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Bevezetés

Az angiogenezis szamos, a szervezetben zajld fizioldgids €és patoldgids folyamatban
jatszik szerepet. Mig a szervezet fejlodése sordn gyakorlatilag folyamatosan zajlik
angiogenezis, addig felndttkorban fiziologidsan a ndi reproduktiv ciklusra és a terhesség
iddészakara korlatozodik. Patologias koriilmények kozott a gyulladas és a sebgydgyulas soran
figyelhetd meg, valamint kulcs szerepet jatszik a daganatok novekedésében és
metasztazisképzésében.

Az ¢érfejlodés kezdeti 1épése a vazodilatacid, valamint a fokozott kapillaris
permeabilitas, mely lehetdvé teszi a plazma-proteinek (fibrinogén, plasminogén) transzportjat
a lumenbdl a perivaszkularis térbe. Angiogenetikus faktorok hatdsara megindul az
endotélsejtek proliferacidja és migracidja. Az 0j endotélsejtek végiil tubulusokat alkotnak és
stabilizalodnak a koriilottiik elhelyezkedd extracellularis matrixhoz.

Az angiogenezis szabdlyozisiaban szamos molekula jatszik szerepet. Ezek koziil
néhany eldsegiti (angiogenetikus faktorok), néhany pedig gétolja (angiosztatikus faktorok) az
érajdonképzddést. Az angiogenetikus faktorok koziil mi a vaszkularis endotelialis névekedési
faktorral (VEGF) és az angiopoietin (Ang) molekula csaladdal foglalkoztunk részletesebben.
mely hatasain keresztiil az érfejlodés f6 szabalyozo molekuldja. A nitrogén monoxid €s a
prosztaciklin szintézisének és sejtekbdl vald felszabaduldsanak fokozdsan keresztiil fokozza
az erek permeabilitdsat. Simaizomsejtek proliferacidjat gatld illetve trombocita-aggregacio
gatlo hatasanak koszonhetéen érprotektiv hatasa van.

A VEGF felfedezését kovetéen egy masik, az angiogenezisben nélkiilozhetetlen
novekedési faktor csaladot azonositottak. Az angiopoietin molekula-csaladnak eddig négy
tagjat irtdk le: angiopoietin-1 (Angl), angiopoietin-2 (Ang2), angiopoietin-3 (Ang3) és
angiopoietin-4 (Ang4). Munkank soran az angiopoietinek koziil, az Angl ¢és Ang2
molekuldkkal, valamint receptorukkal foglalkoztunk részletesebben.

Az Angl-indukalt Tie2 szignalizacid szabalyozza az endotélsejtek migracidjat,
talélését, valamint részt vesz a kapillaris (endotélsejt) - tubulusok kialakitdsaban. Ezeken a
hatasain keresztiil az Angl elengedhetetlen szerepet jatszik az erek remodellingjében, a sejt-

matrix interakcioban valamint az erek stabilizdciojaban Az Ang2 hatdsa nem ennyire



egyértelmii: Az Ang2 a VEGF jelenlététol fiiggden képes fokozni az erek fejlodését éppugy,

mint a vaszkularis regressziot.



Célkitiizések

1. A szakirodalomban egyre tobb adat utal arra, hogy az iszkémia indukalt akut
veseelégtelenség kialakulasaban és progresszidjadban a vese tubulusham sériilése mellett a
renalis vaszkularis endotélium karosodasa is szerepet jatszik. Az angiogenezis kozponti
szabalyozd molekulajanak, a VEGF-nek patogenetikai jelentdsége ugyancsak ismert a
vesekarosodasok kialakuldsaban és progressziojaban. Munkank elsé felében in vivo vese
iszkémia/reperfizids allatmodellen végeztink mRNS és fehérje expresszids vizsgalatokat.

Legfontosabb célkitlizéseink a kdvetkezOk voltak:

1. a. A VEGF gén expresszidjat szamos tényezd befolyasolja, ezek kozil a
legfontosabb a hipoxia. Ennek megfelelden a VEGF gén promotere tobb, a hipoxia
altal torténd szabalyozéasban szerepet jatszo transzkripcios faktor szdmara kotohelyiil
szolgalo régiot tartalmaz. Ezek koziil a legfontosabb a hipoxia vélasz elem (HRE),
mely a hipoxia indukélta faktor 1 (HIF-1) szdmara jelent kotOhelyet. Vizsgéalatunk
céllja volt a HIF-la valamint a VEGF egyiittes valtozdsanak meghatdrozasa
iszkémia/reperfuzios patkany vese modellben.

1. b. Szamos vizsgalat eredménye mutatja, hogy a vesebetegségek eléfordulasa és
progresszidja a nékben ¢és a férfiakban eltér egymastol. Human vizsgalatok, valamint
allatmodelleken tortént kutatdsok a ndéi nem protektiv szerepét tdmasztjak ala a
betoltott lehetséges protektiv szerepére utald irodalmi adatokat, vizsgaltuk, hogy van-e
nemi kiilonbség a VEGF és a HIF-1a expresszid valtozdsaiban iszkémia/reperfizios

patkany vese modellben.

Az angiopoietinek vesebetegségekben betoltott szerepérdl eddig viszonylag kevés informacio
all rendelkezésiinkre. Az egészséges glomerulus endotélsejtjeinek abluminalis felszinén Tie2
receptor talalhatd. A vesében az Angl-t a podocitdk, az Ang2-t a mesangium sejtek termelik.
In vitro vizsgalatok soran megfigyelték, hogy a mesangium sejtek Ang?2 szintézise hipoxia

hatasara fokozodik.

1. c. Ceélkitizésiink volt az angiopoietin/Tie2 mRNS expresszid vizsgalata

iszkémia/reperfuzios patkany vese modellben.



2. A késOi terhességi toxaemia vagy madsnéven preeklampszia az egyik leggyakoribb
megbetegedés, amely orvosi indikacio alapjan meginditott korasziiléshez vezethet.
Patomechanizmusa a mai napig nem teljesen tisztazott, az egyik leginkabb elterjedt elmélet
szerint a koros trofoblaszt-invazid jatszik szerepet a kialakuldsaban. A placenta fejlodése
soran zajlo folyamatok, mint pl. a vaszkularis remodelling, vagy mint a placentacio alapvetd
Iépésének, a citotrofoblasztoknak az intramiometralis erek falaba torténd invazidjanak a
szabalyozasa VEGF-en keresztiil torténik. Az irodalomban szdmos adat tamasztja ala a VEGF
szerepét a preeklampszia patomechanizmuséaban.

Az 1500 g alatti, kis stlyu korasziilott populdci6 a perinatalis morbiditas €s mortalitds
szempontjabol fokozott rizikoval rendelkeznek. Naluk szamos - a szervezet éretlenségebdl
adodo - szovédmeény megjelenésével kell szamolni. Az irodalomban tobb kdzlemény talalhato
arra vonatkozdan, hogy a perinatalisan fellépd koros allapotok (korasziilottek retinopatidja,
bronchopulmonalis diszplazia, respiracios distressz szindroma, nyitott Botallo vezeték stb.)
valamint az abnormalis VEGF szintézis kozott sszefiiggés all fenn.

Munkank masodik felében az angiogenezisben szerepet jatsz6 molekulak human
genetikai polimorfizmusait vizsgaltuk preeklampsziaban és korasziilotteket érintd perinatlis

szovodményekben. A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

2. a. Vizsgaltuk, hogy befolyasoljak-e a VEGF szintézisét meghatarozo funkcionalis
polimorfizmusok (VEGF G™°C, illetve a C?>’A polimorfizmusok) a
preeklampszia kialakulasat?

2. b. Valamint szerepet jatszanak-e ezek a polimorfizmusok a preeklampszia
progresszidjaban?

2. c. Vizsgaltuk, hogy van-e sszefliggés az Ang2 G>°C és a VEGF C*°"®A genetikai
polimorfizmusok hordozasa €s a kis sulyt korasziilottek retinopatiaja kozott?

2. d. Vizsgaltuk, hogy van-e osszefiiggés a VEGF G™°C, a VEGF C*7*A, illetve a
VEGF T™*C funkcionalis genetikai polimorfizmusok hordozéasa és a kis sziiletési
sulyu korasziilottség kozott?

2. e. Valamint vizsgéltuk a perinatalis komplikaciok genetikai hatterét a VEGF

polimorfizmusok hordozasa szempontjabol.



Modszerek

1. In vivo vese iszkémia/reperfuzios kisérletek

1.1. A kisérletek soran vizsgalt allatok - miitéti beavatkozas

Kisérleteinket ivarérett, ndstény, illetve him Wistar patkanyokon végeztiik el. Az
allatok operdcidjat intraperitonealis pentobarbitdl anesztéziaban végeztiik. A mitéti
beavatkozas soran median laparotomias feltarast kovetden kipreparaltuk a bal veseereket (a.
¢€s v. renalis), majd 55 percre kirekesztettiik a keringésbdl. Kézvetleniil az iszkémiés periddus
lejarta elott eltavolitottuk az allatok jobb, ellenoldali veséjét. Az ércsipeszeknek a bal
veseerekrdl torténd eltavolitasa utan a hasfalat zartuk.

KésObb az abdomindlis aortdn keresztiil torténd kivéreztetéssel - az iszkémias
periddust kdvetd 10 perc (T10; n=6), 20 perc (T20; n=6), 40 perc (T40; n=6), 60 perc (T60;
n=6), 120 perc (T120; n=5) és 240 perc (T240; n=6) reperfuzids id6 elteltével - oltiik le az
allatokat. Miitéti kontrollként (TO; n=6) altatott, aloperalt, nem iszkemizalt veséjii allatok
szolgaltak. Az egyes csoportokba 6 him illetve 6 ndstény allat tartozott.

Ang/Tie2 mRNS expresszios vizsgéalatok esetén a méréseket csak a him allatok

esetében végeztiik el a TO, T10, T40, T120 illetve T240 idépontokban.

1.2. Western Blot

A vesemintdinkhoz lizis puffert adtunk, majd jégen homogenizaltuk. A
homogenizdtumot centrifugaltuk (13000 RPM, 5 min). A feliillusz6 0sszfehérje
koncentracidjat spektrofotometrias modszerrel, Bradford szerint hataroztuk meg. Primer
antitestként, patkdny VEGF ill. HIF-la specifikus monoklonalis ellenanyagot hasznaltuk,
masodlagos antitestként torma-peroxiddzzal konjugalt IgG antitestet alkalmaztunk. A
mintakat 12,5% SDS-poliakrilamid gélen futtatuk. A blottmembrant blokkol6 oldatban, majd
mosé oldatban a specifikus ellenanyaggal (VEGF, HIF-1a) inkubaltuk. Mosast kdvetéen a
membranokat masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk. A feleslegben kotétt mdasodlagos
ellenanyagot tovabbi moséasokkal tévolitottuk el. Az immunoreaktiv  helyek
kemolumineszcens szignaljadt Amersham Pharmacia protokoll szerint ECLplus reagenssel

detektaltuk, majd denzitometraltuk.



1.3. Real-time RT-PCR vizsgalatok

A veseszovetekbdl az RNS-t szilikagél membrénon izolaltuk, majd oligo-(dT)i2.18
primer segitségével reverz transzkripcioval irtuk at komplement DNS (cDNS) molekulava. A
cDNS-t real-time PCR-el amplifikaltuk. A VEGF, Angl, Ang2, Tie2 méréséhez fluorescence
resonance energy transfer (FRET) hibridizaciés probakat haszndltunk. A HIF-la és a
glicerin-aldehid-3-foszfat-dehidrogendz (GAPDH) mRNS-ek mennyiségét SYBR Green [
segitségével hatdroztuk meg. A PCR reakcidokat Light Cycler (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) PCR automatéan végeztiik el. A specifikus primer parokat, valamint a
probakat a LightCycler ® Probe Design Software 2.0 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) - szoftver segitségével terveztiik meg. Az eredmények kiértékelését a LightCycler
Software 3.5.3. (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) - szoftver segitségével végeztiik

el.

1.4. Statisztikai analizis

A kiilonb6zd csoportok real-time RT-PCR ¢és Western blot eredményeinek
Osszehasonlitdsthoz ANOVA tesztet haszndltunk Newman-Keul post-hoc teszttel
kiegészitve. Az adatokat akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha a P értéke kisebb volt, mint

0,05.

2. A VEGF és Ang2 génpolimorfizmusainak vizsgalata

2.1. A VEGF gén promoter polimorfizmusai preeklampsziaban

Nyolcvanhét nullipara, sulyos preeklampszids terhes nd vett részt a vizsgélatban (1. sz.
Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinika beteganyaga 1998-2004). A sulyos preeklampszia
diagnozisat az American College of Obstetricians and Gynecologists - ACOG Practice
Bulletin No. 33. alapjan allitottuk fel. A kontroll-csoportba 96 véletlenszeriien kivalasztott,

komplikacioktol mentes nullipara terhes nét vontunk be.



e rer

Vizsgéalatainkba a Semmelweis Egyetem II. Sz. Sziilészeti- ¢s NOgyogyaszati
Klinikajan és a Schopf-Mérei Agost Korhaz Sziilészeti- és Négyodgyaszati Osztalyan sziiletett
90 — a korasziilottek retinopatiaja (ROP) miatt I€zer, illetve fotokoagulacioval kezelt — kis
sziiletési sulyu korasziilottet (1160+£300 gramm) vontunk be. A kontrollcsoportba 110 olyan
kis sziiletési sulyt korasziilott tartozott (1200+£280 gramm), akiknél nem alakult ki ROP,
vagy csak kezelést nem igényld korai stadium (1. és 2. stadium) fordult eld. A kezelt és
kezeletlen ROP-os korasziilottek mellett megvizsgaltuk a stilyos ROP-os korasziilottek (4.-5.
ROP stadium) és a kevésbé sulyos ROP-os korasziilottek (ROP 1.-3. stddium) kozotti

genotipusbeli kiillonbséget is.

2.3. A VEGF gén promoter polimorfizmusai a kis sziiletési sulyu korasziilottek perinatalis
szovodményeiben

A Semmelweis Egyetem II. Sz. Sziilészeti- és Nogyogyaszati Klinikdjan sziiletett és
kezelt 128 kis sziiletési sulyu korasziilottet (<1500 gramm) vontunk be a vizsgalatba. Az
egyes perinatalis komplikaciok fellépésétdl fliggden alcsoportokat képeztiink. Az respirdcios
distressz szindroéma (RDS) n=60, nekrotizal6 enterokolitisz (NEC) n=49, koponyatiri vérzes
(IVH) n=42, akut veseelégtelenség (ARF) n=41, bronchopulmonalis diszplazia (BPD) n=23,
nyitott Botallo vezeték (PDA) n=47, valamint pitvari szeptum defektus (ASD) n=13
korasziilottnél fordult eld. A perinatalis komplik4ciokat nemzetkdzileg elfogadott kritériumok
alapjan definialtuk. A kis sziiletési sulyt korasziilottek genotipusbeli megoszlasat 200
egeészséges Ujszilott genotipus-megoszlasaval hasonlitottuk 6ssze. A korasziilott populacion
beliil Osszehasonlitottuk az egyes perinatalis komplikacioval rendelkezd alcsoportok
genotipusbeli megoszlasat azoknak a korasziilotteknek a genotipusbeli megoszlasaval, akiknél

a vizsgalt komplikacidé nem fordult eld.

2.4. DNS izolalas

A preeklampszias vizsgalathoz a vérmintabol a DNS-t Proteindz K enzim segitségével
izolaltuk. Az 0jsziilottek genotipusainak meghatirozasahoz fenilketonuria sz{irésére hasznalt,
szlirOpapirra cseppentett vérmintakbol Chelex100-as reagens felhasznalasaval izolaltuk a

DNS-t.



2.5. A VEGF gén T*C polimorfizmus meghatirozdsa real time PCR - FRET médszerrel

A VEGF gén T*°C polimorfizmusat real time PCR - FRET technika segitségével
hataroztuk meg. A PCR-eket 20 pl végtérfogatti reakcioelegyben végeztiik, 2 pul DNS
felhasznalasaval. A probakat Light Cycler Red 640 fluoroforral, illetve fluoresceinnel
jeloltik. A PCR termékeink olvadaspont analizise sordn kontrollok felhasznalasaval

azonositottuk a mintdk genotipusat.

2.6. A VEGF C*7°4, VEGF G™"C és Ang2 G™’C polimorfizmusok meghatdrozisa PCR-

restrikcios fragment hossz polimorfizmus (RFLP) modszerrel

A VEGF C*7*A, VEGF G™”C és Ang2 G™°C polimorfizmusainak meghatarozasat
PCR-RFLP technikdval végeztiik el. Az izolalt DNS mintdk megfelelé szakaszat PCR
reakcioval szaporitottuk fel. A PCR-eket 50 pl végtérfogatu reakcidelegyben végeztiik 2 ul
DNS felhasznalasaval. A primerek tervezéséhez a Primer3™ szoftvert hasznaltuk. Az Ang2
esetében az antiszensz primer a 3’ végén egy mismatch bazist tartalmazott a restrikcids
hasitasi hely kialakitasa céljabol. A VEGF C*"®A polimorfizmus meghatarozasakor Bgl II, a
VEGF G™*C polimorfizmus esetén BsmF I, az Ang2 G>°C polimorfizmus esetén Hind 111

restrikcios endonukledzzal emésztettiik a PCR reakcio végterméket.

2.7. Statisztikai analizis

A VEGEF genotipusok ¢€s a preeklampszia kockazata kozotti 6sszefiiggést logisztikus
regresszios analizis segitségével hataroztuk meg. Multiplex linedris regresszids analizist
alkalmaztunk a VEGF genotipusok ¢s haplotipusok, valamint a hipertonia €s proteinuria
diagnosztizadlasdnak idOpontja kozotti Osszefliggés meghatarozasara. Khi-négyzet tesztet
alkalmaztunk a kezelt €s kezeletlen ROP-os csoport kozott, valamint a 4.-5. ROP stadiumu ¢€s
az 1.-3. ROP stadiumu csoport kdzott az allél €s a genotipus frekvenciak 6sszehasonlitdsara.
Khi-négyzet teszt segitségével hasonlitottuk 6ssze az allél és a genotipus frekvencidkat a kis
sziiletési sulyu korasziilottek és az egészséges Ujsziilottek kozott, valamint az egyes
perinatalis korképben megbetegedett korasziilottek €s a vizsgalt korképre nézve nem beteg
korasziilottek kozott. A perinatalis komplikacidk és a ROP kockazati tényezdire torténd

korrigalast logisztikus regresszios analizis alkalmazasaval végeztiik el. A statisztikai



szamitasokhoz a SPSS 10.0 statisztika szoftvert alkalmaztuk. A Hardy-Weinberg egyenstly

vizsgalatat az Arlequin™ szoftverrel végeztiik.
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Eredmények

1.1. A VEGF és a HIF-10 vizsgalata patkany vese iszkémia/reperfiizios modellben

1.1.1. HIF-1o. mRNS expressziok valtozasa

Himekben a HIF-1a mRNS expresszioja szignifikdnsan nétt a T120-as id6pontban a
korabbi reperfuzids idopontokhoz ill. a kontroll csoporthoz képest. A T240-es idépontban a
HIF-1a mRNS expresszidja tovabbi szignifikdns emelkedést mutatott. Nostényekben a HIF-
la mRNS expresszioja a T240-es idépontban megemelkedett a korabbi idépontokhoz ¢és a
kontroll csoporthoz képest.

Nemi kiilonbséget a T120 és a T240 csoportok HIF-1loa mRNS expresszidjaban
talaltunk. A T120-as himekben magasabb HIF-lo mRNS expressziot tapasztaltunk az
ugyanezekben az idOpontokban mért ndstények értékeihez képest. A T240-es idopontban a

ndstényekben volt magasabb a HIF-1a mRNS expresszidja.

1.1.2. VEGF mRNS expressziok valtozasa

Himekben a VEGF mRNS expresszidja fokozodott a T120-as idépontban, majd a
T240-es idopontban tovabbi emelkedést mutatott. Nostényekben a VEGF mRNS expresszidja
a T240-es idopontban megemelkedett a korabbi idépontokhoz és a kontroll csoporthoz képest.

Nemi kiilonbséget a T120 ¢és a T240 csoportok VEGF mRNS expressziojaban
talaltunk. Mindkét idépontban a himekben szignifikansan magasabb VEGF mRNS expressziot

tapasztaltunk az ugyanezekben az idépontokban mért ndstények értékeihez képest.

1.1.3. HIF-1o fehérje szintek valtozasa

Himek ¢és ndstények esetén egyarant a T10 idopontban magasabb HIF-la fehérje
szintet mértiink a kontroll csoporthoz (T0) képest. A T60 idépontban a fehérje szint csokkent
a korabbi reperfiizids idépontokhoz képest, de végig a kiindulasi érték felett maradt.

A HIF-1a fehérje szintek esetében nem taldltunk nemi kiilonbséget sem a kontroll

csoportban, sem pedig a posztiszkémids veseszovetekben.

1.1.4. VEGF fehérje szintek valtozasa

Himekben a T120 id6pontban a VEGF fehérje szintje bar nem szignifikansan, de

megemelkedett. Himekben €s ndstényekben egyarant a T240-es iddpontban tapaszaltunk
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szignifikdnsan magasabb fehérje szintet a kordbbi reperfiizidos idépontokhoz és a kontroll
csoporthoz képest.
A T240 idépontban a VEGF fehérje szintet ndstényekben magasabbnak talaltuk, mint

himekben.

1.2. Az angiopoietin/Tie2 rendszer vizsgalata iszkémia/reperfuzios patkany vese

modellben

1.2.1. Angl mRNS expresszio vadltozasa

A kontroll csoportban (TO) szignifikdnsan magasabb volt az Angl mRNS expresszidja,
a tobbi csoporthoz képest.

1.2.2. Ang2 mRNS expresszio valtozasa

Az Ang2 mRNS expressziojaban nem volt szignifikans valtozas az iszkémia/reperfiizio

hatasara.

1.2.3. Tie2 mRNS expresszio valtozasa

A Tie2 mRNS expresszidjaban nem volt szignifikdns valtozas az iszkémia/reperfiizio

hatasara.

2. A VEGF és Ang2 génpolimorfizmusainak vizsgalata

2.1. A VEGF gén promoter polimorfizmusainak (VEGF C¥7°4 és G™"C) szerepe

preeklampsziaban

Mindkét vizsgalt polimorfizmus esetében teljesiilt a Hardy-Weinberg kritérium a
preeklampszias €s a kontroll csoportban egyarant.

A vizsgalt populacioban a VEGF™” G allé]l hordozasa fiiggetlen protektiv tényezé
volt a sulyos preeklampszia kialakuldsaval szemben.

A VEGFE 7 A allél hordozok kozott a hipertoniat 1,6, a proteinuriat 1,9 héttel
korabban diagnosztizaltak. A VEGF ™GC/*’®CC haplotipust hordozok esetében a
hiperténia 2,8, a proteinuria 1,8 héttel kés6bb alakult ki.
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A kapott eredményeket a preeklampszia rizikotényezdire (anya ¢€letkora, a terhesség

elotti BMI és a terhesség alatti dohanyzas) korrigaltuk.

2.2. Az Ang2 és a VEGF gén promoter polimorfizmusainak (VEGF C?°7°4 és Ang2 GC)

szerepe kis sziiletési sulyu korasziilottek retinopatiajaban

A Hardy-Weinberg kritérium teljesiilt a vizsgalt polimorfizmusok megoszlasdban a
kiilonb6zd csoportok esetében.

Nem talaltunk kiilonbséget a ROP miatt kezelt illetve nem kezelt kis sziiletési sulyt

A VEGF?"®A allé] hordozasa szignifikansan alacsonyabb volt a sulyos ROP-os (4.-
5. ROP stadium) fit korasziilottek kozott, a nem ROP-os vagy alacsonyabb ROP stadiumu
(1.-3. ROP stadium) fi koraszilottekhez képest. Az 0Osszefiiggést a ROP kockézati
tényezdire (gesztacids kor, sziiletési suly, oxigénterapia €s mechanikus I¢legeztetés hossza)

korrigaltuk.

2.3. A VEGF gén promoter polimorfizmusainak (VEGF C*’°4, VEGF T*"C és a VEGF

G C) szerepe kis sziiletési sulyii korasziilttek perinatalis szovédményeiben

A Hardy-Weinberg kritérium teljesiilt a vizsgalt polimorfizmusok megoszlasdban a
kiilonb6zd csoportok esetében.

A VEGF™” C allél hordozasa gyakoribb volt a kis sziiletési sulya korasziildtt
populacidban az egészséges ujsziilottekhez képest.

A VEGF ®"A allél prevalencidja magasabb volt a NEC-es kis sziiletési sulyt
korasziilottek kozott, azokhoz a korasziilottekhez képest, akiknél ez a komplikdcid6 nem
fordult eld. Az Osszefliggést gesztacidos korra, valamint szepszis, PDA, stlyos hipotenzid
(dobutamin 1gény > 9 ug/ sziiletési suly kg /min) jelenlétére korrigaltuk.

A VEGF ®®AA genotipus hordozasa ritkabban fordult elé6 az ARF-es kis sziiletési
sulyu korasziilottek kozott, azokhoz a korasziilottekhez képest, akiknél ez a komplikacié nem
fordult eld. Az Osszefiiggést a gesztacios korra, valamint szepszis, NEC, RDS, PDA, sulyos

hipotenzi6 (dobutamin igény > 9 pg/ sziiletési suly kg /min) jelenlétére korrigaltuk.
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Eredmények osszefoglalasa, kovetkeztetések

1. Endotélsejtek novekedési faktorainak vizsgalata a vese iszkémia/reperfuzios

karosodasa soran

1.1. A VEGF és a HIF-1a vizsgadlata iszkémia/reperfuzios patkany vese modellben

Munkank eredményeképpen megallapithatjuk, hogy iszkémia/reperfizié okozta akut
vesekarosodas soran a HIF-1a, valamint a VEGF mRNS expresszio €s fehérje szint egyarant
fokozddik.  Bar kordbbi eredményilink a hipoxias vesében torténd VEGF szintézis
posztranszkripciondlis szabalyozdsdnak jelentdségére hivta fel a figyelmet, jelenlegi
vizsgalatunk eredménye arra utal, hogy a vesében megfigyelhetd VEGF fehérjeszintézis
fokozodas hatterében az mRNS szintek emelkedése is all. A VEGF mRNS szintjének

emelkedése feltételezhetéen a HIF-1a transzkripcids faktoron keresztiil valosul meg.

1.2. Nemi kiilonbségek a VEGF és a HIF-1o. expressziojaban

A VEGF, ill. a HIF-1lo. mRNS szint emelkedése késdbbi reperfuzios idépontban
figyelhetd meg ndstényeknél, a himekhez képest. A T240 perces reperfuzids idépontban
ndstényekben magasabb VEGF fehérjeszintet tapasztaltunk, a himekhez képest. A HIF-1a
fehérje szintek kozott nem talaltunk kiilonbséget a himek €s a ndstények kozott.

Az Osztrogének képesek a transzlacids inicidcidés faktorok foszforilalasat
megakadalyozva, fokozni a proteinek szintézist. Feltételezhetd, hogy iszkémia/reperfuzio
esetén, ndstényekben az Osztrogén ezen hatasanak koszonhetdéen fokozottabb a VEGF protein
szintézise, szemben a himekkel, ahol ez a védo hatas kisebb.

Szamos irodalmi adat utal a VEGF jotékony hatdsara vesekarosodds soran.
Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a vese iszkémidval szembeni érzékenységében
megfigyelt nemi kiilonbségek hatterében — részben - a ndstények magasabb posztiszkémias

VEGF szintje all.

1.3. Az angiopoietin/Tie2 rendszer vizsgalata iszkémia/reperfuzios patkany vese modellben

Az Ang/Tie2 rendszer hipoxia altal torténd szabalyozasarol viszonylag keveset tudunk.
Irodalmi adatok alapjan ugy tiinik, hogy hipoxia hatdsara az Angl/Tie2 jelatvitel gatlodik. A
gatlas a kiilonbozd szovetekben eltéré modon valosul meg, részben az Angl illetve Tie2
szintézisének csokkenésén, részben pedig az antagonista hatdsi Ang2 szintézisének

fokozodasan keresztil.
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Munkank soran azt talaltuk, hogy vesében az 55 perces iszkémiat kovetd 10 perces
reperfuzid hatasara szignifikdnsan csokkent az Angl mRNS expresszidja, mig az Ang2 ¢és
Tie2 mRNS expressziok nem valtoztak. Eredményeink arra utalnak, hogy hipoxia hatésara az
Angl/Tie2 rendszer - az Angl mRNS expresszidjanak csokkenésén keresztiil - gatlodik a
vesében.

Kiilonb6z6 molekularbiologiai folyamatok soran megfigyelhetd a VEGF ¢és az
Ang/Tie2 rendszer egylittes szerepe. Gyulladasos folyamatokban, a vaszkularis
simaizomsejtek szabdlyozasdban, valamint az endotélsejt-permeabilitds szabalyozasaban, a
VEGF ¢és Angl gyakran egymassal ellentétes hatasokat fejtenek ki. Eredményiinket §sszevetve
az ugyanebben a modellben megfigyelt VEGF-szintézis valtozasokkal, azt talaltuk, hogy
iszkémia/reperfiziés vesekarosodas soran a VEGF szintjének emelkedését az Angl mRNS
expresszidjanak csokkenése elozi meg. Feltételezziik, hogy ezen molekularis valtozasok
lényeges szerepet jatszanak a posztiszkémias veseszovetben megfigyelt kapillaris €s tubularis

proliferacio folyamataban.

2. Endotélsejt novekedési faktorok polimorfizmusainak vizsgalata a korasziilottség

anyai és magzati oldalainak szempontjabol

2.1. A VEGF gén promoter polimorfizmusainak szerepe preeklampsziaban

A VEGF génjének polimorfizmusai koziil néhdny funkcionalis, azaz befolyasoljak a
termeldé VEGF mennyiségét. In vitro vizsgalatok soran azt talaltak, hogy a VEGF G™%°C
polimorfizmus GG genotipusat a legmagasabb, GC genotipusat kdzepes, mig a CC genotipust
a legalacsonyabb mennyiségli VEGF-szintézis kisérte lipopoliszachariddal indukalt periférias
mononukledris sejtekben. A VEGF C?’®A esetében a CC homozigbta periférias
mononukledris sejtek szignifikdnsan tobb VEGF-et termeltek az AA homozigota sejtekhez
képest.

Eredményeink arra utalnak, hogy a magasabb VEGF termeld képességgel jaro
VEGF ™G allél hordozasa, protektiv hatassal birhat a preeklampszia kialakulasaval szemben.
Szamos adat talalhat6 az irodalomban arra vonatkozoan, hogy a VEGF részt vesz a szisztémas
vérnyomas szabalyozésaban, valamint arra vonatkozoan, hogy a VEGF aktivitasanak gatlasa

proteinuridahoz vezet. Munkank sordn Osszefliggést talaltunk a hipertenzido és a proteinuria

korabbi megjelenése, valamint a csokkent VEGF termeld képességgel jaro6 VEGF-2578 A
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allél hordozasa kozott preeklampszidban.

2.2. Az Ang2 és a VEGF gén promoter polimorfizmusainak szerepe korasziilottek

crer

crer

adat az Ang2 promoter polimorfizmusainak betegségekben betdltott szerepérdl. Korabban
igazoltak, hogy az Ang2 expresszidja szempontjabol a promoter legfontosabb szakaszat a
transzkripcios start pont korili, koriilbeliil 600 bazisparnyi régidja alkotja. Az altalunk
vizsgalt Ang2 G™°C polimorfizmus a promoternek ezen a szakaszan taldlhatd. A promoteren
beliil, a polimorfizmus pontosabb lokalizaciojat tekintve, a Pax2 transzkripcidés faktor
kotéhelyén fekszik. A Pax2 transzkripcios faktor a retina fejlddésében lényeges szerepet
jatszik. Vizsgalatunk eredménye nem tamasztja ald azt a feltételezésiinket, hogy az Ang2 G
3°C SNP hordozasa befolyasolja a ROP kockazatat vagy progresszidjat.

A 4.-5. ROP-stadiumu fit korasziildttekben szignifikdnsan alacsonyabb volt a VEGF
BT allél prevalencidja a tobbi fin korasziilotthoz képest. Az osszefiiggés alapjan
feltételezhetd, hogy az alacsonyabb VEGF termeléssel egyiitt jar6 mutéans allél hordozasanak

protektiv szerepe lehet kis sulya fit korasziilottekben, a ROP progresszidjaval szemben.

2.3. A VEGF gén promoter polimorfizmusainak szerepe kis sziiletési sulyu korasziilottek

perinatalis szovédményeiben

A VEGF™C allél prevalencijat szignifikinsan magasabbnak talaltuk a kis sulyt
korasziilottekben az egészséges jsziilottekhez képest. Eredményeink arra utalnak, hogy kis
stlyt korasziilottek esetében az alacsonyabb VEGF termeld képességre hajlamosito VEGF ™"
polimorfizmus C alléljanak hordozasa hajlamositd tényezd lehet a korasziilottség
szempontjabol.

A kis sulyu korasziilotteket érintd perinatalis szovodmények genetikai vizsgalata soran
a NEC és az akut veseelégtelenség esetében taldltunk Osszefiiggést a VEGF>7*A allél
hordozasaval.

Osszefoglalasként azt mondhatjuk, hogy a VEGF polimorfizmusok hordozasa
kockazati tényezd lehet mind a korasziilottség, mind egyes perinatalis komplikaciok
kialakulasa szempontjabol. Eredményeink arra utalnak, hogy a kis stlyl korasziilotteket

érintd szovodmények rizikdtényezdinek felmérése céljabdl érdemes lehet ezeknek a

polimorfizmusoknak a meghatarozasa, azonban a klinikai jelentdség tisztazdsahoz még
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tovabbi vizsgalatokra van sziikség.
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