehetséges
szerepe is. Ezen tapasztalatok alapjan tanulmanyunkban az anandamid szintek €s a
praeeclampsia kozotti 0sszefiiggésre kerestiink valaszt: meghataroztuk egészséges
varandos ¢€s praeeclampsias nék szérum anandamid, sFIt-1 és PIGF koncentrécioit.
A mért anandamid koncentracidkat emellett Osszevetettik a vizsgalt alanyok
praeeclampsia szempontjabol relevans klinikai paramétereivel.

A praeeclampsia patogenezisében kozponti szerepet jatszo koros placenticio az
endocannabinoid rendszer lokalis szerepének vizsgalatat is indokolja. Ezért a
szérum anandamid szintek mellett meghataroztuk az endocannabinoid rendszer
tovabbi tagjainak, koztik a CB1 és CB2 receptorok, illetve az FAAH enzim
expressziojat egészséges ¢s praceclampsias varandosokbdl vett placenta mintdkon.
Korabbi tanulmanyban leirtdk az endocannabinoidok lokalis hatdsanak szerepét az
uterus receptivitasanak ¢€s a trophoblastsejtek invazivitdsanak szabalyozasaban. A
fokozott lokalis endocannabinoid aktivitas (magas anandamid szint) a placentacio
zavarahoz, €s potencialisan praeeclampsia kialakulasdhoz vezethet. Ez alapjan a
szoveti expressziok meghatarozasa mellett a CB1 és CB2 receptorok, illetve az
FAAH enzim pontos lokalizacidjat vizsgéaltuk egészséges terhesektdl ¢s

praeeclampsidban szenvedd ndktdl nyert placenta mintakon.



Beteganyag és modszerek

A tanulmanyban részt vevok

A szérum anandamid, sFIt-1 ¢és PIGF szintek meghatirozasdhoz 43
praceclampsids ¢€és 71 egészséges, normal vérnyomasértékekkel rendelkezo,
szovOdménymentes varandost vontunk be eset-kontroll vizsgéalatunkba. A vizsgalati
alanyok kivétel nélkiill a Semmelweis Egyetem I. sz. Sziilészeti és NOgyogyaszati
Klinikgjarol kertiltek bevalogatasra, kaukdzusi rasszhoz tartoztak ¢és Magyarorszag
vérvételkori anyai életkor és terhességi kor szerint illesztettiik. Kizar6 tényezd volt a
tobbes terhesség, kronikus hypertonia, diabetes mellitus, autoimmun betegség,
angiopathia, vesebetegség, anyai vagy magzati fertézés €s magzati congenitalis
rendellenesség. A mintavétel ¢hgyomorra tortént, az alanyoknal nem indult meg a
vajudas ¢és nem volt észlelhetd burokrepedés.

A CBIl, CB2 ¢s FAAH expresszio ¢és lokalizacid6 meghatirozasahoz 18
praceclampsids ¢€és 18 egészséges, normal vérnyomasértékekkel rendelkezd,
szovOdménymentes varandost vontunk be az eset-kontroll vizsgéalatba, minden mas
kritérium az el6zd bekezdésben taglaltakkal megegyezo.

A praeeclampsia kritériumaként az el6zetesen normotenziv ndkben, 20.
terhességi hetet kovetden jelentkezd magas vérnyomadst (>140 Hgmm szisztolés vagy
>90 Hgmm diasztolés érték kettd vagy tobb alkalommal, legalabb hat ora kiilonbséggel
mérve) és proteinuriat (=0,3 g/24 ora vagy >1 keresztes vizelet gyorsteszt eredmény,
hagyuti fert6zés hidnydban) hataroztuk meg. Minden bevont praeeclampsids beteg
esetében a vérnyomasérték normal tartomanyba tért vissza a sziilést kovetd 12. hétig. A
praeeclampsia sulyos formdjat allapitottuk meg a kovetkezd értékek jelentkezésekor:
>160 Hgmme-es szisztolés vagy >110 Hgmm-es diasztolés vérnyomasérték, vagy 5 g/24
ora vagy afeletti értéket elérd proteinuria (vagy >3 kereszt a gyorsteszten). A 34.
terhességi hetet megel6zden jelentkezd praceclampsiat korai kezdetiiként kategorizaltuk
(20. és 33. terhességi hét kozotti megjelenés). Intrauterin ndvekedési retardaciot (IUGR)

allapitottunk meg, amennyiben az 1jsziilott sziiletési sulya a magyar sziiletési



sulypercentilis tablazat alapjan az adott korra és nemre meghatarozott 10 percentilis
értéket nem érte el.

A vizsgalati protokollt a Semmelweis Egyetem Regionalis €s Intézményi
Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsdga hagyta jova, minden vizsgalati alany irasos
beleegyezd nyilatkozatot irt ala. A tanulmanyt a Helsinki Deklaracioban foglaltaknak

megfelelden végeztiik.

Szérumkoncentraciok meghatarozasa

A vérmintakat alkari vénabol, nativ csovekbe vettilk hozzdadott adalékanyag
nélkiil, majd szobahdmérsékleten 10 percig 3000 g-vel centrifugaltuk. Az alikvotokat
felhasznalasig -80 Celsius fokon taroltuk.

A szérum anandamid szinteket nagy teljesitményli folyaddékkromatografia-
tomegspektrometria (high performance liquid chromatography-mass spectrometry,
HPLC-MS) technikéval hatdroztuk meg. A szérum mintabdl az analitot belsé standard
(100 ng/ml Ds-anandamid) hozzdaddsa wutdn acetonitrillel extrahaltuk, majd
centrifugaltuk. A tiszta feliiliszot beparoltuk N, dramban, majd kezdeti eluensben
torténd visszaoldas utan HPLC-MS modszerrel analizaltuk. A kvantitativ meghatarozas
gorbe segitségével tortént (0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30; 100 ng/ml anandamid). A HPLC
rendszer egy Jasco kétfazisu pumpabdl és egy Jasco autosamplerbdl allt. Az analitikai
mérést TSQ Quantum Discovery triple quadrupole tomegspektrométer segitségével
végeztiik, electrospray ionizaciés modszerrel, pozitiv ion mddban. A kromatografias
elvalasztds Merck Purospher Star C18 oszlopon tortént gradiens eliicioval (mobil
fazisok: 0,1% hangyasavat tartalmaz6é 100 mM ammonium-acetat és 0,1% hangyasavat
tartalmaz6 metanol 300 ul/min dramlasi sebességgel).

A szérum Ossz  sFlt-1  és  bioldgiailag aktiv.  PIGF  szinteket
elektrokemilumineszcens immunoassay (Elecsys, Roche, Mannheim, Németorszag, Cat.
No. 05109523 és 05144671) technikaval hataroztuk meg, Cobas e 411-es analizatoron
szendvics-elven alapult, a teljes vizsgalat idétartama 18 perc volt. Az elsé inkubécio

soran (20 pl-es minta) immunkomplex képzddés zajlott le sFlt-1-specifikus



monoklondlis biotinilalt antitest és ruténium komplexszel jelolt sFIt-1-specifikus
monoklondlis  antitest reakcidjaval. Ezt kovetdéen  sztreptavidinnel fedett
mikroszemcséket adtunk a mintdhoz, ahol a biotin és a sztreptavidin kétddésével a
komplex a szilard fazishoz rogziilt. A reakcidelegyben képzOdott magnesezhetd
mikroszemcséket elektroda fogta be ezutan a mérdkiivettabol, mig a kotetlen anyagok a
ProCell-lel egyiitt tavoztak a rendszerbdl. Ezt kovetden az elektrodat fesziiltség ala
helyeztiik, amely kemilumineszcens fénykibocsatast eredményezett, amely utobbit
fotosokszorozoval —meértiink. Az eredmények kalibracios gorbével keriiltek
meghatarozasra, amelyet késziilékspecifikusan, kétpontos kalibraciéval és reagens
vonalkodbol leolvasott mestergérbe hasznalataval generalt a késziilék.

A szérum PIGF koncentracidé mérését az el6z0 bekezdésben leirt szendvics-
elvhez hasonloan végeztiik, a vizsgalat teljes idétartama 18 perc volt. Az elsé inkubécio
soran az 50 pl-es mintdban immunkomplex képzddott PIGF-specifikus biotinilalt
monoklondlis antitest és a ruténium-komplexszel jelolt PIGF-specifikus monoklonalis
antitest reakcidjaval. A vizsgalat tovabbi része megegyezik az el6z0 bekezdésben

részletezettekkel.

Western blot és immunhisztokémia

A Western blot mérést a chorionlemeztdl a basalis lemezig terjedd, teljes
vastagsagu blokkokon végeztiikk a teljes placentaris CB1, CB2 ¢s FAAH expresszid
meghatarozasanak céljabol. Homogenizator alkalmazasaval 10 ml lizal6 pufferben (10
mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, 10 mM EGTA, 2 mM DTT, 1 mM Naz;VOy, 25 pg/ml
PMSF, 2,5 pg/ml Leupeptin, 2,5 pg/ml Aprotinin, 625 pM natrium-pirofoszfat, ImM B-
glicerofoszfat, 0,1% Triton) 1 g placentaszovetet daraltunk, majd homogenizaltunk
haromszor 15 masodpercig. A homogenatumot 800 g-vel 15 percig, 4 Celsius fokon
centrifugaltuk, majd a pelletet eltavolitottuk. A feliiliszot -80 Celsius fokon taroltuk és
négy héten beliill felhasznaltuk. Az FAAH (AT1983a, egér monoklondlis antitest,
Abgent Inc., San Diego, Kalifornia, USA), CB1 (EB06945 kecske poliklonalis anti-CB1
antitest, Everest Biotech, Upper Heyford, Egyesiilt Kirdlysag) ¢s CB2 (EB06946 kecske
poliklondlis anti-CB2 antitest, Everest Biotech, Upper Heyford, Egyesiilt Kirdlysag)



expressziok human placentdban torténd meghatarozasahoz 60 pg-ot hasznaltunk fel a
kivont fehérjékbdl a Western blot analizishez.

A mintakat 100 mM ditiotreitolt tartalmazo 2x Laemmli pufferben készitettiik
el és vizfirddben forraltuk 15 percig. A fehérjét (60 pg) SDS-PAGE (9%) gélen
valasztottuk el, majd nedves transzferrel nitrocellul6z membranra vittiik fel 90 percig. A
nitrocellul6z membranra tortént fehérjetranszfer egyenletességét Ponceau S-sel
ellendriztiik. Gyengéd oblitést kovetden a membranokat szobahdmérsékleten egy oran
at blokkoltuk 0,1% Tween 20-at tartalmazé Tris-pufferolt sdéoldatban (TBST) oldott
10% (m/V) zsirmentes liofilizalt szaritott tejben, majd egy éjszakan at inkubaltuk CB1
vagy CB2 vagy FAAH elleni antitesttel. Az antitesteket TBST-ben oldott 1%-0s marha
szérum albuminnal higitottuk (CB1 1:1000, CB2 és FAAH 1:500 aranyban). Ezt
kovetéen a blotokat TBST-ben oldott HRP-konjugdlt mésodlagos antitestekkel
inkubaltuk 1 6ran at szobahdmérsékleten, majd ECL-Western blot detektald rendszerrel
vizualizaltuk (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Egyesiilt Kirdlysag). A
specifikus savokat a mintdkkal parhuzamosan futtatott egér here homogenatummal ¢és
szines molekulasuly markerekkel azonositottuk. A membrant 60 Celsius fokon harminc
percig aztattuk stripping pufferben (100 mM 2-merkaptoetanol, 2% SDS ¢és 62,5 mM
TRIS-HCI, pH 7,6) a kotott ellenanyag levalasztasa végett, majd a membrant MAPK 1
antitesttel (1:1000) Ojrajeldltiik és az elsddleges ellenanyaggal mért denzitasi értékeket a
MAPKI sav denzitasi értékére normalizaltuk.

A Western blottal kapott denzitasi ért¢keket GELDOC 1.00-UV rendszerrel
(Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, USA) kvantifikaltuk. A denzitometrids egységben levo
specifikus savok jeleit ugyanazon membran megfelel6 MAPKI1 sav denzitasi jelének
értékével korrigaltuk. A CB1, CB2 ¢és FAAH savok normalizalt értékeit a normal
placentabol nyert értékek szadzalékaban fejeztiik ki.

Az immunhisztokémiai (IHC) festést 16 placentamintan végeztiik el mindkét
vizsgalati csoportbol. Az anti-CB1 (GTX100219) és anti-CB2 (GTX101357) nyul
poliklondlis antitesteket a GeneText6l (Irvine, Kalifornia, USA), az anti-FAAH
(AT1983a) egér monoklonalis antitesteket az Abgenttdl (San Diego, Kalifornia, USA)
szereztiik be. A Western blothoz képest tortént valtdst a CB-antitesteket érintden a
régebbi antitestek IHC technologiaval valdé inkompatibilitasa indokolta. A

placentablokkokbol metszett, 3 um vastag metszeteket SuperFrost Ultra Plus Adhesion



Slides (Thermo Scientific, USA) targylemezekre vittiik fel, majd 1 6ran 4t 56 Celsius
fokon, azt kovetden 24 oOrat szobahdmérsékleten szaritottuk felhasznalas elott. Az
immunfestést Leica BOND-MAX fully automated IHC & ISH system (Leica
Biosystems, St. Louis, Missouri, USA) berendezéssel, Bond Polimer Refine Detection
kit (Leica Biosystems) felhaszndldsaval végeztilk. Utobbi tartalmazta a peroxid
blokkolot (3% hidrogén-peroxid), poszt-primer polimer penetraciéfokozot (Tris-
pufferolt s6oldatban és 0,09%-0s ProClin™ 950-ben oldott 10% allat szérum), Poly-
HRP anti-egér/nyal 1gG polimert (mindkettdt 8 pg/ml higitdsban, Tris-pufferolt
sooldatban ¢és 0,09%-0s ProClin™ 950-t tartalmazva), DAB Part 1-et (66 mM 3,3’-
diaminobenzidin-tetrahidroklorid, stabilizalo oldatban), DAB Part B-t (0,05%-0s
hidrogén-peroxid, stabilizal6 oldatban) ¢és hematoxilint (0,02%). A metszeteket
haromszor viasztalanitottuk Bond Dewax Solution (Leica Biosystems) oldattal 72
Celsius fokon, majd alkoholsorban rehidraltuk harom Iépésben, végiil pufferoldatban
mostuk (Bond Wash Solution, Leica Biosystems). A CB1, CB2 és FAAH antigén
eléhivast Leica Bond Epitope Retrieval Solution 2 (pH 9,0) oldattal valdo 20 perces
inkubalassal végeztik. Az elsddleges antitesteket Bond Primary Antibody Diluent
(Leica Biosystems) oldatban higitottuk 1:1000 ardnyban a CB1 és CB2, valamint
1:1200 aranyban az FAAH esetében. A metszeteket az eldbbi oldatokkal 20 percig
inkubaltuk, majd wjabb 15 percig a poszt-primer polimerrel. Pufferoldattal és
ionmentesitett vizzel torténd mosast kovetden peroxid blokkoloval harom percig
inkubdlva blokkoltuk a peroxiddz aktivitast. Tovabbi pufferoldatos és ionmentesitett
vizzel tortént mosast kovetden kevert DAB oldatot adtunk a metszetekhez 10 percig,
majd ezt kovetden haromszor mostuk a mintdkat ionmentesitett vizzel, végiil 4 percig
inkubaltuk hematoxilinnel. Az eldbbiekben leirt minden 1épés kozott Leica Wash
Solution 10x Concentrate (higitasi ardny 1:9) oldattal mostuk a metszeteket. Pozitiv
kontrollként human kisagyi szovetet alkalmaztunk.

A metszetekrol késziilt képeket AxioCam Icc 1 kameraval felszerelt Zeiss
Axiolmager A2 mikroszkoppal (Carl Zeiss Ltd., Thornwood, New York, USA)
készitettlik, az elkészitéshez AxioVision fényképezd ¢és képfeldolgozo szoftvert (4.8.2.
verzid, Carl Zeiss Ltd.) alkalmaztunk. A képek 200x-os és 400x-os nagyitas mellett

késziiltek.
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Statisztikai analizis

A folyamatos valtozok eloszlasat Shapiro-Wilk-féle W-teszttel hataroztuk meg.
Tekintettel arra, hogy azok nem mutattak normalis eloszlast, nem-paraméteres
statisztikai modszereket alkalmaztunk. Két csoport folyamatos valtozoinak
Osszehasonlitdsat Mann-Whitney-féle U-teszttel végeztilk. A csoportok kategorikus
valtozoinak osszefiiggését Fisher-féle egzakt és a Pearson-féle y” teszttel vizsgaltuk. A
korrelacids koefficiens szamitdsdhoz Spearman-féle rangkorrelaciot végeztiink. Mivel a
szérum anandamid, sFIt-1 és PIGF értékek nem mutattak normalis eloszlast, a
kovariancia analizist (ANCOVA) logaritmusosan transzformalt adatokkal végeztiik.

A statisztikai analizishez az alabbi szoftvereket alkalmaztuk: STATISTICA (11.
verzid, StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA) és Statistical Package for the Social
Sciences (version 22 for Windows; SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). Minden
statisztikai analizisnél a p<0,05 értéket vettiik statisztikailag szignifikdnsnak.

Az adatokat folyamatos valtozok esetében median (interkvartilis tartomany), a

kategorikus valtozok esetében abszolut szam (szazalék) formajaban adom meg.
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Eredmények

Szérum anandamid szint vizsgalata praeeclampsiaban

Az  anandamid szérumszintek szignifikdnsan alacsonyabbak  voltak
praeeclampsids betegekben az egészséges varanddsokhoz képest (0,75 (0,44-1,03)
ng/ml versus 1,30 (0,76-2,0) ng/ml, p<0,001). A praceclampsias terhesek szignifikansan
magasabb sFIt-1 szinttel rendelkeztek (12121 (7963-18316) pg/ml versus 2299 (1393-
3179) pg/ml, p<0,001) ¢és szignifikdnsan alacsonyabb PIGF koncentraciokkal (71,2
(39,2-86,4) pg/ml versus 256,8 (181,1-421,0) pg/ml, p<0,001) dsszevetve az egészsé¢ges
varandosok értékeivel. Az eldbbi értékek kozotti eltérés szignifikdns maradt az életkor,
vérvételkori terhességi kor, terhesség eldtti BMI érték €s a primiparak szdzalékos aranya
szerinti illesztést kovetden is, kovariancia analizis soran (ANCOVA).

A praeeclampsids csoportban nem taldltunk statisztikailag szignifikdns
kiilonbséget a szérum anandamid szintekben a praeeclampsia enyhe vagy stlyos
formadja, a betegség korai vagy késdi megjelenése, illetve az IUGR megléte vagy hianya
kozott. A korai kezdetli praeeclampsidban szenvedd terhesekben mért sFlt-1
koncentraciok  szignifikdnsabb = magasabbak voltak a kés6i  megjelenésiu
betegségtipushoz képest (14606 (12239-24333) pg/ml versus 7971 (5991-12805) pg/ml,
p<0.001). Ezen feliil azon praeeclampsias betegeknél, akiknél IUGR jelentkezett (41,1
(28,0-73,2) pg/ml), vagy korai megjelenésti volt a betegségiik (41,1 (23,8-68,7) pg/ml),
szignifikdnsan alacsonyabb PIGF koncentracidkat mértiink, mint azoknal, akiknél nem
volt IUGR (77,3 (48,2-93,2) pg/ml, p<0.05), vagy késoi fellépésii volt a betegség (80,3
(66,0-99.,4) pg/ml, p<0.001).

Az elozéekben részletezetteken feliil Spearman rangkorrelacios koefficiens
szamitasaval (folyamatos valtozok esetében) ¢s Mann-Whitney U-teszt (kategorikus
valtozok) elvégzésével vizsgaltuk, hogy a kutatasban részt vevok klinikai jellemzoi
Osszefiiggésben allnak-e szérum anandamid szintjeikkel. Egészséges varandosokban a
mért szérum anandamid koncentraciok szignifikdns pozitiv korreldciot mutattak a
terhesség eldtti BMI értékekkel (R=0,33, p<0,05). Ennek megfeleléen az egészséges
varandés csoportban a tulsillyos és obez alanyok (BMI>25 kg/m”) szignifikdnsan

magasabb szérum anandamid szintekkel rendelkeztek a normadlis testsulytiakhoz képest
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(1,80 (1,20-2,60) ng/ml versus 1,06 (0,70-1,61) ng/ml, p<0,05). Tovabbi Osszefiiggést a
vizsgalatban részt vevok klinikai jellemz0i €és a szérum anandamid szintek k6zott nem
talaltunk egyik csoportban sem. Ezen feliil a szérum anandamid szintek nem korrelaltak
a szérum sFlt-1 és PIGF szintekkel sem az egészséges, sem a praeeclampsias

csoportban.

CB1, CB2 és FAAH expresszio és lokalizacio vizsgalata a placentaban

A denzitometria analizis alapjan a CB1 placentaris expresszidja szignifikdnsabb
magasabb volt praceclampsidsokban a normotenziv, egészséges varandosokhoz képest
(149,3 (105,0-279,7) % versus 98,1 (67,3-131,0) %, p=0,008). Ugyanakkor nem
figyeltiink meg szignifikdns eltérést a két vizsgalati csoport placentaris CB2 (105,5
(80,9-133,2) % versus 65,8 (45,5-128,4) %, p>0,05) és FAAH (112,2 (94,7-143,8) %
versus 91,2 (63,3-128,4) %, p>0,05) expresszidi kozott.

Erés CB1 immunreakciot €szleltliink a syncytiotrophoblast rétegben, valamint az
érfalak endothelsejtjeiben. Kevésbé intenziv, de pozitiv festddést mutatott a decidua, a
kapillaris simaizomsejtek, a stromalis fibroblasztok ¢és az amnion. Az emlitett
szovetekben a CB1 immunpozitivitds mind normalis, mind praeeclampsids szovetekben
megfigyelhetd volt, a festddés azonban jelentésen erdteljesebb volt a praeeclampsias
mintakban.

CB2 immunreakcidt észleltink mind a normalis, mind a praeeclampsias
placentdban, azonban a két csoport kozott nem talaltunk eltérést a festddés intenzitasat
¢s lokalizacigjat illetéen. Pozitiv reakciot mutattak a syncytiotrophoblastok és stromalis
fibroblasztok, azonban alacsonyabb intenzitdssal, mint a CB1 esetében. Az érfalban
nem, ugyanakkor a decidudban észleltink CB2 immunreaktivitast. Ezen feliil az
amnionban foltszertien elszort CB2 immunpozitivitast talaltunk.

A CB2 receptorhoz hasonlo festddési mintazatot mutatott az FAAH enzim is,
ennek megfelelden pozitiv reakciot figyeltink meg a syncytiotrophoblastokban és
stromalis fibroblasztokban (bar a festédés kevésbé volt intenziv a CB1-hez viszonyitva).
Nem taldltunk FAAH immunreakciét az érfalban, viszont megfigyelhetd volt a
deciduaban, ¢s foltszerti eloszlasban az amnionban. Az FAAH festddés intenzitidsa és

lokalizacioja hasonl6 volt normadlis €s praaeclampsias lepényben.
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Kovetkeztetések

1.

Vizsgalatunkban  csokkent szérum anandamid szintet mutattunk ki
praceclampsidban, ami az anandamid CBl-et fokozottan expresszalod
syncytiotrophoblasthoz torténd kotédésének a kovetkezménye is lehet. Ismerve
az endocannabinoidok gyulladasgatlo és vérnyomascsokkentd hatasat, felmeriil
a csokkent anandamid szint szerepe az anyai szisztémds gyulladasos
valaszreakcid ¢€s vérnyomdsemelkedés kialakulasdban vagy erdsitésében. A
szérum anandamid koncentraci6 azonban nem mutatott 6sszefliggést az sFIt-1 és
PIGF szintekkel, ami arra utal, hogy a keringd anandamid szintek valtozéasa és

az angiogén egyensulyzavar fliggetlen folyamatok praeeclampsiaban.

Tanulmanyunkban szignifikansan emelkedett CB1 fehérje expressziot
figyeltiink meg praeeclampsias placentaszovetben Western blot technikéval,
amely eredményeket az immunhisztokémiai vizsgalat is megerdsitett. A CBI
immunpozitivitas jelentdsen erdsebb volt a syncytiotrophoblastokban, a boholy
mesenchymaban, a bolyhok capillarisainak endotheljében és
simaizomsejtjeiben, valamint a deciduaban €és az amnionhamban praeeclampsias
mintdkban a normal terhességekhez képest. Ugyanakkor nem talaltunk
szignifikans eltérést a praeeclampsids ¢és normal placentaszovetek CB2 ¢s
FAAH expresszioi ¢s immunreaktivitdsa kozott. A megnovekedett CBI
expresszio rendellenes decidualizacidhoz €és a trophoblast invazid zavarahoz
vezethet, ezaltal szerepet jatszhat a praeeclampsia patogenezisében. A
praceclampsids  placentamintak kapillaris endotheljében ¢és az  érfal
simaizomrétegben  megfigyelt ~magas CBl1  immunpozitivitas  az
endocannabinoidok vazodilataciés hatdsanak ismeretében lehet a koros
placentdciora adott adaptiv valasz is, novelve a placenta vérellatasat. Bar a
praceclampsia pontos patogenezise maig ismeretlen, az endocannabinoid

rendszer szerepet jatszhat a betegség kialakulasaban.
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